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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1. Deutsche Zusammenfassung

Ziel der Arbeit

Inflammation spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung von kardiovaskuldren Erkrankun-
gen. Das NOD-like receptor protein-3 (NLRP3) Inflammasom trigt entscheidend zur Entwick-
lung der Atherosklerose in Tiermodellen bei. Effektormolekiile des NLRP3 Inflammasoms wie
Interleukin-18 (IL-1P) konnen gezielt therapeutisch adressiert werden. Die Zusammenhénge
zwischen einer genetisch-determinierten Inflammasom-vermittelten systemischen Inflamma-

tion und kardiovaskuldren Erkrankungen und Tod sind beim Menschen bisher unbekannt.
Methodik

Wir untersuchten die Assoziation zwischen Varianten im N/rp3-Genlocus mit bestehenden kar-
diovaskuldren Erkrankungen und Mortalitét bei 538,167 Probanden aus 9 Studien. Die funkti-
onelle Relevanz auf die NLRP3 Inflammasomaktivierung wurde in humanen peripheren mo-

nonukledren Zellen (PBMCs) untersucht.
Ergebnisse

Genetische Analysen identifizierten die hochpravalente (MAF 39,9 %) intronische Nirp3-Va-
riante rs10754555 als Regulator der Nlrp3-mRNA Expression. Triger der rs10754555 Variante
zeigten signifkant hohere Plasmaspiegel des C-reaktiven Proteins (CRP) und des Serum-Amy-
loid A (SAA). Tréiger des G-Allels prasentierten eine erhohte NLRP3-Inflammasomaktivierung
in isolierten PBMCs. Bei Trigern der rs10754555 Variante war die Prévalenz der koronaren
Herzerkrankung (KHK) im Vergleich zu Nichttragern signifikant erhoht mit einer signifikanten
Interaktion zwischen rs10754555 und dem Alter. Zusédtzlich wiesen rs10754555 Triger ein sig-
nifikant erhohtes kardiovaskuldres Mortalititsrisiko wihrend der Beobachtungszeit auf. Be-
kannte Aktivatoren des NLRP3 Inflammasoms (z.B. Harnsdure, Triglyceride, ApoC3) modu-
lierten die Assoziation zwischen rs10754555 und der Mortalitt.

Schlussfolgerung

Die intronische Nlrp3-Variante rs10754555 ist mit einer erhdhten systemischen Inflammation,
Inflammasomaktivierung, pravalenter KHK und Mortalitét assoziiert. Diese Studie liefert den

Nachweis einer substantiellen Rolle einer genetisch mediierten systemischen Inflammation bei

-1-
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kardiovaskuldren Erkrankungen und hebt die Rolle des NLRP3 Inflammasoms als therapeuti-
schen Angriffspunkt hervor.

1.2. Abstract
Aims

Inflammatory pathways play a substantial role in the development of cardiovascular diseases
(CVD). One contributor, the NOD-like receptor protein-3 (NLRP3) inflammasome is known to
be a key player in the development of atherosclerosis in animal models. Effector cytokines of
the NLRP3 inflammasome pathway such as interleukin-1 (IL-1B) can be used for targeted
therapy. However, the association between a genetically determined inflammasome-mediated
systemic inflammation and the development of CVD and mortality due to CVDs in humans is

yet unknown.
Methods

We investigated the association between variants in the Nlrp3 gene locus with prevalent CVD
and cardiovascular mortality in 538,167 subjects from 9 studies on individual participant level.
The functional relevance on the activation of the NLRP3 inflammasome was explored in mon-

ocyte-enriched peripheral blood mononuclear cells (PBMCs).
Results

In genetic analyses, we identified the highly prevalent (MAF 39,9 %) intronic Nlrp3 variant
rs10754555 regulate Nlrp3 mRNA expression. Carriers of the rs10754555 variant exhibited
higher plasma concentrations of C-reactive protein and serum amyloid A. In isolated human
PBMC:s of the SNP carriers we detected a significantly increased NLRP3 inflammasome acti-
vation. In contrast to non-carriers, carriers of the SNP rs10754555 had a significantly higher
prevalence of coronary artery disease (CAD) and during the follow up period a significantly
greater risk for cardiovascular mortality. Furthermore, we detected a significant interaction be-
tween the carrier status and age. Known inflammasome activators like urate, triglycerides, and

ApoC3 modulated the association between rs10754555 and cardiovascular mortality.
Conclusion

The presence of the intronic variant rs10754555 within the Nlrp3 gene shows an association

with an increased systemic inflammation, activation of the NLRP3 inflammasome, as well as

.
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prevalent CAD and cardiovascular mortality. Our study demonstrates the crucial role of
genetically-determined increased systemic inflammation in the development of cardiovascular

diseases and highlights the NLRP3 inflammasome as a potential therapeutic target.
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2. Einleitung

2.1. Kardiovaskulédre Erkrankungen

2.1.1. Epidemiologie

Kardiovaskuldre Erkrankungen (,,cardiovascular disease (CVD)) auf dem Boden einer Athero-
sklerose sind weltweit fiir die meisten Todesfélle verantwortlich. Die koronare Herzerkrankung
(KHK), die zerebrovaskuldre Erkrankung sowie die peripher arterielle Verschlusskrankheit
(pAVK) stellen hierunter die verbreitesten Manifestationen dar [44]. Im Jahre 2016 starben
weltweit geschdtzt 17,6 Millionen Menschen an den Folgen kardiovaskuldrer Erkrankungen.
Dies verdeutlicht die erhebliche individuelle und soziodkonomische Belastung dieser Erkran-
kungen [9]. In Zukunft ist mit einer weiteren Zunahme der Privalenz kardiovaskulérer Erkran-
kungen zu rechnen, was zum einen in der dlter werdenden Bevdlkerung begriindet ist als auch
an der Zunahme von Menschen mit kardiovaskuldren Risikofaktoren [21]. Allerdings kann
durch Modifikation der Risikofaktoren das Lebenszeitrisiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen

giinstig beeinflusst werden [11].

2.1.2. Risikofaktoren

Die fiinf modifizierbaren Risikofaktoren Dyslipiddmie, Diabetes mellitus, arterielle Hyperto-
nie, Ubergewicht und Rauchen sind fiir mehr als die Hilfte aller kardiovaskuliren Todesfille
verantwortlich. Durch Modifikation dieser Risikofaktoren sind ein grofer Anteil der friihzeiti-
gen Myokardinfarkte vermeidbar [99,152]. Die INTERHEART-Studie untersuchte in 52 Lin-
dern weltweit, inwiefern das Auftreten von bestimmten Risikofaktoren mit einem erhéhten My-
okardinfarktrisiko assoziiert ist. Hierbei zeigte sich, dass Nikotinkonsum und eine Dyslipida-
mie, definiert als erhohter ApoB/ApoA1-Quotient, mit dem hochsten Risiko einhergehen, ge-
folgt von Diabetes mellitus, arterieller Hypertonie, psychosozialen Belastungsfaktoren und er-

héhtem Bauchumfang [152].

In einer groBen Studie mit 1,25 Millionen Patienten konnte gezeigt werden, dass eine arterielle
Hypertonie, d.h. ein Blutdruck >140/90 mmHg, im Alter von 30 Jahren oder dlter mit einem
63,3 %-igen Lebenszeitrisiko einhergeht, eine kardiovaskuldre Erkrankung zu entwickeln. Pa-
tienten mit normalem Blutdruck hatten demgegeniiber ein Risiko von 46,1 %. Des Weiteren
erkrankten Hypertoniker im Schnitt fiinf Jahre frither an einer kardiovaskuldren Erkrankung

[101].
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Dyslipiddmien, die mit einem erhohten kardiovaskuléren Risiko einhergehen, sind im Wesent-
lichen ein erhdhtes LDL-Cholesterin sowie eine Hypertriglyceriddmie [10,95]. In den letzten
Jahren wurde daneben auch die Rolle eines erhohten Lipoprotein(a)-Spiegels als genetisch de-
terminierter Risikofaktor zunehmend bedeutsam [10,77]. Aktuelle Forschungsprojekte unter-
suchen zudem den Effekt eines erhohten Apolipoprotein C3, sowie verschiedene Genotypen

von ApoE auf kardiovaskulédre Erkrankungen und Mortalitét [87].

Fiir Nikotinkonsum konnte ein direkter dosisabhdngiger Zusammenhang zwischen den pro Tag
gerauchten Zigaretten und dem Auftreten von Myokardinfarkt bzw. Schlaganfall hergestellt
werden. Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass die Abstinenz mit einer Risikoreduktion

einhergeht [41,69,139].

Insulinresistenz, Hyperinsulindmie und erhohte Blutglucosespiegel sind mit einem erhdhten
kardiovaskuldren Risiko assoziiert. Meta-Analysen zeigten, dass ein manifester Diabetes mel-
litus mit einem doppelt so hohen Risiko fiir vaskuldre Erkrankungen assoziiert ist im Vergleich
zu Nicht-Diabetikern [114]. Ursdchlich hierfiir sind Stérungen in der Mikrozirkulation mit der
Folge mikroangiopathischer Verdnderungen. Erschwerend kommt hinzu, dass Patienten mit Di-
abetes mellitus hdufig noch weitere Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie, Fettleibigkeit und

Hypertriglyceriddmie aufweisen [130,140,152].

Die chronische Nierenerkankung (CKD) ist ebenfalls mit einem erhdhten kardiovaskuldren Ri-
siko assoziiert. Das Risiko, ein kardiovaskuléres Ereignis zu erleiden steigt mit dem Grad der
Nierenfunktionseinschrinkung. Das hochste Risiko haben Hédmodialysepatienten [45]. CKD
initiiert auBerdem proinflammatorische Aktivitit und Dyslipiddmie, was das Risiko weiter er-
hoht. Insgesamt sterben mehr als 40 % der Hamodialysepatienten an kardiovaskuldren Ereig-

nissen [51].

Ein unabhéngiger Risikofaktor ist die Familienanamnese. Diese wird als positiv gewertet, wenn
ein erstgradiger Verwandter vor dem 55. (ménnlich) bzw. vor dem 65. (weiblich) Lebensjahr
eine atherosklerotische kardiovaskuldre Erkrankung entwickelt oder an den Folgen einer sol-
chen verstirbt [84]. Allerdings scheint der Einfluss einer positiven Familienanamnese am ge-

samten Risikoprofil eines Individuums eher gering [123].
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2.2. Pathogenese der Atherosklerose

2.2.1. Endotheliale Dysfunktion

Erste Beschreibungen der Pathogenese der Atherosklerose gehen auf die Schriften von Rudolf
Virchow zuriick, der die Akkumulation von zirkulierenden Lipiden und anderen Plasmabe-
standteilen fiir die Endothelverdnderungen verantwortlich machte [43]. Im Verlauf wurden die
molekularen Mechanismen genauer untersucht und hohe Konzentrationen von LDL als Ursache
ausfindig gemacht. ApoB als Bestandteil von zirkulierenden LDL-Partikeln bindet {iber ioni-
sche Wechselwirkungen an Proteoglykane der Extrazellularmatrix des Endothels. Die LDL-
Partikel werden in die Intima aufgenommen, wo sie oxidativen Prozessen ausgesetzt sind. Ver-
antwortlich hierfiir sind Myeloperoxidasen, Lipoxygenasen und reaktive Sauerstoffspezies
(ROS). Die so entstandenen oxidierten LDL-Partikel induzieren eine Antwort des angeborenen
Immunsystems. Sie aktivieren Endothelzellen und Makrophagen, die im folgenden Adhésions-
molekiile wie E-Selektin und VCAM-1 exprimieren und Chemokine wie CCL2, CCLS5,
CXCL10 und CX3CL1 ausschiitten. Dies fiihrt zur Invasion von zirkulierenden Monozyten,
dendritischen Zellen und T-Zellen in die Intima [53]. Dort differenzieren Monozyten vermittelt
durch Makrophagen-koloniestimulierendem Faktor (M-CSF) und Granulozyten-Makrophagen-
koloniestimulierendem Faktor (GM-CSF) zu Makrophagen. Uber die Expression von
Scavenger-Rezeptoren konnen sie nun oxidiertes LDL aufnehmen und sich so zu Schaumzellen
entwickeln. Diese gehen zugrunde, sobald ihre Aufnahmekapazitit erschopft ist und bilden
dann mit apoptotischen und nekrotischen Zellen, Cholesterinkristallen und extrazellulirem Ma-
terial den Kern einer atherosklerotischen Plaque. Um den Kern dieser Plaque formieren sich
weitere Zellen des Immunsystems. Eine zentrale Rolle in der Plaquebildung spielen auch glatte
Muskelzellen. Diese produzieren durch Stimulation mit TGF-f vermittelt Kollagen, was der
Plaque mechanische Stabilitét verleiht. Instabile Plaques, die mit einem hohen Rupturrisiko
einhergehen, besitzen nur eine diinne fibrindse Kappe, einen groBen nekrotischen Kern und
weisen eine hohe inflammatorische Aktivitit auf [44,53]. Die Entstehung einer atheroskleroti-

schen Plaque ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abb. 1: Entstehung einer atherosklerotischen Plaque, Abbildung entnommen aus Speer

et al. Nat Rev Nephrol 2022

CD4"-T-Zellen, insbesondere Tul-Helferzellen, erkennen (oxidiertes) LDL als Antigen und
produzieren Interferon-y (INFy) und Tumornekrosefaktor (TNF) und stimulieren Makrophagen
zur LDL-Aufnahme. Aullerdem fiihrt die Ablagerung von Cholesterinkristallen iiber eine Ak-
tivierung des NLRP3-Inflammasoms zur Freisetzung von Interleukin-1B. Des Weiteren wird
Interleukin-6 (IL-6) ausgeschiittet, was zusammen mit anderen Chemokinen in der Leber zur
Produktion von Akute-Phase Proteinen wie dem C-reaktiven Protein (CRP) fiihrt. Das NLRP3-
Inflammason stellt somit die Verbindung zwischen Inflammation und Cholesterinmetabolismus

in der Pathogenese der Atherosklerose dar [44,52,85].

2.2.2. Inflammation

An den oben beschriebenen Vorgédngen sind Komponenten des angeborenen und des erworbe-

nen Immunsystems beteiligt.

In tierexperimentellen Untersuchungen an Apoe™"-defizienten Méusen mit SCID (,,severe com-
bined immunodeficiency*‘), denen sowohl B- als auch T-Zellen fehlen, konnte im Vergleich zu
immunkompetenten Apoe”-Mdusen eine reduzierte Atheroskleroseentwicklung beobachtet
werden [44,53,102]. Nach adoptivem Transfer von LDL-spezifischen CD4"-T-Zellen in die
immundefizienten Knockout-Mé&use zeigten sich hingegen ausgeprégte atherosklerotische Ver-
dnderungen [156]. Die Beteiligung von Tul-Helferzellen konnte dadurch gezeigt werden, dass

Mause, die INFy- oder INFy-Rezeptor-defizient waren, weniger atherosklerotische Lasionen
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aufwiesen. Effekte auf die Auspragung von atherosklerotischen Verdnderungen konnten eben-

falls fiir Interleukin-12, Interleukin-17 und Interleukin-18 nachgewiesen werden [33,53].

In diversen klinischen Studien wurde der Effekt einer Senkung des CRP auf die kardiovaskulére
Mortalitdt untersucht. In der Aggrastat-to-Zocor-Studie konnte beobachtet werden, dass Pati-
enten, die nach einem STEMI/NSTEMI erhohte Konzentrationen des CRPs hatten, ein signifi-
kant erhohtes Risiko fiir weitere kardiovaskulédre Ereignisse und Tod aufwiesen. Patienten, die
mit Simvastatin behandelt wurden, zeigten im Follow-up niedrigere CRP-Werte, was mit einem

besseren Outcome assoziiert war [89].

In der 2008 verdffentlichten JUPITER (Justification for the Use of Statins in Primary Preven-
tion: an Intervention Trial Evaluation Rosuvastatin) -Studie konnte gezeigt werden, dass durch
die Gabe von Rosuvastatin eine CRP-Senkung erzielt werden konnte, was unabhédngig von der

LDL-Senkung zu einer signifikanten Reduktion von kardiovaskuléren Ereignissen fiihrte [103].

In der IMPROVE-IT (Improved Reduction of Outcomes: Vytorin Efficacy International Trial)
-Studie wurde der Effekt der LDL- und CRP-Senkung unter Simvastatin-Monotherapie und
unter der Simvastatin/Ezetimib-Kombinationstherapie untersucht. Unter der Kombinationsthe-
rapie konnte das Therapieziel der LDL- und CRP-Senkung haufiger erreicht werden, was mit
einem besseren Outcome assoziiert war im Vergleich zu dem Erreichen nur eines Therapieziels.
Mit welchem der Substanzen das Therapieziel erreicht wurde, spielte keine Rolle fiir das Out-
come [12]. Durch Gabe des PCSK-9-Hemmers Evolocumab konnte der LDL-Spiegel von Pa-
tienten noch weiter abgesenkt werden und somit das kardiovaskulédre Risiko reduziert werden,

allerdings ohne Effekt auf das CRP auszuiiben [85,113].

Bis dato konnte noch nicht gezeigt werden, dass eine Reduktion der vaskuldren Inflammation
ohne gleichzeitige LDL-Reduktion zu einer verminderten Rate kardiovaskulédrer Ereignisse
fiihrt. Dies zu zeigen, war das Ziel der CANTOS (Canakinumab Antiinflammatory Thrombosis
Outcome Study) -Studie. Patienten nach Myokardinfarkt wurde Canakinumab, ein humanisier-
ter monoklonaler Antikdrper gegen IL-1p, verabreicht und untersucht, inwiefern rekurrierende
kardiovaskuldre Ereignisse bei erhdhter inflammatorischer Aktivitét, gemessen als erhdhtes
CRP, verhindert werden kdnnen. Canakinumab fiihrte im Vergleich zu einem Placebo zu einer
signifikanten Senkung des CRP ohne gleichzeitige LDL-Senkung. Ab einer Dosis von 150 mg
alle drei Monate fiihrt die Gabe von Canakinumab zu einer signifikanten Risikoreduktion fiir
rekurrierende kardiovaskuldre Ereignisse, allerdings mit der Gefahr schwerer Infektgeschehen
[85,105]. Gleichsam sind die Therapiekosten bei zwar nominal signifikantem, aber schwachem
Effekt, so, dass eine weitere Vermarktung von Canakinumab vorerst gestoppt wurde.

-8-
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In der CIRT (Cardiovascular Inflammation Reduction Trial) -Studie mit niedrigdosiertem Me-
thotrexat konnte keine Senkung der proinflammatorischen Zytokine IL-1f, IL-6 und CRP er-

reicht werden, was auch nicht in weniger kardiovaskuldren Ereignissen resultierte [109].

In der COLCOT-Studie hingegen konnte bei Patienten mit kiirzlich zuriickliegendem Myokar-
dinfarkt mittels der Gabe von Colchicin 0,5 mg tiglich eine signifikante Reduktion sekundérer

ischdmischer kardiovaskuldrer Ereignisse erzielt werden [137].

2.3. Rolle des angeborenen Immunsystems bei der Entstehung der
Atherosklerose

2.3.1. Angeborenes vs. adaptives Immunsystem

Die Charakteristika des angeborenen und adaptiven Immunssystems sind in Tabelle 1 aufge-

fiihrt.

Tab. 1: Vergleich angeborenes und adaptives Immunsystem [65,151]

(NK: natural-killer Zellen, MHC: major histocompatibility complex, TLR: Toll-like-

Rezeptor, NLR: nucleotide-binding oligomerization domain(nod) leucine-rich repeat-

containing Receptor, RLR: RIG-I-like Rezeptor, CLR: C-type lectin Rezeptor)

Angeborenes Immunsystem

Adaptives Immunsystem

Reaktion Unspezifisch Spezifisch

Zeit Minuten Stunden bis Tage

Zelluliire Monozyten T-Lymphozyten

Komponenten | Makrophagen e Zytotoxische T-Zellen (CD8")

Dendritische Zellen

e (CD4'-T-Helferzellen

NK-Zellen o TH;-Helferzellen
Mastzellen o THy-Helferzellen
Granulozyten e Regulatorische T-Zellen (Treg)

e neutrophile
e basophile

e cosinophile

B-Lymphozyten

e Plasmazellen
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Humorale Akute Phase-Proteine Immunglobuline
Komponenten | Komplementsystem

Proinflammatorische Zytokine

Rezeptoren MHC-I, MHC-II Ig auf B-Zellen

Pattern recognition receptors | T-Zell-Rezeptor auf T-Zellen
(PRRs): TLRs, NLRs, RLRs,
CLRs

2.3.2. Zellen des angeborenen Immunsystems und ihre Rolle bei der Atheroskle-
roseentstehung

2.3.2.1.  Monozyten

In der Homdostase zirkulieren Monozyten im Blut, im Knochenmark und der Milz. Bei Ent-
zlindungsvorgiangen im Rahmen infektioser Vorgiinge oder Zelluntergang migrieren Monozy-
ten in lymphatische und nicht-lymphatische Organe. Dort phagozytieren sie Zellbestandteile
oder toxische Molekiile, setzen proinflammatorische Zytokine frei und differenzieren dann auf
Reiz von M-CSF und GM-CSF in dendritische Zellen, Makrophagen oder Schaumzellen. Mo-
nozyten exprimieren auf ihrer Oberfliche die Chemokin-Rezeptoren CX3CR1, CCR2 und
CCRS, die sowohl fiir die Freisetzung aus dem Knochenmark als auch fiir die Migration in

entziindetes Gewebe relevant sind [150].

Die Geféafintima produziert in hypoxischem Milieu MAC-1 (macrophage adhesion ligand-1).
Dieses interagiert mit endothelialen Adhdsionsmolekiilen v.a. im Bereich von Tight junctions,
wodurch der Eintritt von Monozyten in die Intima gewdhrleistet wird [66]. Mittels L-Selektin
und den Liganden fiir E- und P-Selektin, die auf der Endotheloberfldche exprimiert werden,
werden Monozyten an atherosklerotische Lisionen rekrutiert. Uber die Interaktion zwischen
den monozytéren Integrinen VLA4 (o4-Integrin) und LFA1 (B2-Integrin) mit den endothelialen
Adhésionsmolekiilen VCAM-1 (vascular adehsion molecule-1) an der Oberflache und ICAM-
1 (intracellular adhesion molecule-1) interzelluldr wird die Bindung an das Endothel gewéhr-
leistet. Die Expression von VCAM-1 und ICAM-1 wird beispielsweise durch hohe Konzentra-
tionen von oxidiertem LDL stimuliert. Weitere Stimuli fiir die Monozytenadhésion sind IL-1,

TNF, Nikotinkonsum und Angiotensin II [48,150].
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2.3.2.2. Makrophagen

Nachdem Monozyten in die Intima und Subintima eingewandert sind, differenzieren sie zu
Makrophagen und nehmen tiiber Scavenger-Rezeptoren oxidiertes LDL auf. Dadurch entwi-

ckeln sie sich zu Schaumzellen [48].

Die Makrophagen innerhalb einer atherosklerotischen Plaque produzieren proinflammatori-
schen Zytokine wie TNFa, IL-6, IL-12 und IL-18, wodurch weitere Immunzellen rekrutiert
werden. Sie besitzen zudem eine hohe proteolytische Aktivitit durch Uberexpression von Mat-
rix-Metalloproteinasen (MMP). Dies fiihrt zu einer erhohten Vulnerabilitit der Plaque, was das

Rupturrisiko erhoht [19,48].

Uber die Expression von CD36 und Scavenger-Rezeptor Al und B1, sowie LDL receptor-rela-
ted protein 1 (LRP-1) und lectin-like oxLDL receptor-1 (LOX-1) sind die Makrophagen zur
Aufnahme groBer Mengen modifizierter Lipoproteine befahigt. Die Abgabe nach extrazelluldr
erfolgt iiber die Bindung an Apolipoprotein A-1 (ApoA-1), einem Bestandteil von high-den-
sitiy-Lipoproteinen (HDL). Cholesterinkristalle, die sich in Makrophagen ansammeln, aktivie-
ren das NLRP3-Inflammasom, wodurch IL-1f und IL-18 freigesetzt wird. AuBerdem induzie-
ren Cholesterinkristalle die Bildung sog. NETs (neutrophil extracellular traps), wodurch auf
Transkriptionsebene die Produktion von IL-1a und IL-1 gesteigert wird [19].

In Abhéngigkeit ihrer Mikroumgebung und der intrazelluldren Signalwege, die aktiviert wer-
den, kdnnen Makrophagen unterschiedliche Phianotypen annehmen. Hierdurch kénnen Makro-
phagen sowohl eine proatherogene als auch eine protektive Wirkung erfiillen. Auch glatte Mus-
kelzellen konnen in der Plaque zu Makrophagen-&hlichen Zellen transdifferenzieren und Mak-

rophagenoberflichenmarker exprimieren [136].

2.3.2.3.  Weitere Zelltypen

Bei der Entstehung der Atherosklerose sind noch weitere Zellen des angeborenen Immunsys-
tems beteiligt: Dendritische Zellen sind wie Monozyten und Makrophagen in der Lage, oxidier-
tes LDL zu internalisieren. Uber MHC-II-Proteine prisentieren sie die Antigene an T-Zellen

und induzieren so eine Antwort des adaptiven Immunsystems. Sie exprimieren zudem Toll-like

Rezeptoren auf ihrer Oberflache [20,42,131].

Mastzellen bewirken tber eine Histaminsekretion eine zunehmende Permeabilitit der En-

dothelzellschicht fiir zirkulierende LDL-Partikel. Des Weiteren bewirken sie durch die Freiset-
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zung von Chemokinen eine Rekrutierung von Leukozyten am Endothel. Uber eine Apoptosein-
duktion von Schaumzellen und Degradation der extrazelluldren Matrix durch proteolytische

Enzyme tragen sie erheblich zur Destabilisation der atherosklerotischen Plaque bei [78].

Auch neutrophile Granulozyten aggravieren eine endotheliale Dysfunktion, indem sie die Ex-
pression von Adhésionsmolekiilen am Endothel sowie Permeabilititsainderungen induzieren.
AuBerdem werden Monozyten und Makrophagen angelockt und eine proinflammatorische Pha-
notypdnderung der Makrophagen initiiert. Durch zusétzliche Modifikation von LDL-Partikeln
wird die Schaumzellbildung gefordert und durch Bildung von MMPs die Degradation der Ext-
razellulirmatrix unterstiitzt [124] Uber die Bildung von NETs werden antigenprisentierende
Zellen, Endothelzellen und Thrombozyten aktiviert, was eine proinflammatorische Immunant-

wort bedingt [28].

2.3.3. Rezeptoren des angeborenen Immunsystems

Ein wesentlicher Bestandteil der angeborenen Immunabwehr sind sogenannte ,,pattern recog-
nition receptors* (PRRs), die sowohl von korperfremden als auch von kdrpereigenen Molekii-
len aktiviert werden konnen und eine proinflammatorische Zellaktivierung auslosen. Korper-
fremde Liganden, auch als ,,pathogen-associated molecuar pattern* (PAMP) bezeichnet, stellen
Bestandteile von Bakterien, Viren oder Pilzen dar. Demgegeniiber werden korpereigene ,,da-
mage-associated molecular pattern® (DAMP) wihrend apoptotischen bzw. nekrotischen Vor-
géngen oder Zellumbauprozessen freigesetzt. Bei der Erkennung von DAMPs spielen zwei Re-
zeptoren eine besondere Rolle: Toll-like Rezeptoren (TLRs) und NOD-like Rezeptoren (NLRs)
[3,153].

2.3.3.1.  Toll-like Rezeptoren

TLRs sind die am besten untersuchten und charakterisierten PRRs. Sie werden in und auf Zellen
des angeborenen Immunsystems wie Monozyten, Makrophagen, denritischen Zellen und Gra-
nulozyten, aber auch auf Epithel-, Endothelzellen und Fibroblasten exprimiert. Im Menschen
sind zehn TLR-Subtypen (TLR1-10) bekannt [3,17,153]. TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6
und TLR10 sind auf der Zellmembran lokalisiert und interagieren mit mikrobiellen Membran-
proteinen und bakteriellen Lipoproteinen. TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 werden hingegen auf
der endolysosomalen Membran exprimiert und werden durch Nukleinséduren von Bakterien und

Viren aktiviert [91]. AuBBerdem konnen TLRs durch endogene Liganden aktiviert werden, wie
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sie beispielsweise in der Pathogenese von renalen Erkrankungen eine Rolle spielen. Hierzu ge-
horen nukledre Bestandteile wie DNA/RNA und Histone, zytosolische Molekiile wie Hitze-
schockproteine, aber auch extrazellulire DAMPs wie Fibrinogen oder auch HDL [3,127,153].

TLRs bestehen aus drei Komponenten: einem N-terminalen extrazelluldrem Teil, der fiir die
Bindung des Liganden verantwortlich ist, einem transmembranen Teil und der C-terminalen
zytoplasmatischen Toll/Interleukin-1-Rezeptor-Domine (TIR). Nach Bindung des Liganden
dimerisieren die meisten TLRs, was in einer Konformationsdnderung der TIR resultiert. Durch
Aktivierung des TLRs werden Adaptormolekiile rekrutiert. Von besonderer Bedeutung sind
hierbei MyD88 (myeloid differentation primary response gene 88) und TRIF (TIR-domain-
containing adapter-including IFN-f), die unterschiedliche Signalkaskaden bedingen [91,153].

Sobald MyD88 an den TLR gebunden hat, wird die Bildung des Myddosoms initiiert. Dies stellt
einen Komplex aus MyD88 und Interleukin-1-Rezeptor-assoziierter Kinasen (IRAK) 1,2 und 4
dar. Die IRAK-Aktivierung fiihrt zu einer Komplexbildung mit Tumornekrosefaktor rezeptor-
assoziiertem Faktor 6 (TRAF6) und transforming growth factor beta-aktivierter Kinase 1
(TAKT1). Daraus resultiert die Induktion von Mitogen-aktivierter Proteinkinasen (MAPKs) und
NF«B. SchlieBlich wird dadurch die Genexpression von inflammatorischen Zytokinen gefor-

dert [91,153].

In der Pathogenese der Atherosklerose spielen TLRs eine entscheidende Rolle. So fungiert
oxLDL als Ligand fiir TLR2 und 4, was die oben beschriebene Signalkaskade in Gang setzt
[153]. AuBerdem sind TLRs an der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms beteiligt, was die
Freisetzung von IL-1f induziert [91]. Hierbei hat der Komplex aus TLR4 und 6 sowie dem

Scavenger Rezeptor CD36 als regulatorische Einheit eine besondere Bedeutung [119].

2.3.3.2.  NOD (Nucleotide-binding oligomerization domain)-like Rezeptoren

NOD-like Rezeptoren sind eine Gruppe von PRRs, die im Zytoplasma lokalisiert sind. Sie be-
stehen aus einer zentralen NACHT-Domaine, die die Oligomerisation nach Ligandenbindung
vermittelt. Am C-terminalen Ende wird durch Leucin-reiche Wiederholungen die Bindung des
Liganden gewihrleistet. Durch das variable N-terminale Ende werden die Rezeptoren in ver-
schiedene Subklassen unterteilt. Dies kann zum einen eine CARD (caspase activation and re-
cruitment domain), wodurch NOD1 und 2 charakterisiert sind, oder eine PYD (pyrin domain)
-Domine sein. Das Vorhandensein einer PYD definiert die NLRPs. NLRPs sind in der Lage
mit ASC und Caspase-1 grofle oligomere Komplexe zu bilden, die man als Inflammasom be-

zeichnet [56,153]. Neben der Inflammasombildung haben NLRs noch weitere Funktionen wie
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die Induktion der Autophagoyztose, Signaltransduktion und Transkriptionsaktivierung [72]. So
spielt NLRP3 beispielsweise eine pathophysiologische Rolle bei der Entstehung von akuten,
wie kontrastmittelinduzierten, und chronischen, wie diabetischen und hypertensiven, Nierener-

krankungen [71].

Im Unterschied zu einer Aktivierung von NOD1/2-Rezeptoren, die in einer erhdhten Expres-
sion von NF«B resultiert, fiihrt eine Stimulation von NLRP3 zur Freisetzung von IL-1f und IL-

18 [4].

2.3.4. NLRP3-Inflammasom

2.3.4.1. Komponenten
Das NLRP3 Inflammasom besteht aus drei Komponenten. Hierzu gehdrt NLRP3, das Adaptor-
protein ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) sowie Caspase-1,

die fiir die IL-1B-Maturation verantwortlich ist [76].

NLRP3 besteht aus neun C-terminalen LRRs, einer zentralen NACHT-Domaéne und der N-ter-
minalen PYD. Die NACHT-Doméne vermittelt {iber eine ATPase-Aktivitit die Oligomerisa-

tion zum Inflammasom [76].

Das Adaptormolekiil ASC besitzt sowohl eine PYD- als auch eine CARD-Doméne. Uber PYD-
PYD-Interaktion wird die Verbindung zwischen ASC und NLRP3 hergestellt. Die Interaktion
von ASC mit aktivem NLRP3 fiihrt zur Polymerisation des Proteinkomplexes. Die Procaspase-
1 wird anschlieBend tiber eine CARD-CARD-Interaktion rekrutiert und in die aktive Caspase-
1 tiberfiihrt [76,86].

Caspase-1 ist in der Lage, IL-1p, IL-18 und IL-33 zu prozessieren [79]. AuBerdem fiihrt sie
iiber die Freisetzung von Gasdermin-D (GSDMD) zum pyroptotischen Zelltod [71].

2.3.4.2.  Aktivierungswege

Es werden drei verschiedene Aktivierungswege des NLRP3-Inflammasoms beschrieben: der

kanonische, nicht-kanonische und der alternative Weg.

Der kanonische Aktivierungsweg erfordert zwei Signale. Das erste Signal wird iiber TLR,
MyD88 und/oder Zytokinrezeptoren, wie dem TNF-Rezeptor vermittelt. Uber die Aktivierung
von NFkB wird die pro-IL-1B- und NLRP3-Transkription induziert. Das zweite Signal fiihrt

zur NLRP3-Inflammasom-Oligomerisation, wodurch Caspase-1 aktiviert wird und die Freiset-
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zung von IL-1f und IL-18 stimuliert wird. Durch Caspase-1 wird aulerdem die Pyroptose in-
duziert und die Freisetzung von HMGBI1 (high mobility group box 1), einem proinflammatori-
schen Protein getriggert [100]. Mehrere Stimuli sind in der Lage, Signal 2 zu liefern. Hierzu
gehoren ein Kalium-Ausstrom aus der Zelle, eine erhohte Zellpermeabilitét, die Destabilisie-
rung von Lysosomen, die Zerstorung von Mitochondrien mit der Freisetzung von mitochondri-
aler DNA und Cardiolipin sowie die Produktion von ROS (reactive oxygen species) in den
Mitochondrien [90,153]. Die verschiedenen Aktivierungswege sind schematisch in Abbildung

2 dargestellt.

Priming Canonical Non-Canonical Systemic inflammation Alternative
NLRP3 Pyroptosis
activation activation fe) activation
Q_0
© oo
Q.0

Nterm
pore

Q@
® GSDMD i1

Jedse = dedsesssecscsscecscsecscsscsccecee ll liCeell (LS | || HoPellVili v scscesciescsscsccsesscscscsccecscs il | [l Solcvdcecsese
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K+ OLPS CASP11
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ROS
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Abb. 2: Aktivierungswege des NLRP3-Inflammasoms, Abbildung entnommen aus
Speer et al. Nat Rev Nephrol 2022

Der nicht-kanonische Aktivierungsweg besteht ebenfalls aus zwei Schritten. Im ersten Schritt
wird durch gram-negative Bakterien der TLR4-MyD88- und der TRIF-Weg aktiviert. Dies
fiihrt zur nukledren Translokation von NF«B, wodurch die Transkription der Gene von IL-1,
IL-18, NLRP3, IRF3 und IRF7 initiiert wird. Der IRF3-7-Komplex induziert die Expression
von INFa und B. Diese binden an ihren Rezeptor und aktivieren so den JAK/STAT-Signalweg.
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Dies fiihrt zur Transkription des Caspase-11-Gens. In einem zweiten Schritt wird die Caspase-
11 durch beispielsweise Lipopolysaccharide (LPS) von gramnegativen Bakterien aktiviert.
Caspase-11 induziert die Pyroptose iiber die Prozession von Gasdermin und HMGBI, sowie
der Freisetzung von IL-1a. Uber eine Aktivierung des NLRP3-ASC-Caspase-1-Wegs fiihrt sie

zudem zur Freisetzung von IL-1p [100].

In Makrophagen sind zwei Signale notwendig, um iiber den kanonischen oder den nicht-kano-
nischen Aktivierungsweg, die IL-1B-Freisetzung zu induzieren. In Monozyten ist hingegen
noch ein alternativer Weg bekannt. So sind sie in der Lage, nach Stimulation mit einem TLR2-
oder TLR4-Liganden wie beispielsweise LPS direkt IL-1p freizusetzen ohne ein zweites Signal

zu bendtigen. Ursdchlich hierfiir ist das Vorliegen einer bereits aktivierten Caspase-1 [92,155].

2.3.4.3. Bekannte Liganden

Das NLRP3-Inflammasom kann direkt von Liganden oder iiber die Bindung von Liganden an
TLRs, v.a. TLR2 und TLR4, aktiviert werden [80]. Intrazelluldre Liganden, die zu einer Akti-
vierung des Inflammasoms fiihren, sind Nukleinséuren aus dem Zellkern oder Mitochondrium,
Histone, ATP, Hitzeschockprotein 60 und 70 und Harnsdure. Extrazellulire DAMPs stellen
beispielsweise Molekiile aus dem Fettstoffwechsel dar. Hierzu gehdren oxLDL, modifiziertes
HDL sowie gesittigte und ungeséttigte Fettsduren. Weitere Liganden sind Cholesterin- und O-
xalatkristalle, Glykoproteine wie Fibrinogen und Fibronectin, Glykosaminoglykane wie Hepa-

ransulfat und Hyaluron, Amyloid 3, Serum Amyloid A, Uromodulin und Versican [3,39,153].

2.3.44. Effektorzytokine (IL-1p, IL-18)

Nach Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms prozessiert Caspase-1 die Effektorzytokine IL-
1B und IL-18. IL-1p entfaltet seine Rolle als proinflammatorisches Zytokin an mehreren Stel-
len. So aktiviert es die Genexpression der Cyclooxygenase-2 (COX-2), Phospholipase A2 und
die induzierbare NO-Synthase. Dies fiihrt mittels einer vermehrten NO-Bildung und Prostag-

landin-Synthese zu den klinischen Kardinalzeichen der Entziindung [25].

IL-1pB vermittelt iiber eine verstarkte Expression der Adhdsionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-
1 sowie die Produktion von Chemokinen das Rekruitment und die Infiltration von Immunzellen
aus dem Blut ins Gewebe. An der glatten GefdBmuskulatur wirkt IL-1f als Proliferationsstim-
ulus, sodass sich die glatten Muskelzellen vermehren. Uber eine Autoinduktion vermittelt IL-
1B in glatten GefdBmuskelzellen und Endothelzellen seine eigene verstirkte Genexpression
[83]. AuBerdem ist es an der Differenzierung der myeolischen Zellreihen im Knochemark be-

teiligt und wirkt in der Angiogenese mit [25,47].
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IL-1P spielt des Weiteren eine entscheidende Rolle in der Aktivierung des humoralen Arms der
angeborenen Immunabwehr. Es induziert die Bildung von IL-6, welches wiederum in der Leber
zur Ausschiittung von Akute-Phase-Proteinen wie CRP, Fibrinogen und Plasminogen-Aktiva-

tor-Inhitibor fiihrt [47].

IL-18 ist IL-1 strukturell sehr dhnlich und wird ebenfalls durch Caspase-1 in seine aktive Form
iiberfiihrt [47]. Es vermittelt als Ko-Stimulator die IFN-y-Ausschiittung und kann sowohl eine
TH;- als auch TH,-Antwort triggern. AuBerdem ist es aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit
ebenfalls zu den IL-1B-Effekten fahig [25].

2.4. Ziel der Arbeit

Das NRLP3-Inflammasom ist ein zentraler Bestandteil des angeborenen Immunsystems. In kli-
nischen Studien wie der JUPITER-, der CANTOS- oder der COLCOT-Studie konnte gezeigt
werden, dass eine Reduktion der Inflammation im Sinne einer CRP- oder IL-1B-Senkung zu

einer Reduktion kardiovaskulérer Ereignisse gefiihrt hat [103,105,137].

Die klinische Relevanz einer lebenslang erhohten, genetisch-determinierten Inflammasomakti-
vierung ist allerdings bislang noch nicht untersucht. Auflerdem ist unklar, ob SNPs (single nu-
cleotide polymorphisms) im Nlrp3 Genlocus mit einer verstirkten Inflammasomaktivierung

einhergehen und somit auch mit einer erhdhten kardiovaskuldren Mortalitét assoziiert sind.

Ziel dieser Arbeit ist es, SNPs im Nlrp3-Gen zu identifizieren, die mit einer erhdhten Inflam-
masomaktivierung einhergehen und zu untersuchen, inwiefern diese mit einem erh6hten kardi-

ovaskulédren Risiko und kardiovaskuldrer Mortalitét einhergehen.
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3. Material und Methoden

3.1. LURIC-Studie

In der Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Health (LURIC)-Studie, einer prospektiven Ko-
hortenstudie, wurden zwischen 1997 und 2000 3061 Teilnehmer rekrutiert. Eingeschlossen
wurden Patienten deutscher Abstammung mit einem akuten Koronarsyndrom, die sich einer
Koronarangiographie unterzogen haben. Der mediane Follow-up-Zeitraum betrug 9,9 Jahre.
Patienten mit akuten Erkrankungen, die nicht einem akuten Koronarsyndrom zuzuordnen wa-
ren, wurden ebenso ausgeschlossen wie Patienten mit Tumorerkrankungen und anderen chro-
nischen, nicht-kardiologischen Krankheitsbildern innerhalb der letzten fiinf Jahre. Informatio-
nen beziiglich der Todesursachen der Teilnehmer im Nachbeobachtungszeitraum wurden den
Todesbescheinigungen entnommen. Die kardiovaskuldre Mortalitdt wurde definiert als der Tod
an einem Myokardinfarkt, plotzlicher Herztod, Tod nach einer Koronarintervention, Schlagan-

fall oder anderen Erkrankungen, die einer kardiovaskuldren Ursache geschuldet sind [149,154].

Am Tag der Koronarangiographie erfolgte die vendse Blutentnahme. Hierbei wurden Parame-
ter der klinischen Chemie wie beispielsweise hsCRP und SAA bestimmt. Die Studie wurde in
Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt und durch die Ethikkommis-
sion der Arztekammer Rheinland-Pfalz in Deutschland genehmigt. Eine schriftliche Einver-

standniserklidrung der Teilnehmer wurde vorausgesetzt [ 149,154].

Diese Studie dient als Grundlage zur Untersuchung der Assoziation von SNPs im Nirp3 Gen-

locus mit sowohl der Priavalenz als auch Schwere einer KHK und kardiovaskuldrer Mortalitt.

3.2. Genotypisierung in der LURIC-Studie

Die Genotypisierung in der LURIC-Studie wurde mithilfe des Affymetrix Human SNP-Array
6.0 durchgefiihrt. IMPUTE2 wurde verwendet, um fehlende Genotypen zu imputieren. Als Re-
ferenz fiir die Imputation wurden die Daten aus dem Phase I 1000 Genom Panel verwendet, das

2012 im Nature veroffentlicht wurde [1].

3.3. Auswahl relevanter SNPs

Insgesamt wurden 112 SNP-Varianten im N/rp3 Genlocus identifiziert. Um seltene Allele aus-

zuschlieBen, wurden lediglich SNPs mit einer Héufigkeit des selteneren Allels (minor allele
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frequency, MAF) >0,05 ausgewéhlt. Um die SNPs genauer zu charakterisieren, wurde Haplo-
Reg 4.1 verwendet. Das Programm liefert Vorhersagen tiber die biologischen Funktionen des
SNPs. Wie in Abbildung 3 dargestellt, zeigt HaploReg 4.1 Uberlappungen des SNPs mit epi-
genetischen Histonmarkern (aktive Promotoren und Enhancern, H3K9ac, H3K4mel und
H3K27ac), DNAse I Peaks, Transkriptionsfaktorbindungen und Transkriptionsfaktorbindungs-
stellen [146].

Query SNP: 1510754555 and variants with r* >= 0.8

w . AFR AMR ASN EUR SiPhy Promoter Enhancer Proteins Motifs ~ NHGRIEBI GRASPQTL Selected eQTL GENCODE dbSNP
chr pos (hg3s) (F) (D) variant  Ref Al freq freq freq freq cons histone marks histone marks DNAse bound changed GWAS hits hits hits genes func annot

1u7M1 1 1 10754555 6 C 047 058 063 061 [ESSHSSHN Otissues™ | BRSTLD 2hits NLRP3  infronic

Abb. 3: Auszug aus HaploReg 4.1 fiir den SNP rs10754555 [157]

Fokussiert wurde auf humane Monozyten, da diese den Hauptzelltyp fiir die NLRP3-vermittelte
IL-1B-Sekretion darstellen und somit direkt fiir die systemische Inflammation verantwortlich
sind. Um die Effekte der identifizierten SNPs auf die Expression des Nlrp3-Gens zu untersu-
chen, wurden eQTLs (,,expression quantitative trait locus*) mithilfe der GTEx Datenbank und

des eQTL-Browsers abgefragt [49,147]. Das Ergebnis dieser Abfrage ist in Abbildung 4 zu

sehen.
Gencode Id LI Variant Id SNP P-Value A= Tissue Actions
Symbol [ ]
754555 Cells
ENSG00000162711.16 NLRP3 1 247421341 G C b38 ’ M 9.8e-10 -0.35 Cultured

Abb. 4: Auszug aus der GTEx Datenbank fiir den SNP rs10754555 [158]

Die Untersuchung des SNPs rs10754555 erfolgte in der GTEx-Datenbank an Fibroblasten in
der Zellkultur. Im eQTL-Browser erfolgte die Untersuchung an Vollblutproben, worin die Mo-
nozyten enthalten sind, die im Weiteren untersucht werden sollen. In Abbildung 5 ist ein Aus-

zug aus dem eQTL-Browser eingefiigt.
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Cis-eQTLs
SNP  SNP Chr. Probe  Probe Chr. SNP Minor Gene
P-value SNP Chr.  Position Probe Chr. position Alleles  Allele Z-scorename FDR

2.3239084956667304E-6rs107545551 245651266 34201541 245678629 CIG G 472 NLRP3  0.00
9.100559780413108E-5 rs107545551 245651266 10100351 245678601 CIG G 391 NLRP3 0.04

Abb. 5: Auszug aus dem eQTL-Browser flir den SNP rs10754555 [147,159]

Oben genanntes Vorgehen wurde fiir alle 112 SNPs durchgefiihrt und die SNPs anhand des in
Abbildung 6 aufgefiihrten Scores klassifiziert. Dieser ist angelehnt an das Scoring-System der
RegulomeDB-Datenbank [13].

Score | Funktion

la eQTL (vorhergesagt vom Blood eQTL Browser und GTEX) + TF-Bindung +
passendes TF-Motiv + DNAse Peak

1b eQTL (vorhergesagt vom Blood eQTL Browser und GTEX) + TF-Bindung
oder passendes TF-Motiv + DNAse Peak

Ic eQTL (vorhergesagt vom Blood eQTL Browser und GTEX) + TF-Bindung +
passendes TF-Motiv

1d eQTL (vorhergesagt vom Blood eQTL Browser und GTEX) + TF-Bindung
oder passendes TF-Motiv oder DNAse Peak

2a eQTL (vorhergesagt vom Blood eQTL Browser oder GTEX) + TF-Bindung
+ passendes TF-Motiv + DNAse Peak

2b eQTL (vorhergesagt vom Blood eQTL Browser oder GTEX) + TF-Bindung
oder passendes TF-Motiv

2c eQTL (vorhergesagt vom Blood eQTL Browser oder GTEX) + TF-Bindung
+ passendes TF-Motiv + DNAse Peak

2d eQTL (vorhergesagt vom Blood eQTL Browser oder GTEX) + TF-Bindung
oder passendes TF-Motiv oder DNAse Peak

3a TF-Bindung + passendes TF-Motiv + DNAse Peak

3b TF-Bindung oder passendes TF-Motiv + DNAse Peak

4 TF-Bindung + passendes TF-Motiv
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5 TF-Bindung oder DNAse Peak oder passendes TF-Motiv

6 andere

Abb. 6: Scoring-System der SNPs, modifiziert nach [13]

In Tabelle 2 sind die identifizierten SNPs im Nlrp3-Genlocus der LURIC-Patienten dargestellt.
Die Informationen zur SNP-Funktion sind HaploReg 4.1 entnommen. Die Blut eQTL p-Werte
entstammen dem Blood eQTL Browser, die besten eQTL p-Werte stammen aus der GTEX-
Datenbank.

Tab. 2: SNPs im Nlrp3 Genlocus von Teilnehmern der LURIC-Studie (n=3061) und ihre
vorhergesagte biologische Funktion (gelb: selektierter SNP fiir weitere Analysen, grau:

SNPs mit einer MAF <0,05)
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1510802498 | 24739725 | 0311 G X X NA | wNa | e 105(095- 1 45
8 nisch 1.16)
24759682 | 0.288 intro- 1.00 (0.90-
1568078384 . S c X | x NA | a | e L) 0.984
24759728 | 0.228 intro- 1.05 (0.94-
1512117378 | - G X | x NA | s | e 1) 0352
1557708344 | 24739848 | 0222 A X X NA | A | e LO8 (0.97- 1 163
4 1 nisch 1.21)
128681541 | 24739713 | 0,163 G X X NA | wNa | e 1080951 504
9 5 nisch 1.22)
1511370518 | 24760174 | 0.140 intro- 0.99 (0.86-
7 9 6 c XX NA T A | nisch 1.13) 0-846
24760703 | 0.134 intro- 1.03 (0.90-
1556083970 ) . c X | x NA | a | e 1) 0.679
174154644 | 24760512/ 0.102 T X X NA | A | e 090 0771 503
7 7 nisch 1.06)
179053406 | 24739726 | 0099 T X X NA | A | e 0870741 g
4 3 nisch 1.02)
1511350338 | 24759721 | 0.075 intro- 0.97 (0.82-
2 6 9 G XX NA L NA | nisch 1.16) 0768
24758896 | 0.063 intro- 0.93 (0.77-
153738447 5 ) A X | x wa | wa | L14) 0.497
24759714 | 0.055 intro- 0.99 (0.81-
1579881253 . . G X | x NA | s | e L21) 0.932
1514778609 | 24759841 | 0.054 intro- 1.13 (0.93-
: ) ) G X | x NA | wA | L37) 0211
24757990 | 0.054 intro- 1.01 (0.83-
1512079994 s ) A X | x NA | | 124) 0.894
24761112 | 0.075 intro- 1.00 (0.84-
1575109973 , 0 G X X NA | a | e L19) 0.963
14025661 | 24760673 | 0:450 A X NA | Na | e 093 (085 144
9 7 nisch 1.02)
110925023 | 24739805 | 0435 T X NA | A | e 093 (0851 109
1 3 nisch 1.02)
1510925018 | 24739343 | 0:429 T X NA | A | e 0920841 70
1 8 nisch 1.01)
1514148963 | 24759194 | 0.429 oA . wa | wa |0 093084 |
6 7 3 nisch 1.02)
24760188 | 0.414 intro- 0.97 (0.88-
1556015600 . . A X NA | a | e 1.06) 0.469
16673762 | 24739342 | 0242 T X NA | A | e LOT(0.96- 514
0 2 nisch 1.19)
rs12119956 | 24760851 | 0.225 G X NA | A | e 093 (0831 506
9 1 nisch 1.04)
1514804038 | 24759703 | 0215 intro- 1.04 (0.93-
7 5 3 T X NA L NA | nisch 1.16) 0465
1519952344 | 24758246 | 0.207 intro- 1.00 (0.89-
5 5 6 TA X NA T A | nisch 1.12) 0-998
24758322 | 0.183 intro- 1.04 (0.93-
157512998 | : c X NA | a | e 1) 0.480
24760079 | 0.144 intro- 1.02 (0.90-
1561841187 | ) c X NA | s | e L16) 0.774
24759762 | 0.122 intro- 0.95 (0.83-
1572771997 . N T X | x NA | s | e L10) 0511
2062001 | 24759451 | 0.104 . . wa | wa |0 109094 | oo
4 2 nisch 1.26)
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rs618a11gs | 24739695 | 0104\ A X NA | wa | e 108093 355
4 2 nisch 1.24)
24759652 | 0.098 intro- 1.13 (0.98-
157516771 A G X NA | wna | ( 0.098
7 6 nisch 1.31)
1520138204 | 24758949 | 0.087 TG T x N/A N/A m'tro- 0.83 (0.70- 0.030
8 3 7 nisch 0.98)
rs18148785 | 24759705 | 0.086 intro- 1.02 (0.87-
4 4 5 ¢ T X NA N/A nisch 1.20) 0.779
1s18944068 | 24759705 | 0.085 intro- 1.03 (0.88-
A G X N/A 0.685
3 0 9 N/A nisch 1.21)
24758957 | 0.056 intro- 0.96 (0.79-
1872771993 1 5 C T X N/A N/A nisch 1.18) 0.721
24759455 | 0.056 intro- 1.01 (0.83-
1879490472 6 0 C T X N/A N/A nisch 1.23) 0.925
rs13890055 | 24758187 | 0.054 5- 1.10 (0.91-
7 ) 5 G A X N/A N/A UTR 1.34) 0.324
rs11527462 | 24759201 | 0.054 intro- 1.08 (0.88-
3 5 2 G A X NA N/A nisch 1.31) 0465
1$19972477 | 24759219 | 0.050 T TC x N/A N/A m'tro- 1.11 (0.91- 0297
6 1 9 nisch 1.35)
24760627 | 0.365 intro- 0.99 (0.90-
1856188865 6 4 T C X N/A N/A nisch 1.09) 0.901
24758154 | 0.108 5- 0.95 (0.82-
1872771992 ) 6 T G X N/A N/A UTR 111) 0.530
rs20177689 | 24760440 | 0.043 | CCTT . : intro- 1.05 (0.84- o
7 6 9 T ¢ X NA N/A nisch 1.31) 0669
5 097G R /:‘ 1 ro- . . -
1579086538 247 _8)7) 0.043 T c X N/A lll.Il 0 1.00 (0.80: 0.978
5 9 N/A nisch 1.25)
24759732 | 0.043 . ] intro- 1.12 (0.91-
rs12124866 T C X X N/A N/A . 0.277
9 6 nisch 1.38)
rs20105342 | 24761165 | 0.041 o . ] intro- 1.12 (0.90-
CAG C X X X N/A N/A . 0.321
3 9 1 nisch 1.39)
_ 24758692 | 0.038 : intro- 1.08 (0.86-
'$492565 3 .509
rs4925651 0 3 G T X N/A N/A nisch 1.36) 0.509
59 .03 intro- . .65-
1535433972 24759010 | 0.036 C T X N/A N/A lll.Il 0 0.84 (0.6 0.208
3 1 nisch 1.10)
's1457932 58593 .035 intro- .95 (0.74-
1_s14 79327 | 247585 0.035 A G X N/A m.tm 0 (0.74 0.704
5 4 1 N/A nisch 1.22)
24760231 | 0.032 . ] intro- 1.19 (0.93-
rs74154643 _ G A X N/A N/A . _ 0.159
6 5 nisch 1.52)
24761198 | 0.031 : 3 1.13 (0.88-
2 ) N/A .326
rs60418626 1 0 TC T X X X N/A N/A UTR 1.46) 0.329
1520006626 | 24760699 | 0.029 e : intro- 1.10 (0.85-
: 6 7 TGAG T X X N/A N/A nisch 1.43) 0.481
905 .02 intro- . .62-
1512745606 2476090 0.027 T A X X N/A N/A lll.Il 0 0.84 (0.62 0242
3 7 nisch 1.13)
(576911796 24759718 | 0.027 T C X X N/A intro- 1.05 (0.80- 0718
'S /0 .
’ 0 2 N/A | nisch 1.39)
12403988 24758618 | 0.025 C T X N/A intro- 1.02 (0.76- 0.910
R 6 6 : N/A | nisch 1.36) :
5 .025 intro- . .88-
rs72772001 | 24760035 1 0.0 C T X NA | Na | 1608816 306
3 4 nisch 1.53)
rs20111021 | 24759652 | 0.025 . . : intro- 0.98 (0.73-
1 2 4 ¢ an X NA N/A | nisch 1.31) 0876
.Q Q 2 7 ) -
rs14856073 | 24759718 ().()—_2 G A X X N/A ln.tm 1.12 (—().83 0.463
6 1 5 N/A nisch 1.50)
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59 . i - . .63-
L$74772537 24759876 | 0.022 C T X X X N/A ’ ln.tm 0.87 (0.6. 0398
9 3 A nisch 1.20)

. 24759169 | 0.022 ] intro- 1.02 (0.75-

176743559 A G X X N/A , . 0.905
1 3 A nisch 1.38)

_ 24759913 | 0.018 : intro- 0.89 (0.62-
's34777555 G C X N/A K 0.513
R 9 2 ’ A | nisch 1.27)
rs14721964 | 24759444 | 0.015 : ) intro- 1.48 (1.07-

C T X N/A A K 0.018
6 0 6 nisch 2.06)
5189 56 015 i - .89 (0.60-
rs18986642 | 24759441 | 0.01 G A X N/A ’ ln.tm 0.89 (0.60 0,580
9 6 1 A nisch 1.33)
rs18700184 | 24759147 | 0.015 T C X X N/A intro- 0.89 (0.60- 0.581
0 3 0 ' /A nisch 1.33) )
rs14635728 | 24761082 | 0.014 G T X X N/A intro- 0.95 (0.65- 0.810
4 9 8 ! ' A nisch 1.40) :
rs11650255 | 24758156 | 0.014 : 5- 1.13 (0.78-
A T X N/A 0.518
0 0 0 /A UTR 1.65)
rs14777589 | 24759722 | 0.013 : intro- 0.94 (0.62-
C T X X N/A . 0.779
8 9 2 /A nisch 1.43)
4 5879 . Syno- 9 .60-
1_%14847887 24758798 | 0.012 C T X N/A ’ syno 0.92 (0.60 0.705
5 2 2 A nym 1.41)
24758648 | 0.011 . ] , intro- 0.80 (0.50-
rs41303141 T C X X N/A A . 0.337
7 9 nisch 1.27)
.Q g Q 1 - -
rs18070541 | 24761149 | 0.010 G c X X X N/A A ln.tm 0.61 (0.36 0.074
8 6 9 nisch 1.05)
.009 i - . 33-
[S61841189 24760814 | 0.009 C T X X N/A A ln.tm 0.60 (0.3 0.091
8 8 nisch 1.09)
3 . i - .15 (0.72-
154925658 24760341 | 0.008 T G X X X N/A ’ ln.tm 1.15 (0.72 0551
6 9 A nisch 1.84)
(577123264 24760099 | 0.008 C T X X X N/A intro- 1.17 (0.73- 0516
'S 2320 . / . .
8 8 /A | nisch 1.86) ’

_ 24758777 | 0.008 } . syno- 0.81 (0.47-

rs41311573 C T X N/A . - 0.448
1 6 A nym 1.40)
rs18277162 | 24759218 | 0.008 : intro- 1.07 (0.66-
C T X N/A . 0.775
7 1 4 /A nisch 1.76)
rs12190814 | 24758734 | 0.008 . : mis- 0.88 (0.51- )
7 3 1 G A X NA /A | sense 1.52) 0-640
373 59 . i - 75 (0.41-
rs20037368 | 24759715 | 0.008 G GA X X N/A A ln.tm 0.75 (0.41 0339
8 0 0 nisch 1.36)
rs11491749 | 24760081 | 0.007 . ] , intro- 0.67 (0.36-
- G T X X N/A A . 0.204
5 3 6 nisch 1.25)
rs13919072 | 24758274 | 0.007 : intro- 1.22 (0.73-
G A X N/A K 0.437
6 9 1 ! /A | nisch 2.04) ’
'S 5 Vi 5 R 1 - . ) -
rs15042030 | 24760567 | O ()—()6 T G X X N/A ’ ln.tm 1.06 (0.61 0.842
3 3 5 A nisch 1.83)
36959 59 .005 i - .79 (0.41-
rs18136959 | 24759008 | 0.00: C T X N/A ’ ln.tm 0.79 (0.41 0.483
3 7 8 A nisch 1.52)
rs14001449 | 24758911 | 0.005 C G X N/A intro- 0.94 (0.50- 0.840
3 8 8 ! ’ ' A nisch 1.75) :
24758706 | 0.005 . ] , intro- 1.31 (0.76-
rs3806266 _ G A X N/A A . 0.338
5 5 nisch 2.26)
rs19158299 | 24759233 [ 0.005 : ) intro- 1.44 (0.83-
C T X N/A A . 0.196
0 5 2 nisch 2.48) ’
rs18288750 | 24760605 | 0.005 : intro- 0.97 (0.50-
A C X N/A K 0.934
9 6 2 /A | nisch 1.88) ’
3 9 . i - 59 (0.92-
rs1160107 24760934 | 0.004 G A X X N/A A ln.tm 1.59 (0.92 0.097
4 1 9 nisch 2.75)
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5187734 247599 .00: intro- 76 (0.36-
rSI8773401 | 24759986 | 0.004 | N N N WA intro 0.76 (0.36 0476
1 6 9 N/A nisch 1.61)
rs13940836 | 24760843 | 0.004 ‘ , intro- 1.42 (0.78-
. C T X X X | Nna N/A _ N 0.251
6 5 7 nisch 2.57)
519250837 | 24759325 | 0.004 intro- 1.85 (1.09-
e ‘ ’ 8 C G X X X | NA na | ¢ 0.021
6 0 5 nisch 3.14)
rs11685774 | 24758938 | 0.004 _ intro- 1.01 (0.50-
A G X X N/A _ 0.977
2 2 4 ’ N/A nisch 2.03)
18122936 | 24758555 | 0.004 .89 (0.42-
518122936 | 24758555 | 0.004 | . N N « | wa intro 0.89 (0.42 075
1 1 2 N/A nisch 1.87)
511140020 | 24758814 | 0.003 | . N N N < | syno- 121(060- | oo
8 0 7 o NA | nym 2.43) o0
1513952300 | 24759494 | 0.003 | . N N N N A | o 155(080- | o
8 1 5 o o nisch 2.99) ’
rs18570386 | 24758953 | 0.003 _ intro- 1.30 (0.62-
A G X X X | NA _ 0.487
7 1 2 ’ N/A nisch 2.74)
rs11789822 | 24760287 | 0.003 _ intro- 1.04 (0.46-
T C X X X X | Nna _ 0.930
6 5 2 N/A | nisch 2.31) ’
513909320 | 24760279 | 0.003 intro- 99 (0.44-
513909320 | 24760279 | 0.003 | - c N N N « | wn intro 0.99 (0.4 0084
4 1 2 N/A nisch 2.21)
113855599 | 24759365 | 0.003 | . N N N N N intro- 105 (047- | o0
7 5 1 o N/A nisch 2.34) o
24760934 | 0.001 intro- 2.38 (0.89-
1574974762 ? C T X X X N/A Nna | ¢ 0.083
0 1 nisch 6.35)
rs18017747 | 24758778 | 0.001 _ syno- 0.42 (0.06-
G A X X N/A ) 0.387
1 3 1 ’ ’ N/A nym 2.99)
514833232 | 24760537 | 0.001 intro-
e o G A X X N/A 1o 0.00 (0.00- Inf) | 0.983
7 4 1 N/A nisch
rs11415840 | 24759757 | 0.000 ‘ , mis-
C A X X X N/A 0.00 (0.00- Inf) | 0.981
4 1 6 N/A sense
cosaazog | 24799206 | 0.000 | N N N N N intro- 228032 | o
rsbreRRITE 1 3 ’ ’ Y N/A | nisch 16.24) :

Fiir die weitere Arbeit wurden SNPs mit einem Score von 1 ausgewéhlt. Dies trifft nur fiir den
SNP rs10754555 zu. Die Validierung dieses SNPs erfolgte durch den im Folgenden beschrie-
benen experimentellen Ansatz. Die Daten fiir die Assoziation zwischen rs10754555, Promotor-
oder Enhancer Histonmarker und DNAse-Hypersitivitit in CD 14+ humanen Monozyten wurde

vom Roadmap Epigenetics Project bezogen (http://www.roadmapepigenomics.org).

3.4. GerMIFS Studien

Die GerMIFS (German Myocardial Infarction Family Study) Studien sind genomweite Asso-
ziationsstudien und untersuchen Myokardinfarktpatienten mit friihem Erkrankungsalter und po-
sitiver Familienanamnese, sowie Kontrollpatienten. In dieser Arbeit wurden die Daten aus den

GerMIFS-Studien II-VII herangezogen.

GerMIFS-II [34]: Eingeschlossen wurden Méanner und Frauen mit erlittenem Herzinfarkt und
frithem Erkrankungsalter (<60 Jahre). Rekrutiert wurden die Probanden nach Krankenhausauf-

nahme zur Akuttherapie eines Herzinfarktes oder in kardiologischen Rehabilitationskliniken.
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Eine positive Familienanamnese fiir kardiovaskuldre Erkrankungen lag in 59,4% der Félle vor.

Die Kontrollprobanden entstammten der Liibecker Bevolkerung.

GerMIFS-III [35]: Untersucht wurden Patienten aus der KORA-Datenbank, welche einen nicht-
todlichen Myokardinfarkt erlitten haben und bei denen DNA-Proben vorlagen. Hospitalisierte
Infarktiiberlebende zwischen 26 und 74 Jahren wurden routinemiBig in die KORA-Datenbank
eingeschlossen. Als Kontrollen dienten Probanden aus der Allgemeinbevolkerung aus der

Augsburg KORA S4/F4- und der PopGen-Datenbank.

GerMIFS-1V [94]: Eingeschlossen wurden Patienten, die fiir eine Koronarangiographie statio-
nér aufgenommen wurden. Abhidngig vom Befund erfolgte die Einteilung in KHK oder Myo-
kardinfarkt (mind. 50%ige Stenose eines der groBen Herzkranzgefia3e) und Erkrankungsalter
(<65 Jahre bei Miannern, <70 Jahre bei Frauen). Die Kontrollpopulation entstammt der Berlin

Aging Study II (BASE-II).

GerMIFS-V [160]: Patienten aus dem Miinchner Myokardinfarkt Kollektiv, die in diese Studie
eingeschlossen wurden, wurden zwischen 1993 und 2002 am Deutschen Herzzentrum Miinchen
und der 1. Medizinischen Klinik rechts der Isar der Technischen Universitidt Miinchen rekrutiert
und koronarangiographiert. Die Diagnose eines Myokardinfarktes wurde gestellt, wenn ein
mehr als 20-miniitiger Thoraxschmerz kombiniert mit einer ST-Streckenhebung oder eine pa-
thologischen Q-Zacke im Oberflachen-EKG vorlag. Patienten mit Myokardinfarkt mussten ent-
weder eine angiographisch verschlossene, zum Infarktgebiet passende, Koronararterie vorwei-
sen oder regionale Wandbewegungsstorungen passend zur Infarktlokalisation im EKG besit-
zen, oder beides. Die Kontrollkohorte bestand aus Probanden der Allgemeinbevolkerung, die

Teil des Cooperative Health Research in Augsburg und Umgebung waren.

GerMIFS-VI [14]: Eingeschlossen wurden Patienten, die fiir eine Koronarangiographie hospi-
talisiert wurden. Abhingig vom Befund der Koronarangiographie (Stenose >50% des Diame-
ters in mindestens einer Koronararterie) erfolgte die Einteilung in KHK oder Myokardinfarkt.
Die Kontrollpopulation bestand aus Probanden, bei denen eine KHK angiographisch ausge-

schlossen wurde und bei denen kein Vorhofflimmern vorlag.

GerMIFS-VII [82]: Eingeschlossen wurden Patienten, die sich einer Koronarangiographie un-
terzogen haben und entweder eine KHK oder einen Myokardinfarkt, d.h. eine >50%ige Stenose
in mindestens einer Koronararterie, vorwiesen. Einschlusskriterium war aulerdem ein junges

Erkrankungsalter, eine Mehrgefd3-KHK, ein vorangegangener Myokardinfarkt oder Zustand
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nach Bypass-Operation und/oder Abwesenheit von klassischen kardiovaskuldren Risikofakto-
ren. Die Kontrollpopulation bestand aus KHK-freien Personen aus der Heinz-Nixdorf-Recall

Studie und stammten aus dem Gebiet Essen, Nordrhein-Westfalen.

Alle Studien wurden durch die lokalen Ethikkomitees bewilligt und alle Teilnehmer gaben ihr
schriftliches Einverstandnis zur genetischen Untersuchung. Alle Studien wurden in Anlehnung

an die Deklaration von Helsinki durchgefiihrt.

3.5. Metaanalyse zur eQTL-Vorhersage

Die eQTL-Vorhersage fiir rs10754555 wurde an 36 Datensétzen des eQTL-Genkonsortiums
valdiert, welches ingesamt 31.556 Teilnehmer enthélt [144]. In dieser Analyse zeigte der SNP
rs10754555 cis-eQTL-Effekte auf das Nlrp3-Gen. Die Analysen wurden sowohl an Vollblut-
proben als auch an PBMCs durchgefiihrt [144,147]. Die Assoziation zwischen den SNP-
Genkombinationen wurde mithilfe der nichtparametrischen Spearman-Korrelation bestimmt,
bei der der SNP-Trégerstatus als kontinuierliche Variable (d.h. 0, 1, 2) angesehen wurde. In
dieser Analyse wurden jene cis-eQTLs als signifikant betrachtet, die in mindestens zwei Ko-
hortenstudien eine Falscherkennungsrate (FDR, false discovery rate) <0,05 auf Genebene, was
einem p<1,829x10- entspricht, aufwiesen. Die Spearman-Korrelationskoeffizienten wurden in

Z-Scores konvertiert. AuBlerdem erfolgte eine Korrektur fiir multiples Testen.

3.6. Selektion von SNPs mit Assoziation zu erhohten Triglycerid- und
Harnsaurewerten
Ausgewihlt wurden fiinf haufige SNPs im Apoc3-Genlocus (rs734104, rs4520, rs5142, rs5141,
rs5128), welche mit erhohten Triglycerid-Plasmakonzentrationen assoziiert sind [122]. Des
Weiteren wurden zwei SNPs im SLC249-Locus (rs16890979, rs6449213) und ein SNP im
ABCG2-Locus (rs2231142) selektiert, welche mit erhohten Harnsdure-Plasmakonzentrationen
assoziiert sind. Ein genetischer Risikoscore fiir erhdhte Triglycerid- und Harnsdurekonzentra-
tionen wurde generiert. Dieser wurde durch die Anzahl an Allelen, die mit erhéhten Triglycerid-
und Harnsdurekonzentrationen vergesellschaftet sind, bestimmt [24]. Der Risikoscore wurde

auf 1 dichotomisiert (<1 vs. >1).

3.7. Experimentelle Validierung des SNPs
Um den Effekt von rs10754555 auf die Nlrp3-Genexpression und die NLRP3-

Inflammasomaktivierung zu untersuchen, wurden Monozyten aus dem peripheren Blut (peri-

pheral blood mononuclear cells (PBMCs)) aus frisch gewonnenem EDTA-Blut isoliert. Dieses

_27 -



Material und Methode

stammte von 348 Patienten mit akutem Myokardinfarkt (STEMI und NSTEMI), die sich auf
der kardiologischen Intensivstation des Universitdtsklinikums des Saarlandes in Deutschland
befanden. Die Blutproben wurden innerhalb von 24 h nach der Koronarangiographie asserviert.
Als gesunde Kontrollgruppe dienten Angestellte des Universitatsklinikums des Saarlandes, die
keine Anzeichen oder Symptome fiir kardiovaskuldre Erkrankungen aufwiesen. Ausgeschlos-

sen wurden Patienten mit akuten oder chronischen infektosen sowie malignen Erkrankungen.

Mittels des QIAmp Blood Kit (Qiagen) wurde die genomische DNA aus dem Vollblut isoliert.
Die Genotypisierung erfolgte mit dem TagMan Assay. Die Analyse der Fluoreszenzdaten er-

folgte mithilfe der Allelischen Diskriminierungssoftware 7500 v.2.3.

Alle Probanden gaben ihr schriftliches Einverstéindnis zur Teilnahme an der Studie ab. Die Stu-

die wurde von der lokalen Ethikkommission bewilligt (155/33).

3.7.1. Monozytenisolation, -anreicherung und -stimulation

Mittels der Ficoll (Lonza, Lymphozyten Separationsmedium) Dichte-Gradientenzentrifugation
wurden die PBMCs aus dem EDTA-Blut isoliert. 1x10% Zellen wurden zur Durchfiihrung des
ELISA in 200 pl Vollmedium (RPMI Glutamax, 10 % fetales Rinderserum, Penicillin/Strepto-
mycin, 10 mM HEPES, allesamt von Gibco) resuspendiert und auf eine 96 Well-Mikrotiter-
platte aufgetragen. Nach einer Stunde wurden nicht-adhérente Zellen (iiberwiegend Lympho-
zyten) entfernt und das Vollmedium durch 200 pl ,,Hungermedium* (RPMI Glutamax, Penicil-
lin/Streptomycin, 10 mM HEPES, allesamt von Gibco) ausgetauscht. Der Anteil an CD14+
Monozyten wurde durchflusszytometrisch unter Verwendung eines Anti-CD14 PerCP-Cy5.5
markierten Antikorpers (BioLegend, #325622) quantifiziert. Das Ergebnis der Durchflusszyto-
metrie ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Abb. 7: Anteil der CD14+ Monozyten an den isolierten PBMCs nach Ficoll Dichtegra-
dientenzentrifugation bestimmt mittels Durchflusszytometrie, Abbildung entnommen

aus Schunk et al. Eur Heart J 2021

Anschliefend wurden die PBMC:s fiir drei Stunden mit 10 ng/mL hochreinem Lipopolysaccha-
rid (LPS, Invivogen) inkubiert. Im néchsten Schritt wurden die Zellen entweder fiir eine Stunde
mit 5 mM ATP (Invivogen), fiir eine Stunde mit I uM Nigericin (Invivogen) oder fiir 3 h mit
100 pg/ml Mononatriumharnséurekristallen (Invivogen) stimuliert. Die Uberstinde wurden im

Anschluss fiir den ELISA verwendet.

3.7.2. Quantitative Realtime-PCR

Frisch isolierte menschliche PBMCs wurden mit Trizol (Invitrogen) lysiert. Mithilfe der Me-
thanol/Chloroform-Methode wurde im Anschluss die RNA isoliert. Mittels des DyNAmo
cDNA Synthese-Kits (ThermoFisher, #F470L) wurde entsprechend den Herstellerangaben 1 pg
RNA in cDNA revers transkribiert. Die quantitative Realtime-PCR wurde mit dem SYBR
Green Maxima Kit (ThermoScientific, #FERK0253) und dem Mx3000P Real-Time PCR Sys-
tem (Stratagene) durchgefiihrt. Fiir die PCR wurden folgende Primer verwendet:

e humanes 4sc:
o vorwirts 5’-CTCCTCAGTCGGCAGCCAAG-3’
o rickwirts 5’-TGTGACCCTCGCGATAAGC-5’
e humanes Nirp3:

o vorwirts 5’-TGGGACTGAAGCACCTGTTG-3’
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o rickwirts 5’-CAACATGCTGATGTGAGGCAD-3’
e humanes Hprtl:
o vorwirts 5~ AGGACTGAACGTCTTGCTCG-3’

o rickwirts 5’-GAGCACACAGAGGGCTACAA-3’

3.7.3. ELISA

Die Konzentration von IL-18, TNF und IL-6 im Uberstand der isolierten PBMCs wurde ent-
sprechend den Herstellerangaben mittels handelsiiblichen ELISA-Kits gemessen (R&D Sys-
tems, #DY201-05, #DY-210, #DY-206). Die IL-18-Plasmaspiegel wurden ebenfalls mittels
ELISA bestimmt (R&D Systems, #DY318-05). Die IL-1B-Plasmaspiegel wurden mittels des
hochsensitiven IL-1 ELISA quantifiziert (#BE58011, IBL International). Die Kreuzreaktivitit
des IL-1p ELISA (R&D Systems) mit Pro-IL-1f betrdgt 6,3 %, die des IL-18 ELISAs mit Pro-
IL-18 0,5 %, so den Herstellangaben zu entnehmen. Fiir den hochsensitiven IL-13 ELISA ist

keine Kreuzreaktivitit mit Pro-IL-1 beschrieben.

3.7.4. ASC-Speck-Quantifizierung

ASC-Specks wurden im Plasma quantifiziert analog der Methode, die durch Basiorka et al.
beschrieben wurde, mit wenigen Modifikationen [8]. Es wurden 300 pg Plasmaprotein mit PBS
auf ein endgiiltiges Volumen von 300 pl verdiinnt. Die Farbung wurde mittels Alexa Fluor-
488-gelabelten Anti-ASC-Antikorpern (Santa Cruz Biotechnology, #sc-514414, Verdiinnung
1:500) durchgefiihrt. Nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C wurde eine Durchflusszytometrie
unter Verwendung von BD FACS Canto II durchgefiihrt. Als Kontrolle diente ein muriner IgG1
Alexa Fluor 488 Isotyp (Santa Cruz Biotechnology, #sc-3890). Analysen wurden mithilfe von
FlowJo durchgefiihrt. 10 pul Beads mit einer Gréfle von 0,5 und 0,9 um Grée wurden hinzuge-
fligt, um die GroBe der ASC-Specks zu bestimmen (Biocytex, MegaMix, #7801). Als Kontrolle
wurden GFP (griin fluoreszierendes Protein) -markierte ASC-Specks von ASC-GFP-
exprimierenden THP-1-Zellen isoliert, welche zuvor mit LPS und Nigericin behandelt wurden.
THP-1-ASC-GFP-Zellen exprimieren ein 37,6 kDa groBBes ASC::GFP Fusionsprotein, welches
die Visualisierung von ASC-Specks ermdglicht. Die ASC::GFP Expression wird durch ein
IFN-B Minimalpromotor verbunden mit fiinf NFxB bindenden Elementen gesteuert. GFP ist
mit einer sechs Aminoséure langen Verbindung an das C-terminale Ende des humanen ASC-
Proteins gebunden, um Interferenzen mit der ASC-Funktionalitit zu verhindern (Invivogen,

#thp-ascgfp). Um die Alexa Fluor-488-gefarbten ASC-Specks oder die ASC-GFP-Specks zu
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visualisieren, wurde ein Zeiss Axio Imager 2 Fluoreszenzmikroskop verwendet. Abbildung 8

zeigt die Durchflusszytometrie der ASC-Speck-Quantifizierung.

104 Isotypen
] Kontrolle

3 L 300- Plasma
10° ERRRR ASC-FITC

<1024

Anzahl

10'

: _lpecks
10 10°

10°

10°  10' 102
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Abb. 8: Reprisentative Durchflusszytometrie der ASC-Speck-Quantifizierung im
Plasma. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Eur Heart J 2021

3.7.5. Perivaskulires Karotis-Verletzungsmodell an humanisierten Méiusen

NOD-SCID Méuse wurden von Janvier-Labs erworben. Die Tierexperimente wurden vom Lan-
desamt fiir Verbraucherschutz des Saarlandes genehmigt. NOD-SCID Miuse wurden einer uni-
lateralen Karotisverletzung zugefiihrt, wie unter [155] beschrieben. Hierbei wird mit einer bio-
polaren Pinzette auf einer Lange von 4 mm ein elektrischer Impuls von 2 W auf die linke Arteria
carotis communis appliziert, wodurch es zu einem Verlust des Endothels in diesem Bereich
kommt. Vier Stunden spéter wurden in die Mduse 107 frisch isolierte PBMCs entweder von
Nicht-Triagern oder homozygoten rs10754555 Tragern durch intravendse Injektion transplan-
tiert. 72 Stunden spéter wurden die Maduse mit Evans Blau Farbe perfundiert, um das reendothe-
lialisierte Areal der geschidigten A. carotis zu quantifzieren. Die NLRP3 Proteinexpression in

den transplantierten PBMCs wurde mittels Westernblotanalyse bestimmt [155].

3.8. Genomweite Methylierungsanalyse

Die DNA-Methylierungsanalyse wurde mithilfe des Illumina Human Methylation EPIC Bead-
Chip durchgefiihrt. Zur Qualititskontrolle der Methylierungsdaten wurde die CPACOR Pipe-
line verwendet [81]. Von der Analyse ausgeschlossen wurden Proben mit einer Antwortrate

<95 % (n=3) und Proben, die geschlechtliche Unstimmigkeiten zeigten (n=2). Des Weiteren
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wurden CpGs (Cytosin-Phopsphat-Guanin-Dinukleotid) ausgeschlossen, die in der Nihe, d.h.
1-2 Basenpaare, eines genetischen Polymorphismus der europdischen Bevolkerung liegen, der
mit einer Haufigkeit von >0,01% vorkommt. Nicht beriicksichtigt wurden auflerdem Proben
mit einem Detektions-p-Wert >0,05 in mindestens 1 % der Proben. AnschlieBend erfolgte die
Quartilsnormalisierung. Nach Durchfiihrung der Qualitétskontrolle wurden Beta-Werte ent-
sprechend der folgenden Formel berechnet: Beta = M/(M+U+100), wobei M fiir das methylierte
und U fiir das unmethylierte Signal steht. Die Leukozytenzahl wurde mit Hilfe des Houseman
Algorithmus [60], welcher im ,,minfi* R Paket implementiert wurde, geschitzt. Als Kovariate
wurde die geschitzte Leukozytenzahl in den Regressionsanalysen beriicksichtigt. Um den
Batch-Effekt und technische Effekte zu korrigieren, wurde eine Hauptkomponentenanalyse an
der Intensitit von Kontrollproben durchgefiihrt. Im Folgenden wurden die ersten 30 Hauptkom-

ponenten als lineare Pradiktoren fiir die Regressionsanalysen miteingeschlossen.

3.9. Studien zur Validierung der genetischen Assoziation

Die Assoziation zwischen den SNPs und der Gesamt- und kardiovaskuldren Sterblichkeit wurde
in unterschiedlichen Kohorten untersucht. Da diese Studie eine genzentrierte und keine genom-
weite Assoziationsstudie darstellt, kann keine genomweite Signifikanz erreicht werden. Auf-
grund des experimentellen Charakters der Studie wurde kein multiples Testen durchgefiihrt und

somit unadjustierte p-Werte angegeben.

Die Ergebnisse der Studie wurden an Teilnehmern der UKBioBank (n=483.258) und an den
Teilnehmern von acht weiteren Studien validiert. Dies geschah sowohl auf individuellem Ni-
veau in einer genzentrierten Herangehensweise (n=39.755). Im Folgenden sind die Validie-

rungsstudien im Detail dargestellt.

GerMIFS

Anzahl der Teilnehmer an der genetischen | 12076

Studie

Medianer Follow-up Zeitraum N/A, Querschnittsstudie

% Verluste wihrend dem Follow-up N/A, Querschnittsstudie

Methode der Genotypisierung Unterschiedliche Methoden abhéngig von

der Primirstudie

Studie zur Primér- oder Sekundérprévention? | Fall-Kontroll-Studie
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Insgesamt wurden die Daten zum Genotyp auf Individualebene aus 6 Fall-Kontroll-Studien zu
koronarer Herzerkrankung eingeholt. Alle Teilnehmer stammen aus Deutschland (GerMIFS
(German Myocardial Infarction Family Studies) I [34], IIT (KORA) [35], IV [94], V [160], VI
[14], VII [82]). Informationen beziiglich der KHK-Manifestation wurden den Patientenakten
entnommen. Insgesamt wurden die Daten von 5687 Kontrollen und 6389 Patienten verwendet.
Fiir die Analysen zur Assoziation zwischen dem rs10754555 Genotyp und dem Vorhandensein

einer KHK wurde ein logistisches Modell mithilfe von PLINK verwendet.

UKBioBank
Anzahl der Teilnehmer an der genetischen | 483258
Studie
Medianer Follow-up Zeitraum 3783 Tage
% Verluste wihrend dem Follow-up 3,8%

Methode der Genotypisierung

Applied Biosystems UK BiLEVE Axiom Ar-

ray

Studie zur Primér- oder Sekundérpravention?

Primérpriavention (bevolkerungsbasiert)

Referenz

[132]

Die UKBioBank ist eine prospektive bevolkerungsbasierte Studie, die insgesamt 502219 Teil-
nehmer im Alter zwischen 37 und 73 Jahren umfasst. Zwischen 2007 und 2010 wurden in 22
Zentren im Vereinigten Konigreich Teilnehmer rekrutiert. Das Vorhandensein einer KHK
wurde durch die ICD-10 Codes 120-25 definiert. Todliche kardiovaskulédre Ereignisse, d.h. die
kardiovaskuldre Mortalitidt, wurde durch die ICD-10 Codes 120-25 und 160-64 definiert. Ent-

nommen wurden die Informationen den Todesbescheinigungen.

ARIC Studie
Anzahl der Teilnehmer an der genetischen | 9345
Studie
Medianer Follow-up Zeitraum 9959 Tage
% Verluste wihrend dem Follow-up 0%

Methode der Genotypisierung Affymetrix Genome-Wide Human SNP Ar-

ray 6.0
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Studie zur Primér- oder Sekundérprévention? | Primédrpravention

Referenz [59]

Definition kardiovaskuldrer Mortalitét Plotzlicher Herztod, tddlicher Myokardin-
farkt, todliche KHK

Die Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) Studie ist eine bevolkerungsbasierte Studie,
die 15.792 Teilnehmer im Alter von 45-65 Jahren zum Rekrutierungszeitpunkt umfasst. Mittels
Stichprobenauswahl wurden die Teilnehmer aus vier Stiddten rekrutiert: Forsyth County, NC;
Jackson, MS; northwestern suburbs von Minneapolis, MN; Washington County, MD. Teilneh-
mer, die nicht mit der Verwendung ihrer DNA fiir wissenschaftliche Zwecke einverstanden
waren, wurden ebenso wie Afroamerikaner (AA) und Teilnehmer mit fehlenden Genotyp-In-
formationen und/oder kovariaten Phiinotypdaten von der Analyse ausgeschlossen. Ubrig blie-
ben die Daten von 9345 Teilnehmern. Der mediane Follow-up-Zeitrum betrug 9959 Tage. Die
kardiovaskuldre Mortalitidt wurde als plotzlicher Herztod, todlicher Myokardinfarkt und todli-
che KHK definiert.

CDCS Studie

Anzahl der Teilnehmer an der genetischen | 2001

Studie

Medianer Follow-up Zeitraum 1839 Tage

% Verluste wihrend dem Follow-up 1,5%

Methode der Genotypisierung Tagman SNP genotyping assay

Studie zur Primér- oder Sekundérprévention? | Sekundérprivention

Referenz [32]

Definition kardiovaskuldrer Mortalitét Tod an einem kardiovaskuldren Ereignis
(KHK, Herzinsuffizienz, plotzlicher Herztod,
Schlaganfall)

Die Coronary Disease Cohort Studie (CDCS) stellt eine Kohortenstudie mit 2140 Patienten dar,
die sich mit instabiler Angina pectoris oder Myokardinfarkt am Christchurch oder Auckland
Hospital (Neuseeland) zwischen 2002 und 2009 vorstellten. Einschlusskriterien waren ischa-
mische Beschwerden plus eine oder mehrere der folgenden Auffilligkeiten: EKG-

Veranderungen (ST-Senkungen oder —Hebungen >0,5mm, T-Wellen-Inversion iiber >3mm in
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>3 Ableitungen oder ein Linksschenkelblock), erhohte kardiale Nekroseparameter, eine vorbe-
kannte KHK, Alter >65 Jahre und Diabetes mellitus oder eine vaskulére Vorerkrankung. Aus-
geschlossen wurden Patienten, die aufgrund einer anderen schweren Erkrankung eine ge-
schitzte Lebenserwartung von <3 Jahren hatten. Anthropometrische Messungen, klinische Be-
funde inklusive Echokardiographie sowie neurohumorale Marker wurden einmalig zu Beginn
erhoben, als die Teilnehmer in einem stabilen Zustand waren (ca. ein Monat nach dem Kran-
kenhausaufenthalt). Die Studie wurde durch die New Zealand Multi-region Ethikkomission
(CTY/02/02/018) gepriift und von allen Teilnehmern wurde eine schriftliche Einwilligung un-
terzeichnet. Registriert wurde die Studie im Australian New Zealand Clinical Trials Register
(ACTRN12605000431628). Von 2001 Studienteilnehmern sind die genotypischen Daten fiir
rs10754555 bekannt. Bei 1400 Teilnehmern waren alle Kovariaten vorhanden und wurden so-
mit in die aktuellen Analysen miteinbezogen. Die klinischen Verldufe wurden mittels direktem
Follow-up und den Informationen des New Zealand Health Information Service fiir mindestens
drei Jahre (im Median 5 Jahre) nachvollzogen. 31 Patienten, d.h. 1,5%, schieden wihrend des
Follow-up-Zeitraumes aus. Die kardiovaskuldre Mortalitidt wurde als Tod an einer kardiovas-
kuldren Ursache definiert, eingeschlossen darin wurden auch KHK, Herzinsuffizienz, plotzli-

cher Herztod und Schlaganfall.

Dal-OUTCOMES Studie

Anzahl der Teilnehmer an der genetischen | 3952

Studie

Medianer Follow-up Zeitraum 31 Monate

% Verluste wihrend dem Follow-up 0%

Methode der Genotypisierung lumina Infinium HumanOmni2.5Exome-

8vl A BeadChip

Studie zur Primir- oder Sekundérpravention? | Sekundirprévention

Referenz [117]

Die dal-OUTCOMES Studie ist eine randomisierte, kontrollierte Studie an 15.871 Patienten,
die kiirzlich ein akutes Koronarsyndrom durchgemacht haben. Diese erhielten entweder den
CETP (Cholesterylester-Transferprotein) -Inhibitor Dalcetrapib oder ein Placebo in Kombina-

tion mit der bestmoglichen evidenzbasierten Therapie. Alle Patienten dieser Studie waren an
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einer KHK erkrankt. Das Einschlusskriterium war ein akutes Koronarsyndrom. Dies wurde de-
finiert als ein akutes Koronarereignis zum Studieneintritt und eine Vorgeschichte des Patienten
fiir eine akute myokardiale Ischdmie. Diabetes wurde zum Studieneintritt definiert als Diabetes,
der behandelt oder unbehandelt ist. Als lipidsenkende Therapie wurde eine Therapie mit Statin
oder Ezetimib zum Studieneintritt definiert. 3952 Patienten unter 65 Jahre, bei denen genotypi-
sche Informationen vorhanden waren, wurden in die aktuelle Analyse einbezogen. Die Studi-
enprotokolle wurden durch die Kontrollbehorden der relevanten Institutionen oder die Ethik-

komission tiberpriift. Alle Patienten gaben ihr schriftliches Einverstindnis zur Studie.

EMORY Studie

Anzahl der Teilnehmer an der genetischen | 934 Kaukasier

Studie

Medianer Follow-up Zeitraum 1655 Tage

% Verluste wihrend dem Follow-up 26% wurden wihrend dem 5-jdhrigen
Follow-up Zeitraum zensiert

Methode der Genotypisierung [llumina Multi-Ethnic Global Array

Studie zur Primér- oder Sekundérprévention? | Sekundérprivention

Referenz [75]

Definition kardiovaskuldrer Mortalitét Tod durch Herzinfarkt, plotzlicher Herztod,
Tod nach kardiovaskuldrer Intervention,

Schlaganfall, andere kardiovaskuldre Ereig-

nisse

Die Emory Cardiovascular BioBank (EmCAB) ist ein prospektives Register von Patienten, die
sich an drei Emory Healthcare Zentren einer Koronarangiographie unterzogen haben. Seit der
Einrichtung 2003 wurden mehr als 7000 Patienten eingeschlossen. Patienten mit angeborenen
Herzfehlern, schwerer Klappenerkrankung, schwerer Andmie, kiirzlich zuriickliegender Trans-
fusion, Myokarditis und aktiver inflammatorischer Erkrankung wurden ebenso ausgeschlossen
wie Patienten, die nicht in der Lage oder gewillt waren, die schriftliche Einverstandniserklérung
zu unterzeichnen (nahezu 5%). Die eingeschlossenen Patienten wurden ein und 5 Jahre nach
Studieneinschluss telefonisch nachverfolgt. Zusétzlich wurden Informationen aus Behand-
lungsunterlagen, dem Social Security Death Index, dem State Record, aus Todesanzeigen und

Todesbescheinigungen sowie durch Befragung von Angehdrigen gesammelt, um die Details zu
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den kardiovaskuldren Ereignissen zu verifizieren. Die Studie wurde durch das Institutional Re-
view Board (IRB) der Emory Universitét (Atlanta, Georgia, USA) genehmigt und die Geneh-
migung jéhrlich tiberpriift. Alle Teilnehmer willigten schriftlich ein. Bei 934 Kaukasier lagen
genotypische Daten vor und wurden somit in die aktuelle Analyse eingeschlossen. Der mediane
Follow-up Zeitraum betrug 5 Jahre, 26% der Patienten wurden zensiert. Die kardiovaskuldre
Mortalitit wurde als plotzlicher Herztod, todlicher Myokardinfarkt, Tod durch Herzinsuffizienz

oder Tod im Anschluss an eine Koronarintervention sowie Schlaganfall definiert.

INVEST Studie

Anzahl der Teilnehmer an der genetischen

Studie

742 hellhdutige Menschen

Medianer Follow-up Zeitraum

13,9 Jahre

% Verluste wihrend dem Follow-up

2,5%

Methode der Genotypisierung

[llumina Omni Express Exome imputiert auf

1000 Genomes Phase 1 Version 3; die Da-
teien wurden in PLINK-Format {iberfiihrt
und rs10754555 ausgewdhlt

Studie zur Primér- oder Sekundérpravention? | Sekundérpravention

Referenz [64]

Definition kardiovaskuldrer Mortalitét Primirer Endpunkt: Tod (jede Ursache),
nicht-tddlicher Myokardinfarkt, nicht-todli-

cher Schlaganfall

Sekundirer Endpunkt: Tod an kardiovaskula-
rer Erkrankung

Die INVEST Studie ist eine randomisierte, unverblindete Endpunktstudie an 22576 hyperten-
siven KHK-Patienten iiber 50 Jahre, die entweder eine Therapie mit einem Calciumantagonis-
ten (calcium antagonist strategy (CAS)) oder ohne (non-calcium antagonist strategy (NCAS))
erhielten. Die Patienten wurden entweder in die CAS (Verapamil)- oder NCAS (Atenolol)-
Gruppe randomisiert. Die Blutdruckziele lehnten sich an den 6. Report des Joint National Com-
mittee on Prevention, Detection, Evaluation and Treatment of High Blood Pressure (JNC VI)

an. Ziel war ein Blutdruck <140/90mmHg, bei Diabetes oder chronischer Nierenerkrankung
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<130/85mmHg. Wurden diese nicht erreicht, so wurde die CAS-Gruppe zusédtzlich mit Trand-
olapril, die NCAS-Gruppe zusétzlich mit Hydrochlorothiazid behandelt. Trandolapril wurde
bevorzugt bei Patienten mit Herzinsuffizienz, Diabetes oder chronischer Nierenerkrankung. In

die aktuelle Analyse wurden weille Patienten einbezogen, bei denen die Daten der Genotypi-

sierung vorlagen.

PLATO Studie

Anzahl der Teilnehmer an der genetischen | 9980

Studie

Medianer Follow-up Zeitraum 362 Tage

% Verluste wihrend dem Follow-up 0%

Methode der Genotypisierung Mlumina HumanOmni2.5-4vl (Omni2.5)

BeadChip (Illumina, San Diego, CA, USA)

Studie zur Primér- oder Sekundérpravention?

Sekundérpriavention

Referenz

[145]

Definition kardiovaskularer Mortalitét

Tod an einer kardiovaskuliren oder zerebro-

vaskuldren Erkrankung und Tod unbekannter

Ursache

Die PLATO Studie ist eine randomisierte, doppelblinde Multicenter-Studie, die Ticagrelor mit
Clopidogrel zur Pravention eines kardiovaskuldren Ereignisses verglichen hat. Eingeschlossen
wurden 18624 Patienten, die sich mit einem akuten Koronarsyndrom mit oder ohne ST-
Hebungen im Krankenhaus vorstellten. Bei 9980 Patienten lagen die Daten der Genotypisie-
rung vor, sodass ein Einschluss in die aktuellen Analysen erfolgte. Die Studie wurde in Einver-
nehmen mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt und vom zustidndigen Kontrollaus-

schuss gepriift. Ein schriftliches Einverstdndnis der Teilnehmer wurde vorausgesetzt.

STABILITY Studie
Anzahl der Teilnehmer an der genetischen | 10786
Studie
Medianer Follow-up Zeitraum 3,7 Jahre
% Verluste wihrend dem Follow-up 0%

-38 -



Material und Methode

Methode der Genotypisierung

HumanOmniExpressExome-8v1 array

Studie zur Primér- oder Sekundérpravention?

Sekundérpriavention

Referenz

[161]

Definition kardiovaskularer Mortalitét

Tod durch Schlaganfall, Arrhythmien, plotz-
licher Herztod (beobachtet/unbeobachtet),
Myokardinfarkt, Herzinsuffizienz, Lungen-
arterienembolie, pAVK, Komplikationen ei-

ner kardiovaskulidren Intervention

Die STABILITY Studie ist eine multinationale, doppelblinde Studie, in die 15828 Patienten

mit stabiler KHK eingeschlossen wurden. Die Patienten wurden randomisiert in eine Darapla-

dib- oder Placebo-Gruppe. Bei 10786 Patienten wurden genotypische Daten erhoben. Diese

wurden in die aktuelle Analyse einbezogen. In der STABILITY Studie wurden alle Patienten

entsprechend den giiltigen Leitlinien zur Sekundarprivention der KHK behandelt. Wahrend der

Studie wurden Standardmesswerte erhoben, um die Adhérenz zu den Leitlinien zu kontrollie-

ren. Die Studie wurde vom zustindigen Kontrollausschuss genehmigt. Eine schriftliche Einver-

standniserkldrung wurde von den Teilnehmern unterzeichnet.

PROSPER Studie
Anzahl der Teilnehmer an der genetischen | 5244
Studie
Medianer Follow-up Zeitraum 1241 Tage
% Verluste wihrend dem Follow-up 0%
Methode der Genotypisierung [llumina 660K BeadChip

Studie zur Primér- oder Sekundérpravention?

50% Primir-, 50% Sekundirprévention

Referenz

[120,121,141]

Definition kardiovaskularer Mortalitét

Definitiver Tod an einer KHK (einer oder
beide der folgenden Kriterien miissen erfiillt
sein): a) Todesbescheinigung oder gleich-

wertiges Dokument mit iibereinstimmender
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zugrundeliegender oder unmittelbarer Ursa-
che und: (1) vorherige Hospitalisation auf-
grund eines definitiven oder gesicherten My-
okardinfarkt; (2) vorhergehende Angina pec-
toris oder vermuteter oder definitiver Myo-
kardinfarkt, wenn kein anderer Grund als
eine KHK als Todesursache in Frage kommt;
und (3) Obduktionsergebnis mit arterieller
Thrombose und/oder akutem Myokardin-
farkt. B) plotzlicher und unerwarteter Tod
(alle 3 Bedingungen gefordert): (1) Tod in-
nerhalb einer Stunde nach Symptombeginn
oder zuletzt gesehen ohne Symptome; (2)
keine bekannte nicht-atherosklerotische
akute oder chronisch Erkrankung, die letal
sein konnte; (3) ein unerwarteter Tod bei ei-
ner Person, die nicht innerhalb der letzten 24h
vor ihrem Tod an einem Krankenhaus oder
sonstiger Gesundheitseinrichtung  wegen

akuter Erkrankung in Behandlung war

Tod an einer anderen vaskuldren Erkrankung:
Todesbescheinigung oder dquivalentes Do-
kument mit {ibereinstimmender zugrundelie-
gender oder unmittelbarer Ursache und adé-
quater Dokumentation der Geschehnisse vor

dem Todeseintritt

Die PROSPER Studie ist eine prospektive, multizentrische, randomisierte, placebo-kontrol-
lierte Studie, die untersuchen sollte, inwiefern eine Therapie mit Pravastatin das Risiko fiir
grofle kardiovaskuldre Ereignisse bei dlteren Patienten verringert. Zwischen Dezember 1997
und Mai 1999 wurden in Schottland (Glasgow), Irland (Cork) und in den Niederlanden (Leiden)
Mainner und Frauen zwischen 70 und 82 Jahren rekrutiert. Voraussetzung war eine vorbeste-

hende kardiovaskuldre Erkrankung oder ein erhdhtes Risiko fiir eine solche Erkrankung auf-
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grund von Nikotinabusus, arterieller Hypertonie oder Diabetes. Insgesamt wurden 5804 Perso-
nen randomisiert entweder zu Pravastatin oder Placebo. Im anschlieBendem PHASE Projekt
erfolgte die Genomuntersuchung. In die akutellen Analysen wurden nur Patienten unter 65 Jah-
ren einbezogen. Die Studie wurde von den Ethikkomissionen der beteiligten Zentren gepriift

und alle Patienten gaben ihr schriftliches Einverstandnis.

3.10. Statistische Analysen

Kontinuierliche Variablen wurden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben, vorausge-
setzt es lag eine Normalverteilung der Daten vor. Im Falle von nicht normalverteilten Daten
wurden Median und Interquartilsabstand (IQR) angegeben. Kategoriale Variablen wurden als
Haufigkeiten angegeben. Differenzen zwischen kontinuierlichen Variablen wurden entweder
mittels einfacher Varianzanalyse oder dem Kruskal Wallis Test untersucht. Mit dem Chi-Quad-
rat-Test wurden Unterschiede zwischen kategorialen Variablen untersucht. Um alters- und ge-
schlechtsadjustierte Mittelwerte fiir hsCRP und SAA in Bezug auf den rs10754555 SNP-
Tréagerstatus zu bestimmen, wurden generalisierte lineare Modelle verwendet. In der LURIC
Studie wurde die Assoziation zwischen dem rs10754555 Genotyp und der Prévalenz einer
KHK, schweren KHK oder Myokardinfarkt sowie Mortalitét mittels logistischer und Cox-Re-
gression bestimmt. Eine schwere KHK wurde hierbei definiert als eine visuell eingeschétzte
>50% Stenose der Koronararterien wihrend der Koronarangiographie. Um den Einfluss des
Alters zu bewerten, wurde die Interaktion zwischen dem SNP rs10754555 Tragerstatus und
dem Alter in die jeweiligen Untersuchungen miteinbezogen. Aullerdem wurden die Patienten
in zwei Gruppen unterteilt: in der LURIC Studie in Patienten {iber und unter 60 Jahre (entspre-
chend dem unteren Tertial) und in der UKBioBank Studie in Patienten iiber und unter 50 Jahre
(entsprechend dem untersten Quartil). Die univariaten und multivariaten Analysen wurden ad-
justiert fiir das Alter der Patienten, das Geschlecht, das Vorhandensein eines Diabetes mellitus,
den systolischen Blutdruck, den Body-Mass-Index (BMI), einen Nikotinabusus, die geschitzte
glomeruldre Filtrationsrate (¢GFR), das LDL-Cholesterin (LDL-C), das hsCRP, das Verhan-

densein einer KHK sowie fiir einen vorherigen Myokardinfarkt.

In den experimentellen Studien wurde zur Untersuchung eines signifikanten Unterschieds zwi-
schen den rs10754555 Genotypen zuerst eine einfaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt, ge-

folgt vom Dunnett Post-hoc Test.
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Die Verteilung der verschiedenen Genotypen wurde auf Abweichungen vom Hardy-Weinberg
Aquilibrium mittels des Chi-Quadrat-Tests untersucht (https://ihg helmholtz-muenchen.de/cgi-
bin/hw/hwal.pl).

Um zu untersuchen, ob eine Assoziation zwischen dem rs10754555 Trégerstatus und erhohter
kardiovaskuldrer Mortalitét besteht, wurden Metaanalysen durchgefiihrt. Es wurden Hazard Ra-
tios und Standardfehler bestimmt, die in multivariaten adjustierten Cox-Regressionsanalysen
auf Patientenebene in jeder Studie berechnet wurden. Das STATA Paket ,,metan* wurde ver-
wendet, um standardnormalverteilte Random-Effekt gewichtete Metaanalysen durchzufiihren.
Die Heterogenitit zwischen den einzelnen Studien wurde als I? angegeben [58]. Um ,,Small
Study Effects* auszuschlieBen, wurde der Egger Test durchgefiihrt, der im STATA Paket ,,me-
tabias‘ enthalten ist. Methylierungsanalysen wurden mittels multivariater linearer Regressions-
analysen durchgefiihrt, wobei der B-Wert, der den Methylierungstatus anzeigt und Werte zwi-
schen 0 (unmethyliert) und 1 (methyliert) annimmt, als unabhidngige Variable R betrachtet wird.
Alle anderen Analysen wurden mit der SPSS-Version 21.0 und R Version 3.3.3 durchgefiihrt.

Das Signifikanzniveau wurde auf 0,05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1. Varianten im Nlrp3-Gen

In der LURIC-Studie wurden Patienten rekrutiert, die sich einer Koronarangiographie unterzo-
gen haben. Aus einer Kohorte von 3061 Teilnehmern wurden SNPs im N/rp3-Gen selektiert.
Das schematische Vorgehen von der SNP-Identifikation bis zur experimentellen Validierung

ist in Abbildung 9 dargestellt.

NLRP3 SNP
Identifikation N=112

Y

Selektion von SNPs _
mit MAF >0.05 N=52

Y

SNP Scoring N=1

Y

Experimentelle N=1
alidierung

Abb. 9: Schematisches Vorgehen von der SNP-Identifikation bis zur experimentellen

Validierung, Abbildung entnommen aus Schunk ef al. Eur Heart J 2021

Insgesamt wurden 112 SNPs im Nlrp3-Gen identifiziert. Um seltene Allele auszuschliefen,
wurden nur solche SNPs ausgewéhlt, die eine MAF (minor allele frequency) > 0,05 aufwiesen.
Diese Kriterien wurden von insgesamt 52 SNPs erfiillt. Im Anschluss erfolgte ein Scoring der
SNPs. Dies erfolgte, wie bereits in Material- und Methodik-Teil beschrieben, angelehnt an das
Scoring-System der Regulome-Datenbank. Auswahlkriterium fiir die weiteren Analysen war
ein Score von 1. Dies erfiillte lediglich der SNP rs10754555, welcher dann fiir die experimen-

telle Validierung herangezogen wurde.

Fiir rs10754555 konnte ein signifikanter Zusammenhang mit einer erhdhten Gesamtmortalitét
nachgewiesen werden, wie in Abbildung 10 gezeigt ist. In diesem Volcano Plot ist die Asso-
ziation zwischen den 112 in der LURIC-Studie identifizierten Nlrp3-SNPs und der Ge-

samtsterblichkeit dargestellt, berechnet mittels univariater Cox-Regressionsmodelle.
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Abb. 10: Assoziation von rs10754555 mit der Gesamtsterblichkeit, Abbildung entnom-
men aus Schunk et al. Eur Heart J 2021

Um den eQTL-Effekt von rs10754555 auf die Nlrp3-Expression zu validieren, wurde die As-
soziation zwischen rs10754555 und der Nirp3-mRNA-Expression sowohl in Vollblut als auch
in PBMCs untersucht. Dies erfolgte in 36 Kohorten, welche insgesamt 31556 Probanden ent-

hielten, die im eQTL-Gen-Konsortium enthalten waren [144]. Der cis-eQTL-Effekt fiir NLRP3
im Vollblut ist in Abbildung 11 dargestellt.
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Abb. 11: cis-eQTL Effekt fiir NLRP3 im Vollblut, Abbildung entnommen aus Schunk

et al. Eur Heart J 2021

detailliert aufgefiihrt in Tabelle 3.

In dieser Analyse zeigte rs10754555 einein signifikanten eQTL-Effekt auf die Nlrp3-Expres-
sion (Z-Score 11,03, FDR <0,05, p=2,73*102%).

Die Allel- und Genotypenhiufigkeit waren konsistent mit dem Hardy-Weinberg-Aquilibrium,
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Tab. 3: Allel-/Genotypenhiufigkeit und Hardy-Weinberg-Aquilibrium fiir
rs10754555 von LURIC-Teilnehmern

Allelhiiufigkeit Genotypenhaufigkeit
C G CC CG GG Hardy-
Weinberg-
Aquilib-
rium
p-Wert
N=3061 3681 2441 1106 1469 486 0,999
(60,1%) (39,9%) (36,1%) (48,0%) (15,9%)

HaploReg 4.1 sagte fiir rs10754555 eine Assoziation mit der DNA-Methylierung voraus. In

Tabelle 4 sind die genomweiten Methylierungsanalysen dargestellt.

Tab. 4: Assoziation zwischen der rs10754555 Nirp3-Genvariante und der Methylie-

rung im Nlrp3-Genlocus innerhalb von genomweiten Methylierungsanalysen bei 1262

Teilnehmern der LURIC Studie (SEM= standard error of the mean; FDR=false dis-

covery rate)

IlmnID BETA SEM p-Wert | FDR p-Wert| Position (GRCh37)
cg05615449 | 0.045334469 |0.004870431|6.25267E-20 | 2.18843E-18 247601478
cg19845212 | -0.00980795 [0.001398745|3.97113E-12 | 6.94948E-11 247578503
cgl6389578 | 0.010330377 |0.001750247|4.69597E-09 | 5.47863E-08 247598641
cgl8183941 | -0.00640765 |0.001184223|7.60799E-08 | 6.65699E-07 247578552
cgl8126557 | 0.00545235 |0.001155897|2.68299E-06 | 1.87809E-05 247611842
cgl9134764 | 0.00222652 |0.000490016|6.10032E-06 | 3.55852E-05 247582035
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cg00789037 |-0.003533938 |0.000986511|0.000354677| 0.00164034 247580310
cg21806273 |-0.003591059|0.001006585|0.000374935| 0.00164034 247578953
cg21991396 |-0.003860941 {0.001135606|0.000696922| 0.002710251 247581417
cg07313373 |-0.00187285210.000568175|0.001009329| 0.003532653 247579131
cgl8678599 |-0.0040643830.001250986|0.001191392| 0.003790792 247581456
cg24104249 | 0.003133336 {0.000980939|0.001439646| 0.004198966 247600998
cgl1628370 | 0.005881772 [0.001887053|0.001872269|0.005040725 247609300
cg21824010 {-0.003111005{0.001030742|0.002597876| 0.00649469 247578859
cg26112639 |-0.0018861430.000763975|0.013697155|0.031960027 247580106
cg09226051 | 0.013609347 {0.005904729| 0.02135157 | 0.046706559 247611502
cg05396897 | 0.009525451 [0.004389216|0.030193476|0.062163039 247611448
cgl1422335 | 0.007329541 {0.004192193|0.080661591|0.156841982 247611517
cgl4413862 | 0.00086233 |0.000551615|0.118257793|0.217843302 247582066
cg00448525 |-0.001788711(0.001185208|0.131519583| 0.23015927 247581408
cgl2280471 | 0.001346971 | 0.00092385 |0.145110393|0.241850656 247587794
cgl0877667 | 0.000534592 |0.000385452|0.165730105| 0.252544443 247579439
cg23087653 | 0.001135519 [0.000819173|0.165957777|0.252544443 247581883
cg06487775 | 0.000898007 [0.000674992|0.183647869|0.267819808 247595137
cg06710101 | 0.000712549 {0.000567924|0.209855264 | 0.29379737 247587253
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cg07164722 |-0.00050373410.000495231|0.309283366| 0.416342993 247587378
cgl8793688 | -0.00021645 [0.0002621890.409229527| 0.53048272 247588074
cg09418290 | 0.000208405 [0.000292104|0.475701757|0.582733257 247579319
cg21919599 |-0.000270473 0.000385303 | 0.482836128 | 0.582733257 247579312
cg03466998 |-0.00086134710.001593357|0.588896047| 0.687045388 247580074
cg03505654 | 0.000182325 [0.000579431|0.753074544 | 0.850245453 247579608
cgl19023876 | -0.00011129 |0.000460034 |0.808886566|0.884719681 247611931
cg25602756 | -5.50464E-050.000494477|0.911379794| 0.942584962 247611881
cgl0155695 | -5.50894E-05 | 0.000520042 | 0.915653963 | 0.942584962 247582028
cgl5081929 | -3.18609E-05 | 0.000882242|0.971197989|0.971197989 247585044

Hierbei war rs10754555 mit einer signifkant erhohten Methylierung der CpG-Insel mit der ID
cg05615449 innerhalb des NIrp3-Genlocus assoziiert (p=2,2*10"'¢ fiir heterozygote

rs10754555 Tréger im Vergleich zu Nicht-Trdgern).

Daten des Roadmap Epigenomics Projekt deuten darauf hin, dass rs10754555 mit Promotor-

und Enhancer-Histon-Markern und einer DNAse-Hypersensitivitit assoziiert ist, was in Abbil-

dung 12 dargestellt ist.
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rs10754555
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Abb. 12: Assoziation von rs10754555 mit Promotor und Enhancer-Histonmarkern, so-
wie mit DNAse Tracks, abgeleitet vom Roadmap Epigenomics Project in humanen

CD14+ Monozyten, Abbildung entnommen aus Schunk et al. Eur Heart J 2021

AuBerdem zeigten homozygote rs10754555 Tréager, wie in Abbildung 13 zu sehen, eine signi-
fikant hohere Konzentration der Entziindungsparameter hsCRP und SAA im Blut im Vergleich
zu Nicht-Triagern. Dies deutet darauf hin, dass diese Genvariante mit einer erhdhten systemi-
schen pro-inflammatorischen Wirkung assoziiert ist. Angegeben sind in der folgenden Abbil-
dung die alters- und geschlechtsadjustierten Mittelwerte von hsCRP und SAA bei Teilnehmern
der LURIC-Studie.
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Abb. 13: rs10754555 Genotyp und Konzentration von hsCRP und SAA, Abbildung

entnommen aus Schunk et al. Eur Heart J 2021

4.2. Biologische Relevanz von rs10754555

4.2.1. Biologische Relevanz von rs10754555 in vitro

Um die biologische Relevanz der rs10754555 Variante zu untersuchen, wurden Monozyten von
348 Probanden isoliert. Untersucht wurde, wie in Abbildung 14 dargestellt, die Assoziation

zwischen dem rs10754555 Trégerstatus und der Inflammasomaktivierung.

PBMC
Isolation

“@@@)

Vollblut/Plasma

Genotypisierung
rs10754555
ASC Specks
IL-1B, IL-18

N=348

Anreicherung von

Monozyten
vt «ATP (1) [ELisA
Adhérenz @ _+LPS + Nigericin (1h) | j-1p
IL-6
" QO ) "
N=104

kR

qPCR
NLRP3, HPRT1

N=130

Abb. 14: Monozytenisolation und -stimulation, Abbildung entnommen aus Schunk et

al. Eur Heart J 2021

Die Charakteristika der Probanden, deren Blutproben fiir die experimentellen Untersuchungen

herangezogen wurden, sind in Tabelle 5 nach Genotypen getrennt dargestellt.
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Tab. 5: Charakteristika der Probanden fiir die experimentelle Untersuchung nach Ge-

notypen getrennt

rs10754555 rs10754555 rs10754555 p-Wert
C/C C/IG G/G
(n=69) (n=163) (n=116)
Alter 60,4+13.,4 61,3+14,6 62,5+14,7 0,632
Geschlecht (% 64,8 71,6 73,2 0,448
méinnlich)
BMI (kg/m?) 28,7+6,4 29,7+4,2 28,6+5,1 0,253
Gesamtcholeste- 195+46,3 190+45 182+44 0,146
rin (mg/dL)
Triglyceride 138 (99) 140 (99) 133 (70) 0,201
(mg/dL)
LDL-Cholesterin 127+£39 120442 114+£37 0,113
(mg/dL)
HDL-Cholesterin 50+17 5117 50+18 0,890
eGFR 84,6+22,8 80,2+24,2 80,2+24.6 0,404
(ml/min/1,73m?)
hsCRP (mg/mL) 4,9 (8,0) 6,5 (17,8) 8,7 (27,5) 0,174
KHK (%) 77,5 76,0 78,2 0,689
Diabetes (%) 36,1 35,2 34,0 0,803
Lipidsenkende 1,8 3,9 6,2 0,415
Therapie (%)
Rauchen (%) 37,5 33,6 28,9 0,527
Arterielle Hyper- 69,6 70,3 72,2 0,933
tonie (%)

Im Anschluss wurde die relative Expression der mRNA fiir Nlrp3/Hprtl und Asc/Hprtl fiir die

verschiedenen rs10754555 Genotypen in frisch isolierten Monozyten untersucht. Es konnte,
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wie in Abbildung 15 dargestellt, gezeigt werden, dass die Nlrp3-mRNA-Expression in hetero-

zygoten und homozygoten Trigern des G-Allels hoher war im Vergleich zu der in PBMCs von

Nicht-Trégern.

NLRP3/HPRT1 mRNA
(Relative Expression)

P<0.0001
44 P=0.0003
1 4
3- o
8
o
2- ° T3

NETELEL

C/C C/G G/G

Abb. 15: Nirp3-mRNA-Expression in frisch isolierten PBMCs, Abbildung entnommen
aus Schunk et al. Eur Heart J 2021

Bedeutend ist zudem, dass die Plasmaspiegel von IL-18 und IL-1f als NLRP3-abhéngige Zy-

tokine bei G-Allel-Triagern signifikant erh6ht waren. In Abbildung 16 sind die Plasmaspiegel

in Abhéngigkeit des Genotyps dargestellt.
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Abb. 16: Plasmaspiegel von IL-18 und IL-1p abhédngig vom rs10754555 Genotyp, Ab-
bildung entnommen aus Schunk et al. Eur Heart J 2021
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Um die NLRP3-Inflammasom-Aktivierung abhidngig vom rs10754555-Trégerstatus zu bewer-
ten, wurden die ASC-Specks im Plasma quantifiziert. Hierzu erfolgte initial eine Fluoreszenz-
mikroskopie mit markierten ASC-Specks aus Plasma und GFP-ASC im Uberstand von THP-
1-Zellen. Das Ergebnis ist in Abbildung 17 dargestellt.

Abb. 17: Reprisentative Fluoreszenzmikroskopie von Alexa Fluor-488-markierten
ASC-Specks aus Plasma und GFP-ASC im Uberstand von THP-1-Zellen (reprisentativ

von drei unabhéngigen Experimenten), Abbildung entnommen aus Schunk et al. Eur

Heart J 2021

Im Anschluss wurde die mittlere Fluoreszenz-Intensitdt von ASC-Specks in Abhéngigkeit vom

rs10754555 Genotyp ermittelt. Abbildung 18 zeigt, dass das rs10754555 G-Allel mit signifi-

kant mehr ASC-Specks im Plasma assoziiert war.
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Abb. 18: Mittlere Fluoreszenz-Intensitit (MFI) von ASC-Specks in Plasmaproben ab-
hingig vom rs10754555 Genotyp, Abbildung entnommen aus Schunk et a/. Eur Heart
12021

Dies fiihrt zu der Annahme, dass ein hetero- und homozygoter Tréigerstatus fiir rs10754555 mit

einer erhohten Expression der NLRP3-Inflammasomkomponenten in Monozyten assoziiert ist.

Im néchsten Schritt wurde die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms untersucht. Hierzu wur-
den die isolierten Monozyten mit bekannten Inflammasomaktivatoren (d.h. LPS, ATP und Ni-
gericin) stimuliert. Gemessen wurde im Anschluss die IL-1B-Freisetzung im Zellkulturiiber-
stand. Abbildung 19 zeigt, dass nach Stimulation mit LPS, LPS und ATP, sowie LPS und
Nigericin die Monozyten von heterozygoten und homozygoten Nlrp3 rs10754555 Trégern sig-
nifikant mehr IL-1p freisetzen als Monozyten von Nicht-Triagern. Hierdurch wird die funktio-

nelle Relevanz der rs10754555 Nirp3 Genvariante hervorgehoben.
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Abb. 19: Konzentration von IL-1p im Uberstand von frisch isolierten PBMCs nach
Stimulation mit LPS (10ng/ml, 3h), LPS (3h) und ATP (5mM, 1h), LPS (3h) und Nige-
ricin (1uM, 1h). Jeder Punkt reprisentiert einen individuellen Patienten, die Kastenrah-
men stehen fiir das 5. und 95. Perzentil, Abbildung entnommen aus Schunk et al. Eur

Heart J 2021

Unstimulierte Monozyten sezernierten keine detektierbaren Konzentrationen von IL-1B. Um
die Spezifitdt dieser Resultate zu ermitteln, wurde die IL-6 und Tumornekrosefaktor-a. (TNF-
a)-Freisetzung im Zellkulturiiberstand quantifiziert. Es zeigte sich, wie in Abbildung 20 zu
sehen ist, kein Unterschied in den Konzentrationen dieser NLRP3-Inflammasom-unabhéngigen

Zytokine in Abhdngigkeit des rs10754555 Trégerstatus.
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Abb. 20: Konzentration von IL-6 und TNF-o im Uberstand von frisch isolierten
PBMCs nach Stimulation mit LPS (10ng/ml, 3h), LPS (3h) und ATP (5mM, 1h), LPS
(3h) und Nigericin (1uM, 1h). Jeder Punkt représentiert einen individuellen Patienten,
angegeben werden Mittelwert + 95% Konfidenzintervall, Abbildung entnommen aus

Schunk et al. Eur Heart J 2021

4.2.2. Biologische Relevanz von rs10754555 in vivo

Um die Relevanz von rs10754555 in vivo zu liberpriifen, wurden in immuninkompetente NOD-
SCID-Méiusen humane PBMCs von Nicht-Triagern des SNPs und PBMCs von homozygoten
rs10754555 Tréagern transplantiert. Im Anschluss wurden die Miuse der perivaskuldren Caro-
tis-Schédigung zugefiihrt. Hierbei handelt es sich um ein Mausmodell fiir Reendothelialisie-
rung, welche NLRP3-abhéngig ist [155]. Der experimentelle Versuchsaufbau ist in Abbildung
21 schematisch dargestellt.

Humanisierte

Maus 4h T 72h T
NOD-SCID Carotis 107 Quantifizierung der
Maus Verletzung humane reendothelialisierten
Monozyten Flache

Abb. 21: Experimenteller Ablauf des Mausmodells zur perivaskuldren Carotis-Verlet-
zung in NOD-SCID-Maiusen, welchen humane PBMCs transplantiert wurden (d.h. hu-
manisierte Mduse), Abbildung entnommen aus Schunk et al. Eur Heart J 2021
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Abb. 22: Reendothelialisierte Fliche 72h nach Carotis-Verletzung in humanisierten
Mausen und reprasentative Mikrophotographie, Abbildung entnommen aus Schunk e?

al. Eur Heart J 2021

Abbildung 22 verdeutlicht, dass die Reendothelialisierung in den humanisierten Miusen, in
die PBMCs von homozygoten rs10754555 Tragern transplantiert wurden, signifikant vermin-
dert war. Bei den homozygoten SNP-Trdgern war die NLRP3-Proteinexpression hoher im Ver-

gleich zu Nichttragern. Das Ergebnis des Western Blot ist in Abbildung 23 dargestellt.

Spender 1 2 3 4 5 6 7 8 9
NLRP3 . —— e g ™ 110 kDa

B-ACHN | e W 8 s i &> @8 45 kDa
C/C C/C G/G G/G G/G C/C G/G C/C G/G
rs10754555 Genotyp
Abb. 23: Western Blot der NLRP3-Proteinexpression in transplantierten PBMCs von
neun individuellen Spendern. Mittelwert = 95%-Konfidenzintervall, Abbildung ent-

nommen aus Schunk ef al. Eur Heart J 2021
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4.3. Assoziation zwischen rs10754555 und dem Risiko fur KHK

4.3.1. Charakteristika der LURIC-Patienten

In Tabelle 6 sind die Charakteristika der Patienten der LURIC-Studie getrennt nach
rs10754555 Genotyp, BMI und eGFR dargestellt. In Tabelle 7 erfolgte zusétzlich eine Eintei-

lung in zwei Gruppen entsprechend des Alters in <60 Jahre und >60 Jahre.

Tab. 6: Charakteristika der Patienten der LURIC-Studie getrennt nach rs10754555
Genotyp, BMI (body mass index), eGFR (estimated glomerular filtration rate)

Alle Pati- | rs10754555 | rs10754555 | rs10754555 | p-Wert
enten (C/C) (C/G) (G/G)
(=3061) | ;_1106) | (n=1469) | (n=486)
Alter 62,7+10,6 | 62,7+10,5 | 62,710,6 | 62,8+11,0 0,954
Geschlecht (% 70,0 70,7 69,6 69,8 0,883
ménnlich)
BMI (kg/m?) 27,5+4,1 27,5+4,0 27,6+4,1 27,043,8 0,138
Systolischer 14124 142423 141424 140424 0,524
Blutdruck
(mmHg)
Gesamtcholeste- | 190 (51) 191 (54) 192 (50) 188 (49) 0,486
rin (mg/dL)
Triglyceride 146 (92) 150 (92) 146 (91) 141 (88) 0,308
(mg/dL)
HDL- 39+11 38+11 39+11 39+11 0,180
Cholesterin
(mg/dL)
LDL-Cholesterin | 117+34 118435 116433 115436 0,227
(mg/dL)
HbAlc (%) 6,3+1,2 6,4+1,3 6,3+1,2 6,3%1,2 0,071
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eGFR 81,7+20,1 80,9+20,5 82,3+19,7 82,0+21,1 0,203
(ml/min/1,73m?)

KHK (%) 79,0 77,8 79,6 80,0 0,249
Diabetes (%) 40,4 43,1 38,7 39,3 0,064
Lipidsenkende 49,0 48,0 48,8 51,6 0,217
Therapie (%)

Rauchen (%) 63,6 62,9 64,5 62,5 0,850
Arterielle Hyper- 72,7 73,6 73,3 68,7 0,085
tonie (%)

Tab. 7: Charakteristika der Patienten der LURIC-Studie getrennt nach
rs10754555 Genotyp und Alter (</>60 Jahre)

Alter <60 Jahre Alter 260 Jahre

rs107545 | rs107545 | rs107545 | rs107545 | rs107545 | rs107545
55 55 55 55 55 55

(C/C) (C/G) (G/G) (C/C) (C/G) (G/G)

Alter 51,4£7,3 | 51,7£6,9 | 51,2£7,6 | 68,9+£5,8 | 69,3£6,0 | 69,4+6,0

Geschlecht 79,9 74,1 78,4 65,7 67,0 64,8

(% miénnlich)

BMI (kg/m?) | 27,9443 | 274442 | 269439 | 27,3£3.8 | 27,644,1 | 27,0438

Systolischer 132421 131+22 129421 147423 147422 146124
Blutdruck
(mmHg)

Gesamtcho- 197,541, | 192,740, | 194+40,5 | 191,7+39, | 191,4+36, | 189,7+40,

lesterin 0 0 3 7 9
(mg/dl)

Triglyceride 156,0 154,0 142.5 145,0 141,0 138.0
(mg/dl) (107,0) (105,0) (89,0) (88,0) (88,0) (89,0)
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HDL- 36,949,4 | 38,2+10,4 | 39,3+12,6 | 38,9+11,0 | 39,4+11,1 | 38,7+10,4
Cholesterin

(mg/dl)

LDL- 119,536, | 115,0+£34, | 118,4+36, | 117,0£34, | 116,632, | 113,2+35,
Cholesterin 5 8 1 9 2 5
(mg/dl)

HbAlc (%) 6,114 6,1£1,0 6,1+1,2 6,5+1,3 6,4+1,3 6,4+1,2
eGFR 92,8+18,4 | 93,8+16,8 | 96,0+16,2 | 74,4+18,6 | 75,4%£17,9 | 74,0£19,3
(ml/min/1,73

m?)

KHK (%) 68,6 71,5 76,7 82,8 84,5 81,9
Diabetes (%) 29,8 29,9 28,4 50,3 44,0 45,5
Lipidsen- 49,4 49,7 534 47,3 48,2 50,6
kende Thera-

pie (%)

Rauchen (%) 73,3 73,2 79,0 57,3 59,3 53,3
Arterielle Hy- 59,1 58,7 54,0 81,4 82,2 77,0
pertonie (%)

Die MAF (G) fiir rs10754555 betrug 39,9 %. Die Privalenz der klassischen kardiovaskulidren

Risikofaktoren wie Alter, Geschlecht, BMI, Rauchen und arterielle Hypertonie sowie Parame-

ter des Lipidstoffwechsels unterschieden sich nicht zwischen Tridgern und Nicht-Trigern des

rs10754555 Nirp3-G-Allels. Tabelle 8 zeigt, dass kein signifikanter Unterschied in der Dauer-

medikation der Teilnehmer zwischen den unterschiedlichen Genotypengruppen bestand.

Tab. 8: Pharmakotherapie der LURIC-Teilnehmer abhingig vom rs10754555 Genotyp

Medikation rs10754555 Genotyp p-Wert
C/C C/G G/G
ACE-Hemmer 54,8 52,9 53,0 0,613
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AT2-Rezeptor- 4,2 4.4 5,6 0,440
Antagonist

Betablocker 64,3 62,3 63,5 0,605
Calciumanta- 16,4 15,6 16,1 0,847
gonist

Statin 46,2 473 499 0,388
Lipidsenkende 48,0 48,8 51,6 0,403
Therapie (alle)

Diuretika 28,5 29,4 28,9 0,883

4.3.2. Assoziation zwischen rs10754555 und dem Risiko fiir eine (schwere) KHK
bei LURIC-Patienten

In Abbildung 24 dargestellt wird nun das Risiko einer (schweren) KHK als Funktion des
rs10754555 Genotyps.

LURIC
P=0.014 P=0.004 P=0.38 P=0.07
- 1 1 1 1
4 P=0.14 P=0.093 T : P=0.28 P=0.59
1 — : — —
3_
o)
X
2 ®
o :
¥ 2- *
I :
X 1
1 ST SO, ereereeeeesseses @eeeereeclereerenranreeraneannen, ........................... ; .............................. ; ......
0 C/C C/G G/G C/C C/G G/G C/C C/G G/G C/C C/G G/G
KHK schwere KHK schwere
KHK KHK
Keine KHK 122 158 41 148 200 51 123 142 56 187 248 88
KHK 267 397 135 235 348 124 594 772 254 519 649 216
Alter <60 Jahre Alter =60 Jahre

| ]
P<0.001 fir eine Interaktion mit dem Alter

Abb. 24: Odds Ratio fiir die Privalenz einer KHK und schweren KHK (definiert als
visuelle Stenose >50% in der Koronarangiographie) in Abhédngigkeit vom rs10754555
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Genotyp bei 3061 Teilnehmern der LURIC-Studie; Einteilung nach Alter in zwei Grup-
pen bei 60 Jahren (ersters Altersterzil), Abbildung entnommen aus Schunk et al. Eur

Heart J 2021

Betrachtet man nun die Odds Ratio fiir eine privalente (Tabelle 9a) und schwere (Tabelle 9b)
KHK, definiert als visuell mindestens 50%-ige Stenose in der Koronarangiographie, so zeigt
sich, dass im Vergleich zu Nicht-Tragern das Risiko fiir rs10754555 Triger an einer (schweren)
KHK erkrankt zu sein signifikant erhoht war. Diese Assoziation konnte allerdings nur fiir Pati-
enten unter 60 Jahren gezeigt werden (OR fiir eine KHK: 2,04, 95%-KI 1,15-3,61; OR fiir eine
schwere KHK: 2,28, 95%-KI 1,29-4,01). Fiir iiber 60-Jdhrige konnte diese Assoziation nicht
gezeigt werden (OR fiir eine KHK: 0,83, 95%-KI 0,55-1,25; OR fiir eine schwere KHK: 0,73,
95%-KI 0,49-1,03). Geteilt wurde hierbei das LURIC-Kollektiv von 3061 Teilnehmern in Pa-
tienten iiber und unter 60 Jahren (erstes Alterstertial). Dass diese Assoziation fiir iber 60-jah-
rige Patienten nicht gezeigt werden konnte, deutet darauf hin, dass rs10754555 einen altersab-
héngingen Effekt auf die Entwicklung von atherosklerotischen kardiovaskuléren Erkrankungen

aufweist (p<0,001 fiir die Altersinteraktion).

Tab. 9a: Logistische Regressionsanalysen fiir eine priavalente KHK abhéngig vom
rs10754555 Genotyp in der LURIC-Studie (Model 1 adjustiert fiir Alter, Geschlecht,
Diabetes, Rauchen, systolischer Blutdruck, BMI, lipidsenkende Therapie, LDL-
Cholesterin, Myokardinfarkt und eGFR), p-Wert fiir die Interaktion (rs10754555 x
Alter) <0,001

Model Nlrp3 Pravalente KHK
rs10754555 1 Alter < 60 Jahre (n=1023) | Alter > 60 Jahre (n=2038)
SNP HR p-Wert HR p-Wert
(95%-KI) (95%-KI)
Crude c/c 1 Ref 1 Ref,
C/G 1,20 0,234 1,08 0,548
(0,89-1,60) (0,84-1,40)
G/G 1,61 0,028 0,91 0,606
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(1,05-2,46) (0,65-1,29)
Model 1 C/C 1 Ref. 1 Ref.
C/G 1,36 0,141 1,18 0,282
(0,90-2,04) (0,87-1,59)
G/G 2,04 0,014 0,83 0,378
(1,15-3,61) (0,55-1,25)

Tab. 9b: Logistische Regressionsanalysen fiir eine pravalente schwere KHK abhingig

vom rs10754555 Genotyp in der LURIC-Studie (Model 1 adjustiert fiir Alter, Ge-

schlecht, Diabetes, Rauchen, systolischer Blutdruck, BMI, lipidsenkende Therapie,
LDL-Cholesterin, Myokardinfarkt, eGFR), p-Wert fiir die Interaktion (rs10754555 x

Alter) <0,001
Model Nlrp3 Privalente schwere KHK
rs10754555 1 Alter < 60 Jahre (n=1023) | Alter > 60 Jahre (n=2038)
SNP HR p-Wert HR p-Wert
(95%-KI) (95%-KI)
Crude C/C 1 Ref. 1 Ref.
C/G 1,16 0,308 0,92 0,457
(0,87-1,53) (0,74-1,14)
G/G 1,64 0,016 0,88 0,383
(1,09-2,44) (0,66-1,18)
Model 1 C/C 1 Ref. 1 Ref.
C/G 1,42 0,093 0,93 0,586
(0,94-2,15) (0,71-1,21)
G/G 2,28 0,004 0,73 0,073
(1,29-4,01) (0,49-1,03)
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4.3.3. Validierung der Ergebnisse an GerMIFS-Studiendaten

Diese Erkenntnisse wurden in den GerMIFS Studien II-VII bekréftigt. validiert in Abbildung
25 und Tabelle 10 dargestellt, konnte auch hier gezeigt werden, dass rs10754555 mit einem
erhohten Risiko fiir KHK bei unter 60-Jdhrigen assoziiert war (OR 1,12, 95%-KI 1,02-1,22).

Metaanalyse von GerMIFS

P=0.012 P=0.50
1.5+ — —
P=0.19 P=0.45
| p— 1
N PR T S ;.
]
o
4
T
%
0.5
0.0
C/C C/G G/G C/C C/G G/G
Keine KHK 1256 614 1707 819 315 976
KHK 1298 547 1772 944 457 1371
Alter <60 Jahre Alter =60 Jahre

Abb. 25: Metaanalyse von 12076 Teilnehmern mit vorhandenen individuellen Patien-
tendaten, welche in die GerMIFS-Studien eingeschlossen wurden, Ergebnisse adjus-
tiert fiir Alter und Geschlecht, Abbildung entnommen aus Schunk et al. Eur Heart J
2021

Tab. 10: Logistische Regressionsanalyse fiir eine pravalente KHK abhédngig vom

rs10754555 Genotyp bei den GerMIFS-Studienteilnehmern, Model 1 adjustiert fiir Al-

ter und Geschlecht
Model Nlrp3 Priavalente KHK
rs10754555
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SNP
Alter <60 Jahre (N=7194) | Alter 260 Jahre (N=4882)
OR p-Wert OR p-Wert
(95%-KI) (95%-KI)
Crude C/C 1 Ref. 1 Ref.
C/G 1,08 0,128 1,03 0,639
(0,98-1,20) (0,91-1,17)
G/G 1,08 0,041 1,00 0,952
(1,00-1,16) (0,92-1,10)
Model 1 C/C 1 Ref. 1 Ref.
C/G 1,08 0,189 1,05 0,445
(0,96-1,22) (0,92-1,20)
G/G 1,12 0,012 1,03 0,502
(1,02-1,22) (0,94-1,14)

4.4. Assoziation zwischen dem rs10754555 Genotyp und kardiovas-
kularer Mortalitét

4.4.1. Assoziation zwischem dem rs10754555 Genotyp und kardiovaskulérer
Mortalitdt bei LURIC-Patienten

Vorangehend konnte bereits gezeigt werden, dass eine altersabhéingige Assoziation zwischen
dem rs10754555 Genotyp und dem Vorliegen einer KHK besteht. Inwiefern diese ebenfalls fiir

die kardiovaskuldre Mortalitét besteht, soll im Folgenden untersucht werden.

Wihrend einem medianen Follow-up-Zeitraum von 9,9 Jahren verstarben 911 Teilnehmer der
LURIC-Studie (29,8%), 560 davon an einer kardiovaskuldren Erkrankung. Die Gesamtsterb-
lichkeit (Tabelle 11a) und die kardiovaskulidre Mortalitit (Tabelle 11b) war sowohl bei hete-
rozygoten (Hazard Ratio (HR): 1,26, 95%-KI: 1,08-1,45 und 1,22, 95%-KI: 1,01-1,47) als auch
bei homozygoten (HR: 1,31, 95%-KI: 1,08-1,59 und 1,35, 95%-KI: 1,07-1,72) rs10754555 Tra-
gern signifkant erhoht.
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Tab. 11a: Cox-Regressionsanalysen fiir die Gesamtsterblichkeit abhéngig vom
rs10754555 Genotyp (Model 1: adjustiert fiir Alter und Geschlecht; Model 2: adjus-
tiert fiir Model 1, Diabetes, Rauchen, systolischer Blutdruck, BMI, lipidsenkende
Therapie, LDL-Cholesterin, pravalente KHK, Myokardinfarkt, eGFR)

Model Nirp3 Gesamtsterblichkeit
rs10754555
SNP
Ereignisse/ HR p-Wert
Patientenzahl (95%-KI)
Crude C/C 302/1106 1
C/G 448/1469 1,14 0,071
(0,99-1,32)
G/G 161/486 1,26 0,018
(1,04-1,53)
Model 1 C/C 302/1106 1
C/G 448/1469 1,15 0,058
(0,99-1,33)
G/G 161/486 1,26 0,018
(1,04-1,53)
Model 2 C/C 302/1106 1
C/G 448/1469 1,26 0,002
(1,08-1,45)
G/G 161/486 1,31 0,006
(1,08-1,59)
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Tab. 11b: Cox-Regressionsanalysen fiir die kardiovaskuldre Mortalitét abhingig
vom rs10754555 Genotyp (Model 1: adjustiert fiir Alter und Geschlecht; Model 2:
adjustiert fiir Model 1, Diabetes, Rauchen, systolischer Blutdruck, BMI, lipidsen-

kende Therapie, LDL-Cholesterin, pravalente KHK, Myokardinfarkt, eGFR)

Model Nirp3 Kardiovaskulire Mortalitit
rs10754555
SNP
Ereignisse/ HR p-Wert
Patientenzahl (95%-KI)
Crude C/C 188/1099 1
C/G 172/1461 1,10 0,329
(0,91-1,32)
G/G 104/484 1,31 0,027
(1,03-1,67)
Model 1 C/C 188/1099 1
C/G 172/1461 1,10 0,300
(0,92-1,33)
G/G 104/484 1,31 0,028
(1,03-1,66)
Model 2 C/C 188/1099 1
C/G 172/1461 1,22 0,042
(1,01-1,47)
G/G 104/484 1,35 0,013
(1,07-1,72)

Die erhohte Sterblichkeit wird einer erhohten kardiovaskuldren Mortalitdt zugeschrieben, da

andere Todesursachen wie Tod an einer Tumorerkrankung oder Infektion nicht mit dem Vor-

liegen einer rs10754555 Variante assoziiert waren, was in Tabelle 12 aufgefiihrt ist.
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Tab. 12: Cox-Regressionsanalysen fiir die Sterblichkeit an Tumorerkrankungen oder
Infektionen abhingig vom rs10754555 Genotyp bei LURIC-Teilnehmern (Model 1:
adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Diabetes, Rauchen, systolischer Blutdruck, BMI, lip-
idsenkende Therapie, LDL-Cholesterin, pravalente KHK, Myokardinfarkt, eGFR)

Model Nlrp3 Todliche Tumorerkran- | Todliche Infektionserkran-
rs10754555 kungen kungen
SNP
HR p-Wert HR p-Wert
(95%-KI) (95%-KI)
Crude C/C 1 1
C/G 1,26 0,220 0,91 0,711
(0,87-1,84) (0,55-1,51)
G/G 1,20 0,488 1,02 0,944
(0,72-2,00) (0,52-2,02)
Model 1 C/C 1 1
C/G 1,30 0,170 1,05 0,866
(0,89-1,90) (0,63-1,75)
G/G 1,22 0,446 1,07 0,849
(0,73-2,04) (0,54-2,11)

4.4.2. Einfluss verschiedener kardiovaskularer Risikofaktoren auf die kardiovas-
kulare Mortalitat

In Abbildung 26 ist ein Vergleich der Effekte des rs10754555 Genotyps und anderer kardi-

ovaskulidrer Risikofaktoren auf die kardiovaskuldre Mortalitit dargestellt.
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P=0.013 P=0.177 P=0.095 P<0.0001 P=0.008 P<0.0001 P=0.881 P<0.0001
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Abb. 26: Hazard ratio (£95%-KI) fiir die kardiovaskuldre Mortalitit fiir rs10754555
Trager im Vergleich zu anderen kardiovaskuldren Risikofaktoren oder priadisponieren-
den Faktoren abgeleitet von multivariaten adjustierten Cox-Regressionsmodellen aus
der LURIC-Studie. Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Diabetes, Raucherstatus, systoli-
scher Blutdruck, BMI, lipidsenkende Therapie, LDL-Cholesterin, Myokardinfarkt,
eGFR, wo zutreffend, Abbildung entnommen aus Schunk ef al. Eur Heart J 2021

4.4.3. Assoziation zwischen dem rs10754555 Genotyp und kardiovaskuldrer
Mortalitit in zehn prospektiven Studien

Des Weiteren wurde die Assoziation zwischen dem rs10754555 Genotyp und der kardiovasku-
laren Mortalitdt in zehn prospektiven klinischen Studien untersucht. Diese schlossen insgesamt
526091 Teilnehmer mit oder ohne priavalente KHK ein. Die Charakteristika der einzelnen Stu-
dienteilnehmer sind in den Tabellen 26-34 im Anhang detailliert aufgefiihrt. Additive geneti-
sche Modelle zeigten, dass der rs10754555 Genotyp mit einer signifikant erhohten kardiovas-
kuldren Mortalitit einhergeht. Dies konnte sowohl bei Teilnehmern der Sekundérpraventions-
studien (HR 1,14, 95%-KI: 1,07-1,21) als auch bei Teilnehmern der Primérpraventionsstudien
(HR 1,06, 95%-KI: 1,01-1,11) gezeigt werden. Eine signifikante Heterogenitét bestand nicht
(I’=22,2%, p=0,253 fiir die Sekundirpraventionsstudien und 1>=0,0%, p=0,999 fiir die Pri-
méirpraventionsstudien). ,,Small-study effects* wurden mittels Egger Test (p=0,341 fiir die Me-
taanalyse zur kardiovaskuldren Mortalitdt in den Sekundéirpriventionsstudien) ausgeschlossen.

Die Metaanalyse ist in Abbildung 27 dargestellt.
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Studie Anzahl von Ereignissen/Patienten

LURIC* 560/3061 —— 1.18 (1.05, 1.33)
|
CDCS 128/1400 —_—— 1.09 (0.91, 1.29)
EMORY 162/934 —_— 1.09 (0.83, 1.43)
PROSPER** 102/2633 -4 1.19 (0.91, 1.59)
PLATO 225/9980 —_—— 1.26 (1.09, 1.47)
INVEST 21/742 —— 1.01 (0.87,1.18)
dal-OUTCOMES 23/3952 —_ 1.17 (0.81, 1.69)
STABILITY 457/10786 —-— 1.03 (0.92, 1.14)
esamte
ekundar- 2190/33488 1.14 (1.07, 1.21)
pravention

(12=22.2%, P = 0.253)

* 77.8 % Sekundarpravention I I I

** 50 % Sekundarpravention 0.5 1 15
Hazard Ratio fiir kardiovaskulare Mortalitat

ARIC 512/9345 —— 1.06 (0.94, 1.20)
I

UKBiobank 4256/483258 <+ 1.06 (1.01, 1.11)

gesamte

Primar- 4768/492603

" . 1.06 (1.01, 1.11)
pravention

(P=0.0%, P = 0.999)

| I |
0.5 1 1.5

Hazard Ratio flir kardiovaskulare Mortalitat

Abb. 27: Metaanalyse der kardiovaskuldren Mortalitdt assoziiert mit dem rs10754555
Genotyp in den Sekundir- (1.) und Primérpraventionsstudien (2.). Gezeigt sind die Ha-
zard Ratios fiir kardiovaskuldre Mortalitit assoziiert mit dem rs10754555 Genotyp in
33488 Teilnehmern von 8 Studien, welche Patienten mit pravalenter KHK (d.h. Sekun-
déarpriavention) und 492603 Teilnehmer von zwei Studien aus der Allgemeinbevolke-
rung, einschlossen. Die Analysen aus jeder einzelnen Studie wurden fiir Alter und Ge-

schlecht adjustiert, Abbildung entnommen aus Schunk et al. Eur Heart J 2021
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4.5. Bekannte NLRP3-Inflammasom-Aktivatoren und die Assoziation
zwischen rs10754555 und Mortalitit
Mittlerweile wurden diverse Aktivatoren des NLRP3-Inflammasoms identifiziert, von denen
ApoC3, Triglyceride und Harnsdure fiir die Entwicklung von kardiovaskuldren Erkrankungen
von besonderer Relevanz sind. Nachfolgend wurde die Assoziation zwischen dem rs10754555
Genotyp und kardiovaskuldrer Mortalitét abhingig der ApoC3-, Triglycerid- und Harnsdure-
plasmaspiegel untersucht. In der LURIC-Studie war der rs10754555 Genotyp lediglich bei den
Patienten mit erhohter kardiovaskuldrer Mortalitdt verbunden, bei denen erhéhte ApoC3- und

Triglyceridplasmaspiegel vorlagen.

4.5.1. Assoziation zwischen dem rs10754555 Genotyp und kardiovaskuldrer
Mortalitit abhéngig vom ApoC3- und Triglyceridplasmaspiegel

Abbildung 28a zeigt die Assoziation zwischen dem Genotyp und kardiovaskuldrer Mortalitét

bei Patienten der LURIC-Studie abhidngig vom ApoC3-Plasmaspiegel.
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Abb. 28a: Assoziation zwischen dem rs10754555 Genotyp und kardiovaskuldrer Mor-
talitdt bei 3061 LURIC-Patienten, unterteilt in Patienten mit niedrigem (<17,3mg/dL,
Quartil 1-3) und hohem (>17,3mg/dL, Quartil 4) ApoC3-Plasmaspiegel, Abbildung ent-

nommen aus Schunk ef al. Eur Heart J 2021
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Abbildung 28b zeigt die Assoziation zwischen dem Genotyp und kardiovaskuldrer

Mortalitdt bei LURIC- und UKBioBank-Patienten abhingig vom Triglycerid-Plasma-

spiegel.
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Abb. 28b: Assoziation zwischen dem rs10754555 Genotyp und kardiovaskuldrer Mor-

talitdt in der LURIC-Studie und bei 483258 Teilnehmern der UK-BioBank, unterteilt in

Probanden mit niedrigen (<£201mg/dL, Quartil 1-3) und hohen (<201mg/dL, Quartil 4)

Triglycerid-Plasmaspiegeln, Abbildung entnommen aus Schunk ef al. Eur Heart J 2021

4.5.2. Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskuldre Mortalitdt abhénig von Geno-
typ und ApoC3- und Triglyceridplasmaspiegel bei LURIC-Patienten

Im Folgenden sind die Cox-Regressionsanalysen fiir die kardiovaskuldre Mortalitit in Abhén-
gigkeit des Genotyps und entweder dem ApoC3- (Tabelle 13) oder dem Triglycerid-Plasma-
spiegel (Tabelle 14) bei Patienten der LURIC-Studie dargestellt.

Tab. 13: Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskuldare Mortalitdt abhdngig vom
rs10754555 Genotyp bei Patienten der LURIC-Studie unterteilt nach dem ApoC3-
Plasmaspiegel, Model 1 adjustiert fiir Alter und Geschlecht, Model 2 adjustiert fiir
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Model 1, Diabetes, Rauchen systolischer Blutdruck, BMI, lipidsenkende Therapie,
LDL-Cholesterin, pravalente KHK, Myokardinfarkt und eGFR

Model Nirp3 Kardiovaskulire Mortalit:it
rs10754555
SNP
ApoC3 £17,3mg/dL ApoC3 >17,3mg/dL
HR (95%- p-Wert HR (95%- p-Wert
KI) KI)
Crude C/C 1 1
C/G 1,06 (0,85- 0,634 1,20 (0,84- 0,326
1,31) 1,71)
G/G 1,20 (0,90- 0,208 1,57 (1,02- 0,041
1,61) 2,43)
Model 1 C/C 1 1
C/G 1,05 (0,85- 0,643 1,22 (0,85- 0,273
1,31) 1,75)
G/G 1,17 (0,88- 0,281 1,66 (1,07- 0,023
1,56) 2,57)
Model 2 C/C 1 1
C/IG 1,12 (0,90- 0,320 1,28 (0,89- 0,186
1,40) 1,83)
G/G 1,16 (0,87- 0,302 1,79 (1,15- 0,010
1,55) 2,79)

Tab. 14: Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskuldare Mortalitdt abhdngig vom

rs10754555 Genotyp bei Patienten der LURIC-Studie unterteilt nach dem Triglycerid-

Plasmaspiegel, Model 1 adjustiert fiir Alter und Geschlecht, Model 2 adjustiert fiir

Model 1, Diabetes, Rauchen systolischer Blutdruck, BMI, lipidsenkende Therapie,
LDL-Cholesterin, pravalente KHK, Myokardinfarkt und eGFR
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Model Nlrp3 Kardiovaskulire Mortalit:it
rs10754555
SNP
Triglyceride <201mg/dL Triglyceride >201mg/dL
HR (95%- p-Wert HR (95%- p-Wert
KI) KI)
Crude C/IC 1 1
C/G 1,07 (0,86- 0,544 1,19 (0,81- 0,373
1,32) 1,75)
G/G 1,17 (0,88- 0,276 1,82 (1,15- 0,011
1,55) 2,88)
Model 1 C/C 1 1
C/G 1,06 (0,86- 0,567 1,30 (0,89- 0,177
1,32) 1,92)
G/G 1,19 (0,90- 0,235 1,78 (1,12- 0,014
1,57) 2,81)
Model 2 C/C 1 1
C/G 1,12 (0,90- 0,304 1,36 (0,92- 0,125
1,39) 2,01)
G/G 1,17 (0,88- 0,276 2,00 (1,25- 0,004
1,55) 3,19)

4.5.3. Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskuldre Mortalitdt bei UKBioBank-

Teilnehmern abhidngig von Genotyp, Triglyceridplasmaspiegel und Alter

Die vorangehend gezeigten Ergebnisse wurden an den Probanden der UKBioBank bestétigt.
Sie waren altersunabhédngig und zeigten sich zudem bei Probanden mit erhdhten Triglycerid-

werten aufgrund von SNPs im Apoc3 Genlokus (Tabelle 17).

Nachfolgend sind die Cox-Regressionsanalysen fiir die kardiovaskuldre Mortalitdt bei Patien-

ten der UKBioBank abhingig vom Genotyp und erh6hten Triglyceridplasmaspiegeln (Tabelle

15), sowie erhohten Triglyceridplasmaspiegeln und dem Alter (Tabelle 16) aufgefiihrt.
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Tab. 15: Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskuldre Mortalitdt abhdngig vom
rs10754555 Genotyp bei Probanden der UKBioBank-Studie unterteilt nach dem
Triglycerid-Plasmaspiegel, Model 1 adjustiert fiir Alter und Geschlecht, Model 2 ad-

justiert fiir Model 1, Diabetes, Rauchen systolischer Blutdruck, BMI, lipidsenkende

Therapie, LDL-Cholesterin, privalente KHK, Myokardinfarkt und eGFR

Model Nlrp3 Kardiovaskulire Mortalit:it
rs10754555
SNP
Triglyceride <201mg/dL Triglyceride >201mg/dL
HR (95%- p-Wert HR (95%- p-Wert
KI) KI)
Crude C/C 1 1
C/G 1,11 (1,01- 0,024 1,36 (1,22- <0,001
1,21) 1,52)
G/G 1,05 (0,93- 0,452 2,05 (1,71- <0,001
1,19) 2,46)
Model 1 C/C 1 1
C/IG 1,11 (1,02- 0,014 1,12 (1,00- 0,050
1,22) 1,25)
G/G 1,06 (0,94- 0,334 1,69 (1,41- <0,001
1,20) 2,03)
Model 2 C/C 1 1
C/IG 1,12 (1,02- 0,014 0,98 (0,88- 0,740
1,22) 1,10)
G/G 1,06 (0,93- 0,385 1,47 (1,23- <0,001
1,20) 1,78)
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Tab. 16: Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskuldre Mortalitit abhdngig vom
rs10754555 Genotyp bei Probanden der UKBioBank-Studie unterteilt nach dem Trig-
lycerid-Plasmaspiegel und dem Alter, Model 1 adjustiert fiir Alter und Geschlecht,
Model 2 adjustiert fiir Model 1, Diabetes, Rauchen systolischer Blutdruck, BMI, lip-
idsenkende Therapie, LDL-Cholesterin, privalente KHK, Myokardinfarkt und eGFR

Model Nirp3 Alter <60 Jahre Alter 260 Jahre
rs10754555
SNP
Triglyceride Triglyceride Triglyceride Triglyceride
<201 mg/dL >201 mg/dL <201 mg/dL >201 mg/dL
HR p- HR p- HR p- HR p-
(95%- | Wert | (95%- | Wert | (95%- | Wert | (95%- | Wert
KD KD KD KD
Crude C/IC 1 1 1 1
C/G 0,88 10,077 | 1,59 |<0,001| 1,04 | 0,389 | 1,20 | 0,009
(0,76- (1,31- (0,95- (1,05-
1,01) 1,93) 1,15) 1,37)
G/G 0,86 | 0,170 | 2,36 | <0,001| 0,90 | 0,185 | 1,81 |<0,001
(0,70- (1,74- (0,78- (1,44-
1,07) 3,21) 1,05) 2,28)
Model C/C 1 1 1 1
1
C/G 0,96 |0,533 | 1,17 | 0,120 | 1,06 | 0,218 | 1,09 | 0,196
(0,83- (0,99- (0,96- (0,96-
1,10) 1,41) 1,17) 1,25)
G/G 0,94 | 0,557 | 1,73 |<0,001| 0,92 | 0,296 | 1,65 |<0,001
(0,76- (1,28- (0,79- (1,31-
1,16) 2,36) 1,07) 2,08)
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Model C/C 1 1 1 1
2
C/G 0,99 | 0,964 | 0,94 | 0,560 | 1,09 | 0,078 | 0,99 | 0,951
(0,86- (0,78- (0,99- (0,87-
1,15) 1,15) 1,21) 1,14)
G/G 1,00 10,999 | 1,42 | 0,025 | 0,95 | 0,545| 1,49 | 0,001
(0,81- (1,05- (0,82- (1,18-
1,24) 1,93) 1L,11) 1,87)

Tab. 17: Assoziation von SNPs mit der Triglyceridkonzentration bei Probanden der

UKBioBank, adjustiert fiir Alter und Geschlecht

SNP Gen MAF Beta (SE) p-Wert R?

rs734104 APOC3 0,83 -0,121 <1,01x10-320 4,9%
(0,003)

rs4520 APOC3 0,71 -0,115 <1,01x10-320 5,1%
(0,002)

rs5142 APOC3 0,87 -0,179 <1,01x10-320 5,1%
(0,004)

rs5141 APOC3 0,87 -0,195 <1,01x10-320 5,2%
(0,004)

rs5128 APOC3 0,88 -0,182 <1,01x10-320 5,1%
(0,004)

4.5.4. Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskuldre Mortalitdt abhdngig von Ge-
notyp und mit oder ohne genetisch-determiniert erhohte Plasmatriglycerid-
spiegel be1 UKBioBank-Teilnehmern

Nachfolgend sind die Cox-Regressionsanalysen fiir die kardiovaskuldre Mortalitdt abhéngig
vom Genotyp bei Patienten der UKBiobank mit oder ohne genetisch-determiniert erhohten

Plasmatriglyceridspiegeln (Tabelle 18) aufgefiihrt.
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Tab. 18: Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskuldre Mortalitdt abhdngig vom

rs10754555 Genotyp bei Probanden der UKBioBank-Studie unterteilt nach Probanden

mit oder ohne genetisch-determiniert erhdhten Triglyceridplasmaspiegeln, Model 1

adjustiert fiir Alter und Geschlecht, Model 2 adjustiert fiir Model 1, Diabetes, Rau-

chen systolischer Blutdruck, BMI, lipidsenkende Therapie, LDL-Cholesterin, priva-
lente KHK, Myokardinfarkt und eGFR, Interaktion zwischen rs10754555 und gene-

tisch-determinierten Triglyceridplasmaspiegeln p=0,036

Model Nirp3 Kardiovaskulire Mortalit:it
rs10754555
SNP
Genetisch determiniert Genetisch determiniert
niedrige Triglyceride hohe Triglyceride
Median (IQR) der Trigly- 129,5 (96,1) mg/dL 152,1 (128,6) mg/dL
ceride
HR (95%- p-Wert HR (95%- p-Wert
KI) KI)
Crude C/C 1 1
C/IG 1,04 (0,97- 0,309 2,06 (0,86- 0,103
1,12) 4,89)
G/G 1,08 (0,98- 0,137 2,66 (0,96- 0,059
1,20) 7,32)
Model 1 C/C 1 1
C/IG 1,05 (0,97- 0,240 2,08 (0,88- 0,097
1,13) 4,96)
G/G 1,09 (0,99- 0,093 2,85 (1,03- 0,043
1,21) 7,86)
Model 2 C/C 1 1
C/IG 1,04 (0,97- 0,248 2,01 (0,85- 0,114
1,12) 4,79)
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0,046

G/G 0,096 2,81 (1,02-

7,77)

1,09 (0,99-
1,21)

Es zeigte sich, dass bei den Probanden der UK-BioBank erhdhte Plasmatriglyceridwerte mit
einer erhohten kardiovaskuldren Mortalitdat (HR 1,17, 95%-KI: 1,08-1,26) in der Gesamtbevol-
kerung assoziiert waren. Der stirkste Effekt konnte bei homozygoten rs10754555 Tréigern be-
obachtet werden (HR 1,57, 95%-KI: 1,30-1,90).

4.5.5. Assoziation zwischen Plasmatriglyceridspiegeln und kardiovaskuldrer
Mortalitdt bei UKBioBank-Teilnehmern abhéngig von Alter und Genotyp

In Tabelle 19a und b ist die Assoziation zwischen den Plasmatriglyceridspiegeln und der kar-
diovaskuldren Mortalitit bei UKBioBank-Teilnehmern in Abhédngigkeit vom Alter und Geno-

typ aufgefiihrt.

Tab. 19a: Assoziation zwischen den Plasmatriglyceridspiegeln und kardiovaskulérer
Mortalitit bei Teilnehmern der UKBioBank abhidngig vom Alter. Gezeigt ist die Ha-
zard Ratio fiir Triglyceride >201 mg/dL mit Triglyceriden <201 mg/dL als Referenz,
Model 1: adjustiert fiir Alter und Geschlecht, Model 2: adjustiert fiir Alter, Ge-
schlecht, Diabetes, Rauchen, systolischer Blutdruck, BMI, lipidsenkende Therapie,
LDL-Cholesterin, Myokardinfarkt, eGFR

Model gesamt Alter
<60 Jahre 260 Jahre
HR p-Wert HR p-Wert HR p-Wert

(95%-KI) (95%-KI) (95%-KI)

Crude 1,52 (1,41- | <0,0001 1,79 (1,58- | <0,0001 1,33 (1,22- | <0,0001
1,64) 2,03) 1,46)

Model 1 1,25 (1,16- | <0,0001 1,32 (1,16- | <0,0001 1,22 (1,11- | <0,0001
1,35) 1,50) 1,34)

Model 2 1,17 (1,08- | <0,0001 1,15 (1,01- | 0,040 1,17 (1,06- | 0,001
1,26) 1,31) 1,28)
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Tab. 19b: Assoziation zwischen den Plasmatriglyceridspiegeln und kardiovas-

kuldrer Mortalitdt bei Teilnehmern der UKBioBank abhidngig vom rs10754555

Genotyp. Gezeigt ist die Hazard Ratio fiir Triglyceride >201 mg/dL mit Trigly-

ceriden <201 mg/dL als Referenz, Model 1: adjustiert fiir Alter und Geschlecht,

Model 2: adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Diabetes, Rauchen, systolischer Blut-
druck, BMI, lipidsenkende Therapie, LDL-Cholesterin, Myokardinfarkt, eGFR

Model gesamt rs10754555 Genotyp
C/IC C/G G/G
HR p-Wert HR | p-Wert | HR | p-Wert | HR | p-Wert
(95%- (95%- (95%- (95%-
KI) KD KD KD
Crude 1,52 <0,0001 1,54 | <0,0001 | 1,36 |<0,0001 | 2,05 | <0,0001
(1,41- (1,36- (1,22- (1,71-

1,64) 1,74) 1,52) 2,46)
Model 1 | 1,25 <0,0001 1,28 | <0,0001 | 1,12 0,052 1,69 | <0,0001
(1,16- (1,14- (0,99- (1,40-

1,35) 1,45) 1,25) 2,03)
Model 2 | 1,17 <0,0001 1,19 0,007 1,05 0,430 1,57 | <0,0001
(1,08- (1,05- (0,93- (1,30-

1,26) 1,35) 1,17) 1,90)
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4.5.6. Assoziation zwischen Plasmaharnsdurespiegel, Genotyp und kardiovasku-
larer Mortalitdt bet LURIC- und UKBioBank-Patienten

Vergleichbare Ergebnisse konnten erzielt werden, nachdem die Teilnehmer der LURIC- und
UKBioBank-Studie dichotimisiert wurden abhédngig von ihrem Plasmaharnsdurespiegel und
dem SNP-Trigerstatus, der mit erhhten Harnsdurespiegeln assoziiert ist. Das Ergebnis ist in

Abbildung 29 dargestellt.

2 5- .P=0'31. I:"=0.00:l .P=0'65. If’<0.00:|
P=0.25 P=0.25 P=0.87 P<0.001

2.0+
1.5

R & A I

0.5 LURIC UKBiobank
N=3,061 N=469,025

Hazard Ratio fiir kardiovaskulare Mortalitat

0
C/C_ G/G C/C G/G C/C_ G/G C/C. G/G
C/G C/G C/G C/G

Harnsaure <5.1 >5.1 <5.1 >5.1 mg/dL
I — I — |

P=0.001 fir die Interaktion P=0.001 fur die Interaktion
Abb. 29: Assoziation zwischen dem rs10754555 Genotyp und kardiovaskuldrer Mor-
talitdt in der LURIC und UKBioBank-Studie, unterteilt in Probanden mit niedrigen
(25,1 mg/dL, Quartil 1-3) und hohen (>5,1 mg/dL, Quartil 4) Plasmaharnsiurespiegeln.
Die Interaktion bezieht sich auf die Interaktion zwischen ApoC3, Triglyceriden oder

Harnsdure und rs10754555, was in die Cox-Regressionsmodelle einbezogen wurde,

Abbildung entnommen aus Schunk et al. Eur Heart J 2021

4.5.7. Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskulidre Mortalitdat abhangig vom Ge-
notyp, Harnsaureplasmaspiegel und Alter in LURIC- und UKBioBank-Pa-
tienten

In den folgenden Tabellen sind die Cox-Regressionsanalysen aufgefiihrt fiir die kardiovasku-

lire Mortalitdt abhingig vom Genotyp und dem Harnséure-Plasmaspiegel bei LURIC-
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Teilnehmern (Tabelle 20) und UKBioBank-Probanden (Tabelle 21). In Tabelle 22 ist zusétz-

lich noch die Altersabhéngigkeit bei UKBioBank-Probanden integriert.

Tab. 20: Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskuldre Mortalitdt abhdngig vom

rs10754555 Genotyp bei Probanden der LURIC-Studie unterteilt nach dem Harn-

sdure-Plasmaspiegel, Model 1 adjustiert fiir Alter und Geschlecht, Model 2 adjustiert

fiir Model 1, Diabetes, Rauchen systolischer Blutdruck, BMI, lipidsenkende Therapie,
LDL-Cholesterin, pravalente KHK, Myokardinfarkt und eGFR

Model Nirp3 Kardiovaskulire Mortalit:it
rs10754555
SNP
Harnsaure <5,1 mg/dL Harnséure >5,1 mg/dL
HR (95%- p-Wert HR (95%- p-Wert
KI) KI)
Crude C/C 1 1
C/IG 1,07 (0,83- 0,599 1,43 (0,97- 0,071
1,37) 2,09)
G/G 1,14 (0,81- 0,453 1,81 (1,42- <0,001
1,58) 2,30)
Model 1 C/C 1 1
C/IG 1,09 (0,85- 0,492 1,33 (0,90- 0,152
1,40) 1,95)
G/G 1,15 (0,83- 0,401 1,68 (1,32- <0,001
1,61) 2,14)
Model 2 C/C 1 1
C/IG 1,16 (0,90- 0,248 1,26 (0,85- 0,245
1,49) 1,85)
G/G 1,19 (0,85- 0,309 1,54 (1,20- 0,001
1,66) 1,97)
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Tab. 21: Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskuldre Mortalitdt abhdngig vom

rs10754555 Genotyp bei Probanden der UKBioBank-Studie unterteilt nach dem Harn-

sdure-Plasmaspiegel, Model 1 adjustiert fiir Alter und Geschlecht, Model 2 adjustiert

fiir Model 1, Diabetes, Rauchen systolischer Blutdruck, BMI, lipidsenkende Therapie,
LDL-Cholesterin, pravalente KHK, Myokardinfarkt und eGFR

Model Nlrp3 Kardiovaskulire Mortalit:it
rs10754555
SNP
Harnsaure <5,1 mg/dL Harnséure >5,1 mg/dL
HR (95%- p-Wert HR (95%- p-Wert
KI) KI)
Crude C/C 1 1
C/IG 0,99 (0,86- 0,849 2,47 (2,21- <0,001
1,13) 2,75)
G/G 0,95 (0,78- 0,593 2,69 (2,21- <0,001
1,15) 3,28)
Model 1 C/C 1 1
C/IG 0,99 (0,87- 0,928 1,40 (1,25- <0,001
1,14) 1,56)
G/G 0,96 (0,79- 0,662 1,53 (1,25- <0,001
1,16) 1,87)
Model 2 C/C 1 1
C/IG 0,99 (0,86- 0,864 1,30 (1,16- <0,001
1,13) 1,46)
G/G 0,96 (0,79- 0,648 1,44 (1,18- <0,001
1,16) 1,76)
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Tab. 22: Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskuldre Mortalitit abhdngig vom

rs10754555 Genotyp bei Probanden der UKBioBank-Studie unterteilt nach dem

Harnsdure-Plasmaspiegel und dem Alter, Model 1 adjustiert fiir Alter und Ge-

schlecht, Model 2 adjustiert fiir Model 1, Diabetes, Rauchen systolischer Blutdruck,
BM]I, lipidsenkende Therapie, LDL-Cholesterin, pravalente KHK, Myokardinfarkt

und eGFR
Model Nirp3 Alter <60 Jahre Alter 260 Jahre
rs10754555
SNP
Harnsaure Harnsaure Harnsaure Harnsaure
<5,1 mg/dL >5,1 mg/dL <5,1 mg/dL >5,1 mg/dL
HR p- HR p- HR p- HR p-
(95%- | Wert | (95%- | Wert | (95%- | Wert | (95%- | Wert
KI) KI) KI) KI)
Crude C/C 1 1 1 1
C/G 099 |0977 | 2,57 |<0,001| 0,99 | 0,893 | 2,11 | <0,001
(0,79- (2,13- (0,84- (1,85-
1,26) 3,11) 1,17) 2,41)
G/G 093 10933 | 3,05 |<0,001| 094 | 0,592 | 2,23 |<0,001
(0,71- (2,18- (0,74- (1,74-
1,38) 4,26) 1,19) 2,84)
Model C/C 1 1 1 1
1
C/G 1,01 | 0916 | 1,37 0,002 0,99 | 0,859 | 1,40 | <0,001
(0,80- (1,12- (0,83- (1,22-
1,28) 1,67) 1,16) 1,61)
G/G 1,01 0975 | 1,62 0,005 093 | 0,582 | 148 0,002
(0,72- (1,15- (0,7- (1,15-
1,41) 2,28) 1,19) 1,89)
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Model C/C 1 1 1 1
2
C/G 0,99 | 0,929 | 128 | 0,014 | 0,99 |0861| 1,30 |<0,001
(0,78- (1,05- (0,83- (1,13-
1,25) 1,57) 1,16) 1,49)
G/G 0,99 | 0,934 | 1,60 | 0,007 | 0,94 |0616| 1,37 | 0,013
(0,71- (1,14- (0,74- (1,07-
1,38) 2,25) 1,20) 1,75)

4.5.8. Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskuldre Mortalitdt abhdngig von Ge-
notyp und genetisch-determiniert erhohter Harnsdureplasmaspiegel bei
UKBioBank-Teilnehmern

Tabelle 23 zeigt die Assoziation zwischen SNPs und der Harnsdurekonzentration bei UKBio-

Bank-Probanden.

Tab. 23: Assoziation von SNPs mit der Harnsdurekonzentration bei Probanden der

UKBioBank, adjustiert fiir Alter und Geschlecht

SNP Gen MAF Beta (SE) p-Wert R?

rs16890979 SLC249 0,20 22,73 (0,16) | <1,01x107320 17,4%
156449213 SLC249 0,84 24,69 (0,18) | <1,01x107320 17,0%
rs2231142 SLC249 0,10 14,08 (0,22) | <1,01x1073%° 7,8%

Tabelle 24 zeigt die Cox-Regressionsanalyse fiir die kardiovaskuldre Mortalitdt in Abhéngig-

keit des Genotyps der UKBioBank-Probanden mit dem Vorhandensein bzw. Fehlens eines ge-

metisch-determiniert erhhten Harnsédureplasmaspiegel.

Tab. 24: Cox-Regressionsanalyse fiir kardiovaskuldre Mortalitdt abhdngig vom

rs10754555 Genotyp bei Probanden der UKBioBank-Studie unterteilt nach Probanden

mit oder ohne genetisch-determiniert erhhten Harnsédureplasmaspiegeln, Model 1 ad-

justiert fiir Alter und Geschlecht, Model 2 adjustiert fiir Model 1, Diabetes, Rauchen

systolischer Blutdruck, BMI, lipidsenkende Therapie, LDL-Cholesterin, privalente
KHK, Myokardinfarkt und eGFR, Interaktion zwischen rs10754555 und genetisch-

determinierten Harnsdureplasmaspiegeln p=0,043

Model

Nirp3

Kardiovaskulire Mortalitéit
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rs10754555
SNP

Genetisch determiniert

niedrige Harnsiure

Genetisch determiniert

hohe Harnsaure

Median (IQR) der Harn- 4,8 (1,8) mg/dL 5,3 (1,8) mg/dL
sdure
HR (95%- p-Wert HR (95%- p-Wert
KI) KI)
Crude C/C 1 1
C/IG 1,03 (0,89- 0,727 1,13 (1,00- 0,051
1,19) 1,27)
G/G 0,99 (0,80- 0,947 1,21 (1,03- 0,021
1,23) 1,43)
Model 1 C/C 1 1
C/IG 1,03 (0,89- 0,720 1,12 (0,99- 0,056
1,19) 1,27)
G/G 1,01 (0,82- 0,718 1,22 (1,04- 0,017
1,25) 1,44)
Model 2 C/C 1 1
C/IG 1,03 (0,89- 0,718 1,12 (0,99- 0,059
1,19) 1,26)
G/G 1,02 (0,83- 0,861 1,21 (1,03- 0,021
1,26) 1,43)

4.5.9. Assoziation zwischen Plasmaharnsdurespiegel und kardiovaskuldrer Mor-
talitdt abhiangig von Genotyp und Alter be1 UKBioBank-Teilnehmern

Die Assoziation zwischen dem Plasmaharnsdurespiegel und kardiovaskuldrer Mortalitét bei

Teilnehmern der UKBioBank-Studie ist in Abhéngigkeit von Alter und Genotyp in Tabelle 25

dargestellt.
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Tab. 25: Assoziation zwischen den Plasmaharnséurespiegeln und kardiovaskuldrer
Mortalitét bei Teilnehmern der UKBioBank abhéingig von Alter und rs10754555
Genotyp. Gezeigt ist die Hazard Ratio fiir Harnsdure >5,1 mg/dL mit Harnsdure
<5,1 mg/dL als Referenz, Model 1: adjustiert fiir Alter und Geschlecht, Model 2:
adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Diabetes, Rauchen, systolischer Blutdruck, BMI,
lipidsenkende Therapie, LDL-Cholesterin, Myokardinfarkt, eGFR

Mo- Gesamt Alter rs10754555 Genotyp
del

<60 Jahre | >60 Jahre C/C C/G G/G

HR | p- |HR| p- |HR| p- |HR| p- |HR| p- | HR p-

95 | Wer | 95 | Wer | (95 | Wer | (95 | Wer | (95 | Wer | (95 | Wert
%- t %- t %- t %- t %- t %-
KI) KI) KI) KI) KI) KI)

Cru | 2,41]<0,0 |2,65| <0,0 | 2,01 | <0,0 | 2,24 | <0,0 | 2,46 | <0,0 | 2,69 | <0,00
de | (22 /001 | (23] 001 |(1,8] 001 | (1,9] 001 |(2,2] 001 | (22| o1

3- 3- 3- 9- 1- 1-
2,59 3,01 2,20 2,53 2,75 3,28
) ) ) ) ) )

Mo- | 1,38 | <0,0 | 1,46 | <0,0 | 1,34 | <0,0 | 1,31 | <0,0 | 1,41 | <0,0 | 1,57 | <0,00
dell | (1,2 {001 | (1,2 | 001 | (1,2 | 0OO1 | (1,1 | 001 | (1,2| 001 | (1,2 | Ol

8- 6- 2- 4- 5- 7-
1,50 1,69 1,48 1,49 1,59 1,96
) ) ) ) ) )

Mo- | 1,22 | <0,0 | 1,30 | <0,0 | 1,17 | <0,0 | 1,14 | 0,05 | 1,26 | 0,00 | 1,37 | <0,00
del2 | (1,1 {001 | (1,1 | 001 | (1,0 02 | (1,0 0 (1,1 02 | (1,1 01

2- 2- 6- 0- 2- 0-
1,32 1,50 1,29 1,31 1,42 1,70
) ) ) ) ) )

-87 -




Diskussion

5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte der SNP rs10754555 im Nlrp3-Inflammasom Genlocus iden-
tifiziert werden, der unabhingig von anderen kardiovaskuldren Risikofaktoren mit einer erhoh-
ten systemischen Inflammation assoziiert ist. Es konnte gezeigt werden, dass rs10754555 mit
einer hoheren NLRP3 mRNA-Expression, hoheren IL-18-Plasmaspiegeln, erhohter ASC-
Speckbildung und Inflammasomaktivierung in humanen PBMCs einhergeht. Zusitzlich konnte
beobachtet werden, dass Méuse nach Transplantation mit Monozyten von homozygoten
rs10754555 Tragern eine reduzierte Re-Endothelialisierung nach Carotis-Schidigung aufwei-

sen.

In einer groBlen genetischen Assoziationsstudie konnte gezeigt werden, dass rs10754555 mit
einem erhohten KHK-Risiko einhergeht. Hierbei handelte es sich um einen altersabhéngigen
Effekt der bei jiingeren Personen pradominierte. Eine wichtige Erkenntnis war zudem, dass der
rs10754555 Trégerstatus mit einer erhdhten kardiovaskuldren Mortalitdt assoziiert ist. Dies
deutet auf eine relevante Rolle des angeborenen Immunsystems in der Pathogenese von kardi-

ovaskuldren Erkrankungen hin.

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit ein Zusammenhang zwischen einer genetisch-deter-
minierten systemischen Inflammation und der Pridvalenz und des Outcomes kardiovaskulérer

Erkrankungen hergestellt werden.

5.1. NLRP3-Inflammasom und Atherosklerose

Die Entstehung der Atherosklerose ist gekennzeichnet durch eine chronische Inflammation un-
ter Beteiligung von Zellen und Effektormolekiilen des angeborenen Immunsystems. Resultie-
rend aus einer Infiltration der GefiBwand durch Immunzellen, Lipidablagerungen und Prolife-
rationen der glatten GefdBmuskelzellen kommt es zur Ausbildung einer atherosklerotischen
Plaque in der GefdBwand [118]. Eine schematische Darstellung liefert Abbildung 30. Als Aus-
16ser inflammatorischer Prozesse gelten korpereigene Molekiile, die bei Zell- oder Gewebeun-
tergang, sowie metabolischen Ungleichgewichten freigesetzt werden. Hierzu gehdren u.a. Cho-
lesterinkristalle, Kalziumprizipitate, Komponenten der extrazelluldren Matrix, ATP, aber auch
oxidierte LDL-Partikel [47]. In einer wegweisenden Studie konnte zum einen gezeigt werden,
dass sich Cholesterinkristalle in atherosklerotischen Plaques ablagern, als auch via Internalisie-
rung in Makrophagen mit Ausldsen einer lysosomalen Schddigung die Aktivierung des NLRP3-

Inflammasoms bewirken [29]. Dieses besteht, wie in Abbildung 30 gezeigt, aus Caspase-1,
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NLRP3 und ASC und fiihrt zu einer Prozessierung von pro-IL-1f und pro-IL-18 in maturiertes
IL-1B und IL-18. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Individuen, die heterozygote
oder homozygote Triager des SNPs rs10754555 im Nirp3-Genlocus waren, signifikant hohere
Plasma-Konzentrationen der Inflammasom-abhéngigen Zytokine IL-1p und IL-18 aufwiesen.
Gleichzeitig war die Zahl der zirkulierenden ASC-Specks als Marker einer Inflammasom-Ak-

tivierung erhoht.

g _
Kardiovaskulare Mortalitat S
Koronare Herzerkrankung

° o°0 O fouie

Abb. 30: NLRP3-Inflammasom-abhéngige Entstehung atherosklerotischer Plaque, Ab-
bildung entnommen aus Schunk ef al. Eur Heart J 2021

IL-1P ist in der Lage, sekunddre Mediatoren des Immunsystems zu aktivieren und somit den
humoralen Arm des innaten Immunsystems zu stimulieren. Besonders hervorzuheben ist an
dieser Stelle IL-6. IL-6 induziert in der Leber die Bildung von Akut-Phase-Proteinen, v.a. CRP,
Fibrinogen und Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-Typ I (PAI-I). IL-18 &hnelt IL-1f3 sowohl
strukturell als auch biologisch. IL-18 und IL-1f sind beide in der Lage, die NET-Bildung an-
zuregen, um so erneut das NLRP3-Inflammasom zu aktivieren, wodurch sich die systemische

Inflammation selbst weiter unterhélt [47].
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Im Tiermodell mit LDL-defizienten Méusen entwickelten Nlrp3-, Asc-, 1l1b- und 1/1a-defizi-
ente Miuse deutlich weniger atherosklerotische Verdnderungen [29]. Kongruente Ergebnisse
konnten in dem in dieser Arbeit durchgefiihrten perivaskuldren Carotisverletzungsmodell er-
zielt werden. Hierbei zeigte sich die Reendothelialisierung in humanisierten Miusen, denen

PBMCs von homozygoten SNP-Trégern transplantiert wurden, signifikant vermindert.

5.2. Entstehung von Inflammation bei kardiovaskuldren und renalen
Erkrankungen

5.2.1. NLRP3-Aktivierung durch Triglycerid-reiche Lipoproteine (ApoC3)

Wie eingehend beschrieben, sind drei Aktivierungswege fiir das NLRP3-Inflammasom be-

kannt: der kanonische, der nicht-kanonische und der alternative Aktivierungsweg.

ApoC3 als Bestandteil triglyceridreicher Lipoproteine ist in der Lage, {iber den alternativen
Aktivierungsweg das NLRP3-Inflammasom in humanen Monozyten zu stimulieren und somit
eine IL-1p-Freisetzung zu bewirken. Ahnlich der Stimulation mit LPS ist auch bei der Inflam-
masomaktivierung durch ApoC3 keine vorheriges Primingsignal notwendig, was nahelegt, dass
ApoC3 selbst als Ligand fiir die Inflammasomaktivierung fungieren kann. Uber Caspase-8 und
einer Dimerisierung von TLR-2 und TLR-4 kann der alternative Aktivierungsweg initiiert wer-
den. Hierfiir notwendig ist zusétzlich das Toll-like-Rezeptor-Adaptermolekiil SCIMP. ApoC3
induziert tiber die Bindung von SCIMP mit den Tyrosinkinasen Lyn und Syk einen Calcium-
einstrom in die Zelle, wodurch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies induziert wird, was
letztlich Caspase-8 aktiviert und zu einer Zusammenlagerung der NLRP3-
Inflamasomkomponenten fiihrt. Zusitzlich ist ApoC3 in der Lage, humane Monozyten fiir eine
klassische Inflammasomaktivierung zu primen [155]. Den beschriebenen Effekt scheint ApoC3
allerdings nur zu haben, wenn es in seiner freien, nicht an Lipidpartikel gebundenen Form vor-

liegt [62].

In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der Effekt von rs10754555
auf die Mortalitdt zunimmt, wenn ApoC3- oder Triglyceridkonzentrationen erh6ht sind, was

die Relevanz von ApoC3 als Aktivator des NLRP3-Inflammasoms unterstreicht.

In einer weiteren Arbeit unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass ApoC3 von Patie-
nen mit chronischer Nierenerkrankung zusitzlich posttranslational guanidinyliert ist, was des-

sen proinflammatorische Effekte verstirkt. Zusétzlich induziert posttranslational guanidinylier-
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tes ApoC3 (gApoC3) eine renale Fibrose und verhindert Reparationsvorgédnge von geschidig-
tem Endothel in vivo. Zusitzlich sind hohere Guanidinyl-Lysin Konzentrationen im ApoC3 mit
einer erhohten Mortalitdt und erhdhten Rate renaler und kardiovaskuldrer Ereignisse assoziiert

[115].

5.2.2. NLRP3-Aktivierung durch Harnsiure

Harnsdure als Endprodukt des Purinstoffwechsels kann bei hohen Konzentrationen als Mo-
nonatriumkristall ausfallen. Sowohl die Uratkristalle als auch 16sliches Urat sind in der Lage,
das NLRP3-Inflammasom zu aktivieren. Reguliert wird dies iiber den AMPK (AMP-aktivierte
Proteinkinase) -mTOR (mammalian target of rapamycin) -Signalweg. Losliches Urat suppri-
miert die Aktivitit der AMPK, was zu einer mTOR-Aktivierung fiihrt. Dies resultiert in einer
gesteigerten Bildung von ROS in Mitochondrien und Induktion von HIF-1a (hypoxia-induci-
ble-facor-1a). Die Bildung von ROS induziert eine Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms,

HIF-1a fiihrt zu einer gesteigerten Transkription und Translation von pro-IL-1 [73].

In der vorliegenden Arbeit konnte dies bestitigt werden. So zeigten PBMCs nach Stimulation
mit LPS und Mononatriumurat eine deutlich hohere IL-13-Sekretion als nach alleiniger Stimu-
lation mit LPS. Des Weiteren konnte sowohl bei Teilnehmern der LURIC- als auch der
UKBioBank-Studie, die erhohte Harnsdurespiegel aufwiesen und homozygote Trager des SNPs

waren, eine signifikant erhohte kardiovaskuldre Mortalitdt nachgewiesen werden.

5.2.3. Dysregulierte Himatopoese

Monozyten und Makrophagen spielen eine herausragende Rolle in der Entstehung der Athero-
sklerose, indem sie ins Gewebe einwandern und zu Schaumzellen werden. Wihrend bei der
stabilen Atherosklerose eine chronische Stimulation durch native oder oxidierte Lipoproteine
eine Migration von Monozyten und Makrophagen in die GefiBwand induziert, kommt es bei
einer Plaqueruptur zu einer massiven Infiltration von Monozyten und Makrophagen in das
ischdmische Gewebe. Der Untergang von Herzmuskelzellen setzt Molekiile und Triggerstoftfe
frei, wodurch weitere Leukozyten derselben Klasse rekrutiert werden. Somit verschiebt sich
das Leukozytenprofil im ischdmen Herzen erheblich von Makrophagen und dendritischen Zel-
len hin zu inflammatorischen Leukozyten, was mit einer Erh6hung der kardiovaskuldren Mor-
talitat korreliert [135]. Der hohe Bedarf an Leukozyten fiihrt zu einer Differenzierung von hi-
matopoetischen Stamm- und Progenitorzellen (HSPC) im Knochenmark und einem Shift hin

zur Myelopoese [31,128]. Bei Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen zeigte sich zudem
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das Progenitorpotential, gemessen an den ,,colony-forming units/granulocyte-monocyte (CFU-

GM)*, erhéht [143].

Der durch Stress, Schmerz und eingeschréinkte linksventrikulidre Funktion nach akutem Myo-
kardinfarkt induzierte erhohte Sympathikotonus fiihrt tiber 3-Adrenorezeptoren zu einer ver-
starkten Freisetzung von HSPCs in die Blutbahn und Einwanderung in die Milz, wo die
extramedullire Monozytenproduktion angeregt wird. Zusétzlich fiihrt dies zu einer Reduktion
des Chemokin (C-X-C motif) Ligand 12 (CXCL12), der die himatopoetischen Stammzellen im
Knochenmark im Ruhemodus hélt [30]. In der Folge fiihrt eine gesteigerte Proliferation der
hédmatopoetischen Stammzellen zu einer erhdhten Freisetzung von Neutrophilen und inflamm-
atorischen Monozyten und folgender Akkumulation in atherosklerotischen Plaques, resultie-
rend in einer hierdurch erhohten Plaquevulnerabilitit mit erhohtem Infarktrisiko [55]. Interes-
santerweise fiihrt auch Diabetes mellitus zu einer Reduktion der CXCL12-Expression und so-
mit zu einer gesteigerten HSPC-Proliferation [61]. Die gesteigerte metabolische Aktivitdt in
Knochenmark und Milz konnte konnte sowohl (sub-)akut als auch nach >12 Monaten nach

Myokardinfarkt mittels PET-Bildgebung dargestellt werden [143].

Die ins Infarktgewebe eingewanderten Neutrophilen sezernieren zudem S100A8/A9, was
chemotaktisch auf u.a. Monozyten wirkt. Des Weiteren ist SI00A8/A9 in der Lage, das
NLRP3-Inflammasom zu primen, was zu einer erhdhten IL-1p3-Sekretion flihrt. IL-13 wiede-

rum bindet an den IL-1-Rezeptor auf HSPC und stimuliert die Myelopoese [129].

Zusammengefasst fiihrt diese dysregulierte Hdmatopoese zu einer weiteren Progression der

Atherosklerose und steht so in direktem Zusammehang mit kardiovaskuldren Erkrankungen.

5.2.4. Reprogrammierung des angeborenen Immunsystems

Mehrere Jahrzehnte ging man davon aus, dass lediglich das erworbene Immunsystem ein im-
munologisches Gedéchtnis aufweist. Neuere Studien deuten allerdings darauf hin, dass auch
das angeborene Immunsystem eine Reprogrammierung durchlaufen kann und sich somit eine

, Irained innate immunity* ausbilden kann [126].

Ein westlicher Erndhrungsstil, -Glucan und Bacillus Calmette-Guérin (BCG) induzieren eine
systemische Inflammation, welche sowohl via NLRP3-Inflammasom und folgender IL-1pB-
Produktion als auch {iber die Produktion von GM-CSF zu einer Proliferation myeloider Proge-
nitorzellen fiihrt. Zusitzliche epigenetische Verdnderungen sorgen fiir die iiberwiegende

Proliferation der myeloiden Leukozyten im Vergleich zur lymphoiden Zellinie. Nach erneuter
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Stimulation mit beispielsweise LPS sind ,.trainierte” Individuen zu einer akzelerierte Immun-

reaktion fahig [126].

Den Einfluss des westlichen Erndhrungsstils auf das angeborene Immunsystem haben Christ et
al. an Lldr-defizienten Méusen untersucht. Nach Fiitterung einer westlichen Diét konnte eine
systemische Inflammation generiert werden, welche nach Riickkehr zur Standard-Diét nicht
mehr nachweisbar war. Allerdings fiihrten die durch die westliche Diét induzierte Reprogram-
mierung des Transkriptoms und des Epigenoms in den myeloiden Progenitorzellen nach erneu-
ter Stimulation zu einer gesteigerten Proliferation und verstirkten Antwort des angeborenen
Immunsystems auch nach Beendigung der westlichen Diét. Bei Ldlr-/Nlrp3-defizienten Méu-
sen konnten diese Effekte nicht beobachtet werden, was die Rolle des NLRP3-Inflammasoms

bei der Reprogrammierung des angeborenen Immunsystems unterstreicht [18].

Diese Erkenntnis tragt zum Verstandnis der Auswirkungen kardiovaskulérer Risikofaktoren auf
die Ausbildung kardiovaskuldrer Krankheiten bei. So bewirkt beispielsweise eine Hyperlipida-
mie eine langanhaltende Verdanderung des himatopoetischen Systems selbst wenn der Risiko-
faktor eliminiert wird [18,128]. Dies konnte eine 2021 veroffentlichte Studie aus Tansania un-
terlegen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die stiadtische im Vergleich zur landlichen Be-
volkerung einen proinflammatorischen Immunphénotyp auf Transkriptom- und Sekretomebene
besitzt. Ursdchlich ist unter anderem ein Unterschied in den Erndhrungsgewohnheiten, die in
der urbanen Bevolkerung weniger Pflanzen-basiert ist. Nach Stimulation mit Bakterien, Pilzen
oder TLR-Agonisten setzten die Leukozyten der urbanen Bevolkerung deutlich hohere Kon-
zentrationen proinflammatorischer Zytokine frei als die der ldndlichen Bevolkerung, bei denen

das antiinflammatorische Zytokin IL-10 starker sezerniert wurde [138].

5.2.5. Klonale Hamatopoese

Alter ist ein Risikofaktor fiir die Entwicklung von Malignomen und kardiovaskuléren Erkran-
kungen [68]. Wihrend des Alterungsprozesses des hamatopoetischen Systems kommt es zu
einer Akkumulation somatischer Mutationen in Genen, die fiir die Regulation der Himatopoese
verantwortlich sind (z.B. Tet2, Dnmt3a, Asxll, Tp53, Jak2). Dies kann zu einer klonalen Ex-
pansion von HSPC:s fiihren. Derartige Mutationen liegen in ca. 10% der iiber 70-Jahrigen vor.
Die Anwesenheit solcher Mutation in Abwesenheit himatologischer Verdnderungen wird als

,,Clonal haematopoiesis of indeterminate potential* (CHIP) bezeichnet [67].

CHIP-Tréger weisen ein 1,9-fach erhohtes Risiko auf, eine KHK zu entwickeln, und ein 4-fach

erhohtes Risiko, einen frithen Myokardinfarkt (<50 Jahre) zu erleiden im Vergleich zu Nicht-
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Tragern [68]. CHIP stellt zudem einen unabhéngigen Risikofaktor fiir ein schlechteres Outcome
bei Patienten mit bereits bestehender atherosklerotischer kardiovaskuldrer Erkrankung dar. Be-
sonders betroffen sind hierbei Patienten mit einer Mutation im 7er2-Gen oder Genen, die fiir
das Spliceosom kodieren (SF3B1/SRSF2/U2AF1). Mit einer erhohten Gesamtsterblichkeit as-
soziiert waren CHIP-Mutation in Genen, die fiir DNA-Reparaturmechanismen kodieren

(PPM1D/Tp53) [50].

Die Transplantation von Knochenmark von Tet2-defizienten Méusen in Ldlr-defiziente Miuse
fithrte zu einer deutlichen Grofenzunahme der atherosklerotischen Plaque. Zusitzlich konnte
in Tet2-defizienten Makrophagen eine deutlich hohere NLRP3-Inflammasom-vermittelte IL-
1B-Sekretion nachgewiesen werden. Diese konnte durch den spezifischen NLRP3-Inhibitor
MCC950 reduziert werden und schwichte so den CHIP-Effekt auf die Bildung atheroskleroti-
scher Lisionen ab [40]. In einer Subgruppe von Probanden der CANTOS-Studie konnte bei
Patienten mit 7et2 CHIPs eine deutlichere Reduktion von MACE (major adverse cardiovascular
events) nach Therapie mit Canakinumab beobachtet werden als bei Patienten mit anderen

CHIP-Subtypen bzw. ohne CHIP [50,133].

In klinischen Studien wiesen Patienten mit Mutationen im 7e#2- oder Dnmt3a-Gen eine schnel-
lere Verschlechterung der Herzinsuffizienz, eine hohere Hospitalisierungsrate sowie eine ge-
steigerte Herzinsuffizenz-assoziierte Mortalitiit auf und zwar unabhingig, ob die Atiologie is-
chdmisch oder nicht-ischdmisch war [98]. Mittels single-cell RNA-Sequenzierung konnte au-
Berdem gezeigt werden, dass das Vorhandensein somatischer Mutationen im 7et2- oder
Dnmt3a-Gen in peripheren Monozyten bei Patienten mit Aortenklappenstenose oder Herzin-
suffizienz mit einem proinflammatorischen Phianotyp einhergeht. So waren unter anderem die
Gene, die fiir das NLRP3-Inflammasom und die Zytokine IL-18, IL-6 und IL-8 kodieren, hoch-
reguliert [2].

5.3. Therapeutische Konsequenzen

Die zuvor beschriebenen Erkenntnise heben die Bedeutung von inflammatorischen Vorgéngen
und die Aktivierung des angeborenen Immunsystems in der Pathogenese kardiovaskulédrer Er-
krankungen hervor. Dass zielgerichtete Therapien gegen spezifische inflammatorische Kompo-
nenten einen prognostischen Vorteil auf das kardiovaskuldre Outcome von Patienten haben,
wurde erstmals in der Canakinumab Anti-Inflammatory Thrombosis Outcome Study

(CANTOS) gezeigt [105].
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5.3.1. Inhibition von IL-1

Als Effektorzytokin des NLRP3-Inflammasoms ist IL-1 von besonderem Interesse einer ziel-
gerichteten antiinflammatorischen Therapie. Drei Substanzen spielen hier eine klinische Rolle
durch Hemmung der IL-1-Wirkung: Canakinumab (s. unten), Anakinra (ein rekombinanter IL-
1-Rezeptorantagonist) und Rilonacept (ein 16slicher IL-1B-Trap) [26]. Eine kleine Studie an
Hiamodialysepatienten konnte zeigen, dass durch Therapie mit Anakinra eine signifikante Re-
duktion von hsCRP und IL-6 gelang [63]. Rilonacept reduzierte bei Patienten mit CKD im
Stadium 3 und 4 signifikant den hsCRP-Spiegel im Vergleich zu Placebo und verbesserte die
flussvermittelte Dilatation der Arteria brachialis als Marker der endothelialen Dysfunktion [96].

Die CANTOS-Studie ist eine multinationale, randomisierte, placebo-kontrollierte, doppel-
blinde Studie. Eingeschlossen wurden 10061 Patienten nach stattgehabtem Myokardinfarkt
(<30 Tage vor Randomisierung) und erh6htem hsCRP (>2 mg/I) unter bereits bestehender ag-
gresiver Sekundérpriavention inkl. lipidsenkender Therapie. Die Patienten wurden randomisiert
in einen Placebo- oder Canakinumab (50 mg vs. 150 mg vs. 300 mg) -Arm. Canakinumab, ein
humaner monoklonaler IL-13-Antikorper, wurde alle 3 Monate subkutan verabreicht. Der pri-
mére Endpunkt der Studie war das erste Auftreten eines nicht-letalen Myokardinfarkts oder
Schlaganfall sowie der Tod an einer kardiovaskuldren Erkrankung [105]. In der Dosis von 150
mg und 300 mg fiihrte Canakinumab zu einer signifikanten Reduktion des primiren Endpunktes
(HR: 0,85, 95%-KI: 0,76-0,96, p=0,007). Einen signifikanten Effekt auf den Blutdruck oder
den LDL- bzw. HDL-Spiegel konnte nicht beobachtet werden. Ebenso zeigte sich kein Unter-
schied in der Gesamtsterblichkeit zwischen der Placebo- und den Canakinumab-Gruppen. Al-
lerdings konnte unter Canakinumab dosisabhéngig eine signifikante Reduktion von hsCRP und
IL-6 erzielt werden. Als Nebenwirkung wurden in den Canakinumab-Gruppen signitkant mehr
Todesfdlle beobachtet, welche Infektionen und Septikdmien geschuldet waren. Eine erhdhte
Rate an opportunistischen Infektionen oder Tuberkulose-Reaktivierungen konnten nicht beo-
bachtet werden [105], was bei anderen immunmodulatorischen Substanzen wie Steroiden oder
TNFa-Blockern durchaus der Fall ist. Dies unterstreicht den Unterschied zwischen einer anti-

inflammatorischen und einer immunsuppressiven Therapie.

Die CANTOS-Studie zeigt damit eindriicklich und erstmals den Benefit einer zielgerichteten
antiinflammatorischen Therapie bei Patienten mit KHK. Den groBten Vorteil hatten in der
CANTOS-Studie die Patienten, bei denen unter Canakinumab eine Senkung des hsCRP und
des IL-6 erzielt werden konnte, d.h. die Patienten mit dem groBten antiinflammatorischen An-

sprechen [107,108]. Wahrend Canakinumab eine dosisabhidngige Senkung von IL-6 induzierte,
-95 -



Diskussion

blieb der IL-18-Spiegel unveridndert. Beide sind allerdings mit einem erhéhten Risiko fiir kiinf-
tige kardiovaskulére Ereignisse assoziiert, sodass davon auszugehen ist, dass trotz einer IL-1[3-
Inhibition weiterhin ein residuelles inflammatorisches Risiko besteht. Dies unterstreicht die
Notwendigkeit von Therapeutika, die auch diese Signalwege addressieren, wie beispielsweise

Inhibitoren des NLRP3-Inflammasoms [110].

Zusitzlich konnte in der CANTOS-Studie beobachtet werden, dass die Inzidenz von Arthriti-
den, Gicht und Osteoarthritiden in der Canakinumab-Gruppe deutlich geringer war, was durch
die Reduktion der niedriggradigen chronischen Inflammation durch IL-1-Inhibition zu erkli-
ren ist [105]. Interessanterweise zeigte sich durch Canakinumab zusétzlich eine dosisabhéngige
Reduktion der Mortalitdt an Tumorerkrankungen, insbesondere an Bronchialkarzinomen. Man
geht davon aus, dass die Progression, der Grad des invasiven Wachstums sowie das Ausmal
der Metastasierung durch Canakinumab reduziert wird [106]. Der Einfluss von IL-1f bei der
Karzinogenese, Tumorwachstum, Invasivitit und bei der Interaktion zwischen Tumor- und
Wirtszelle ist bereits aus experimentellen Studien bekannt [5]. Somit konnte eine IL-1(3-

Inhibtion in Zukunft auch in der Therapie von onkologischen Erkrankungen eine Rolle spielen.

5.3.2. Inhibition von IL-6

Als Konsequenz der positiven Effekte der CANTOS-Studie auf die Pravention kardiovaskula-
rer Ereignisse durch IL-1B3-Inhibition, weckt auch das nachfolgend aktivierte IL-6 als Ziel einer
therapeutischen Intervention das Interesse der aktuellen Forschung [104]. Der IL-6-Rezeptor-
Antikorper Tocilizumab konnte in einer kleinen Studie an NSTEMI-Patienten eine Reduktion
von hsCRP und Troponin nach perkutaner Koronarintervention (PCI) zeigen [74]. In der
ASSAIL-MI-Studie konnte bei STEMI-Patienten ein positiver Effekt von Tocilizumab auf das
nach Reperfusionstherapie erhaltene Myokardgewebe und die mikrovaskuldre Obstruktion er-
zielt werden ohne Beeinflussung der Infarktgrofe (gemessen mittels MRT und anhand kardialer

Nekroseparameter (CK-MB, Troponin T)) [15].

Die Auswirkungen einer IL-6-Inhibition mit dem neuen humanisierten monoklonalen IL-6-
Antikorper Ziltivekimab bei Patienten mit hohem kardiovaskuldrem Risiko wurde in der
RESCUE-Studie untersucht. Die RESCUE-Studie ist eine randomisierte, doppel-blinde Phase
II-Studie. Eingeschlossen wurden Patienten mit einer moderaten bis schweren CKD (Stadium
3-5) und einem hsCRP >2 mg/l. Randomisiert wurde in Placebo und Ziltivekimab 7,5 mg vs.
15 mg vs. 30 mg subkutan alle 4 Wochen. Nach 12 Wochen konnte hsCRP dosisabhédngig um
77 %, 88 % und 92 % gesenkt werden im Vergleich zu 4 % in der Placebo-Gruppe. Zusitzlich
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konnte eine dosisabhingige Reduktion von Fibrinogen, Serumamyloid A, Haptoglobin, sekre-
tische Phospholipase A2 und Lp(a) beobachtet werden. Relevante Sicherheitsbedenken ergaben
sich nicht. Zudem zeigte sich kein Effekt auf die Gesamtcholesterin/HDL-Ratio [111].

In Folge der RESCUE-Studie wurde 2021 die ZEUS (Ziltivekimab Cardiovascular Outcomes
Study) -Studie initiiert, welche 6200 Patienten mit CKD im Stadium 3-4 und erhéhten hsCRP-
Spiegeln einschlieBt und Ziltivekimab (15 mg s.c. alle 4 Wochen) vs. Placebo vergleicht. Un-
tersucht werden sollen die Auswirkungen eines reduzierten IL-6-Spiegels durch Ziltivekimab
auf die Anzahl kardiovaskulérer Ereignisse (Myokardinfarkt, Schlaganfall, Tod an kardiovas-
kuldrem Ereignis). Als sekunddrer Endpunkt sollen die Effekte einer IL-6-Inhibition auf die
Progression der CKD (Anderung der GFR und Albumin/Kreatinin-Ratio im Urin) untersucht
werden. Das Ende der Studie wird in 10/2025 erwartet [112].

5.3.3. Colchicin

Im Gegensatz zu Canakinumab oder Ziltivekimab ist die antiinflammatorische Wirkung von
Colchicin weniger spezifisch. Es hemmt die Polymerisation von Mikrotubuli, wodurch intra-
zelluldre Transportvorgénge gestort werden. Zudem stort es die Chemotaxis von Neutrophilen,
die Adhidsion an geschédigtes Endothel und hemmt die Freisetzung proinflammatorischer Zy-
tokine u.a. durch NLRP3-Inflammasominhibition. In der Therapie der Gicht oder des familiéren
Mittelmeerfiebers wird Colchicin seit vielen Jahren eingesetzt und im Vergleich zu einer ziel-

gerichteten Therapie kostengiinstig [23].

Der Einfluss von Colchicin in der Sekundérpravention nach kardiovaskuldrem Ereignis wurde
in der COLCOT [137]- und LoDoCo2 [93]-Studie untersucht. In die COLCOT-Studie wurden
4745 Patienten innerhalb von 30 Tage nach stattgehabtem Myokardinfarkt eingeschlossen und
in eine Colchicin-Gruppe (0,5 mg/Tag per os) und Placebo randomisiert. Der kombinierte End-
punkt aus Tod an einer kardiovaskuldren Erkrankung, iiberlebter Herzstillstand, Myokardin-
farkt, Schlaganfall und Hospitalisation bei Angina pectoris mit Notwendigkeit zur koronaren
Revaskularisation war in der Colchicin-Gruppe signifikant reduziert (HR: 0,77, 95%-KI: 0,61-
0,96, p=0,02). Allerdings traten unter Colchicin mehr gastrointestinale (Diarrhoe, Ubelkeit,
Erbrechen) unerwiinschte Arzneimittelwirkungen und eine héhere Rate an Pneumonien auf
[137]. In der LoDoCo2-Studie wurde die Risikoreduktion durch Colchicin in gleicher Dosis
bei Patienten mit chronischer KHK untersucht. In diese randomisierte, kontrollierte, doppel-

blinde Studie wurden 5522 Patienten eingeschlossen. Colchicin reduzierte den priméaren kardi-
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ovaskuldren Endpunkt (kombiniert aus Tod an kardiovaskulédrer Erkrankung, spontanem Myo-
kardinfarkt, ischdmischer Schlaganfall, ischamiebedingte koronare Revaskularisation) um 31%
im Vergleich zu Placebo (HR: 0,69, 95%-KI: 0,57-0,83, p<0,001). Die in der COLCOT-Studie
unter Colchicin vermehrt aufgetretenen unerwiinschten Arzneimittelwirkungen traten in der
LoDoCO2-Studie in der Colchicin-Gruppe nicht vermehrt auf. Allerdings traten in der Colchi-

cin-Gruppe mehr nicht kardiovaskuldr-verursachte Todesfélle auf [93].

In einer Metaanalyse von insgesamt 5 Studien mit insgesamt 11816 Patienten zeigte sich unter
Colchicintherapie eine Risikoreduktion von Myokardinfarkt, Schlaganfall und Tod an einem
kardiovaskuldren Ereignis von insgesamt 25% (RR: 0,75, 95%-KI: 0,61-0,92, p=0,005). In der
Colchicin-Gruppe war die Rate an tddlichen kardiovaskuldren Ereignissen geringer, allerdings
zeigte sich eine Erhohung der Todesfille, deren Ursache nicht kardiovaskuldren Ereignissen

geschuldet ist. Die Ursache hierfiir ist bislang unklar [38].

Aufgrund der eingeschrinkten Clearance von Colchicin bei chronischer Nierenerkrankung und
somit erhohtem Toxizitétsrisiko (v.a. Myotoxizitét [36]), wird Colchicin als antiinflammatori-

sche Therapieoption bei CKD-Patienten auch in Zukunft vermutlich keine Rolle spielen.

5.3.4. Methotrexat

Auf Basis der Erkenntnisse der CANTOS-Studie, dass eine Reduktion der Inflammation kardi-
ovaskulére Ereignisse verhindern kann, wurde in der CIRT (Cardiovascular Inflammation Re-
duction Trial-Studie) der Effekt von niedrig-dosiertem Methotrexat (15-20 mg/Woche) vs. Pla-
cebo auf den kombinierten kardiovaskuldren Endpunkt (Myokardinfarkt, Schlaganfall, Hospi-
talisation bei instabiler Angina pectoris mit Notwendigkeit der koronaren Revaskularisation,
kardiovaskuldrer Tod) untersucht. Eingeschlossen wurden 4786 Patienten nach stattgehabtem
Myokardinfarkt oder Mehrgefa3-KHK und zusétzlich bestehendem Diabetes mellitus Typ 2
oder metabolischem Syndrom. Es zeigte sich, dass niedrig-dosiertes Methotrexat weder die
Konzentrationen von IL-1f, IL-6 und hsCRP senken konnte, noch fiihrte es zu weniger kardi-
ovaskulédren Ereignissen im Vergleich zu Placebo. Allerdings kam es unter Methotrexat haufi-
ger zu einer Erhohung der Leberwerte, Abfall der Leukozyten und des Hamatokrits und einer

erhohten Inzidenz von kutanen Nicht-Basalzellkarzinomen [109].

Dies fiihrt respektive der positiven Ergebnisse aus der CANTOS-, COLCOT- und LoDoCo2-
Studie zu der Annahme, dass durch eine spezifische Inhibition der NLRP3-IL-13-IL-6-CRP-

Signalkaskade eine langfristigen Atheroprotektion bewirkt werden kann.

- 98 -



Diskussion

5.3.5. Etablierte Therapien mit anti-inflammatorischen Effekten

Neben den neuen und vielversprechenden zielgerichteten Therapien existieren eine Reihe etab-
lierter Medikamente, welche ebenfalls antiinflammatorische Effekte aufweisen und so einen

Stellenwert in der Therapie von kardiovaskuldren Erkrankungen haben.

Eine wichtige Substanzgruppe sind Statine. So konnte in der JUPITER-Studie bei scheinbar
gesunden Probanden ohne bekannte Hyperlipiddmie aber mit erh6htem hsCRP durch Gabe von
Rosuvastatin die Inzidenz schwerer kardiovaskuldrer Ereignisse gesenkt werden [103]. Bei Pa-
tienten mit CKD fiihrte eine Therapie mit Atorvastatin neben einem lipidsenkenden Effekt zu
einer Reduktion der hsCRP-, IL-1B3- und TNFa-Spiegel [46]. Unabhéngig von der LDL-
Senkung besitzen Statine pleiotrope Effekte. So verbessern sie die endotheliale Dysfunktion,
erh6hen die NO-Verfligbarkeit, haben antioxidative Eigenschaften, hemmen inflammatorische

Signalwege und stabilisieren atheroskerotische Plaques [22].

Bei Patienten mit Hypercholesterinimie und hohem kardiovaskuléren Risiko, die trotz maximal
tolerierter Statintherapie zusdtzlich mit Ezetimib und Bempedoinsdure behandelt wurden,
konnte neben einer deutlichen LDL-Senkung zusétzlich eine Reduktion des hsCRP-Spiegels
beobachtet werden [7].

SGLT2 (Sodium-Glucose-Cotransporter 2) -Inhibitoren haben sowohl einen Benefit fiir Pati-
enten mit CKD als auch bei Patienten mit Herzinsuffizienz. So reduzieren sie das Risiko des
Fortschreitens der CKD und das Risiko einer Hospitalisation bei Herzinsuffizienz, unabhéngig
vom Vorliegen eines Diabetes mellitus und unabhidngig vom Stadium der CKD und Herzinsuf-
fizienz [142]. Man geht davon aus, dass hierfiir auch eine antiinflammatorische Wirkung ver-
antwortlich ist. So konnte bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 und hohem kardiovasku-
laren Risiko nach Gabe von Empagliflozin eine deutlich reduzierte IL-1p3-Sekretion aus Mak-
rophagen beobachtet werden, was eine Inhibition des NLRP3-Inflammasoms nahelegt [70]. Fiir
Canagliflozin konnte gezeigt werden, dass es die Plasmaspiegel von TNF-Rezeptor-1, IL-6,

Matrixmetalloproteinase 7 und Fibronectin 1 senken kann [54].

Sowohl fiir SGLT2-Hemmer als auch fiir GLP (Glucagon-like peptide) -1-Rezeptor-Agonisten
sind antiinflammatorische, aber auch antioxidative Eigenschaften beschrieben. Dies hat posi-
tive Auswirkungen auf die (durch Diabetes vorgeschidigten) Nieren, Herz, Gefal3e, Leber und

Fettgewebe [148].

In der FIDELIO-DKD-Studie konnte fiir den selektiven Mineralokortikoidantagonisten Fine-

renon eine Reduktion der Progression einer diabetischen Nephropathie und eine Reduktion der
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kardiovaskuldren Ereignisse beschrieben werden. Es ist davon auszugehen, dass auch hierbei

antiinflammatorische Wirkmechanismen eine Rolle spielen [6].

In Zukunft kdnnte die Kombination einer maximal tolerierten lipidsenkenden Therapie mit ei-
ner suffizienten Inhibition inflammatorischer Mechanismen eine Strategie in der Entwicklung
neuer pharmakologischer Therapieregime sein. Dies kdnnte zum einen durch Kombination der
verschiedenen Medikamente oder durch Entwicklung bispezifischer monoklonaler Antikdrper

erreicht werden [128].

5.4. Ausblick

5.4.1. Konsequenzen der vorliegenden Arbeit

Die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und Freisetzung seiner Effektorzytokine vermittelt
eine sterile Inflammation, welche die Entwicklung der Atherosklerose fordert und mit einer
erhohten Rate an kardiovaskuldren Ereignissen einhergeht. Wie zuvor beschrieben existieren
eine Reihe von unspezifischen (z.B. Colchicin) und spezifischen (z.B. Canakinumab, Ziltive-
kimab) Inhibitoren des Inflammasoms bzw. IL-1 oder IL-6 mit einer antiinflammatorischen

Wirkung.

Zum einen sind die neuen zielgerichteten Therapien mit hohen Therapiekosten verbunden und
zum anderen konnen unerwiinschte Arzneimittelwirkungen auftreten, sodass eine genaue Pati-
entenselektion und Abschétzung des individuellen kardiovaskuldren Risikos vor Therapieein-

leitung essentiell sind.

Das Screening auf genetische Varianten, wie hier beispielsweise auf den SNP rs10754555, mit
erhohter NLRP3-Aktivierung und folglich erhéhten IL-1f und IL-18-Spiegeln konnte moglich-
erweise dazu beitragen, Menschen mit genetisch-bedingt erh6htem kardiovaskuldrem Risiko zu
identifizieren. Insbesondere konnte dies fiir Menschen von Vorteil sein, die ohnehin erhGhte
Plasmaspiegel von bekannten NLRP3-Inflammasomaktivatoren (z.B. ApoC3, Triglyceride, U-
rat) haben.

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, spielt die Identifikation genetischer Va-
rianten vor allem in jiingerem Alter eine entscheidende Rolle, da hier der Einfluss einzelner
Genpolymorphismen noch den Einfluss der klassischen kardiovaskulidren Risikofaktoren iiber-
wiegt. Durch Einleitung einer spezifischen Therapie kdnnte so eventuell der klinische Verlauf

giinstig beeinflusst werden.
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Eine weitere Moglichkeit, die geeigneten Patienten zu selektieren, wire die Messung der An-
sprechrate auf die antiinflammatorische Therapie. So konnte beispielsweise durch Messung der
Effektorzytokine IL-1p, IL-6, IL-18 und des hsCRP die Menschen identifiziert werden, die

langfristig von einer antiinflammatorischen Therapie profitieren.

5.4.2. Neue anti-inflammatorische Therapieansitze

Aufgrund der Vielzahl an beteiligten Signalkaskaden und -molekiilen existieren auch diverse
mogliche therapeutische Angriffspunkte, so sind mittlerweile verschiedene Substanzen in ex-

perimenteller Erprobung [88].

Ein neuer, sehr spezifischer Ansatzpunkt ist die direkte Inhibition des NLRP3-Inflammasoms
beispielsweise durch MCC950. MCC950 blockiert den kanonischen und den nicht-kanonischen
Aktivierungsweg sowohl in murinen als auch in humanen Makrophagen in vitro [134]. Aller-
dings musste eine Phase II-Studie von MCC950 zur Therapie der rheumatoiden Arthritis auf-
grund einer medikamentds-induzierten Hepatotoxizitit abgebrochen werden, was zeigt, dass

die Ubertragbarkeit vom Tier auf den Menschen eine weitere Herausforderung darstellt [88].

Eine weitere Substanzgruppe, die hinsichtlich ihrer antiinflammatorischen Wirkung untersucht
wird, sind die Janus Kinase (JAK)-Inhibitoren. Sie spielen eine entscheidene Rolle in der
Downstream-Signalkaskade proinflammatorisch wirksamer Zytokine, u.a. IL-6. Sie stellen in
Zukunft mogliche Therapieoptionen bei der rheumatoiden Arthritis, Psoriasis und chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen dar [116]. Im Mausmodell mit Jak¥¢!" -induzierter Athero-
sklerose fiihrte die JAK1/2-Inhibition zu einer Reduktion der IL-18-Spiegel, steigerte allerdings
den Cholesterinspiegel. Die Grofe der atherosklerotischen Plaques wurde zwar dezent kleiner,

allerdings nahm die Plaque-Instabilitdt durch VergroBerung des nekrotischen Kerns zu [37].

Bei Patienten nach STEMI konnte mit dem p38 Mitogen-aktivierten Kinase (MAPK)-Inhibitor
Losmapimod eine Reduktion des hsCRP und NTproBNP erzielt werden [16], allerdings konnte

keine Reduktion der Rate schwerer kardiovaskuldrer Ereignisse beobachtet werden [97].

Ein weiterer spannender Ansatz sind sog. Senolytika. Darunter versteht man Verbindungen, die
mit Proteinen, die in seneszenten Zellen ein Weiterleben induzieren, interagieren und somit
eine Apoptose ausldsen konnen. Die vielversprechendsten Substanzen in der kardiovaskuldren
Forschung sind aktuell der Bcl2-Inhibitor Navitoclax und die Kombination aus dem Tyrosin-
kinaseinhibitor Dasatinib und Querceptin [27]. Sie reduzieren zum einen die Anzahl seneszen-
ter Zellen und fithren auBBerdem zu einer Abnahme der zirkulierenden Plasmaspiegel von u.a.

IL-1o und IL-6 [57].
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Weitere vielversprechende antiinflammatorische Angriffspunkte adressieren die Immun-
Checkpoint-Modulation, die Bildung von NETs, die Modulation von Chemokin-Signalkaska-
den mit Anderung der Leukozyten-Endothel-Adhésion und Stimulation der Makrophagen-Ef-
ferozytose [125].

5.5. Limitationen der Arbeit

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das NLRP3-Inflammasom als potentieller Risiko-
faktor die Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen und Mortalitdt fordert. Dennoch sind
weitere Studien notwendig, die zeigen, dass insbesondere Triager des SNPs rs10754555 von

einer spezifischen antiinflammatorischen Therapie profitieren.

In dieser Studie war das Vorhandensein des SNPs rs10754555 mit einer erhohten Mortalitét
verbunden. Aufgrund des Studiendesigns konnen allerdings keine Aussagen dariiber getroffen
werden, inwiefern eine Assoziation zwischen dem SNP-Tragerstatus und nicht-todlichen kar-

diovaskuldren Ereignissen besteht.

Der altersabhéngige Effekt von rs10754555 auf das kardiovaskuldre Risiko konnte aufgrund
eines eingeschrankten Zugangs zu den individuellen Patientendaten nicht an dem gesamten
Kollektiv der CARDIoGRAM-Studie validiert werden. Aufgrund dessen wurde die Interaktion
am Kollektiv der GerMIFS Studien (N=6389 KHK-Patienten und N=5687 Kontrollpatienten)
validiert, welches Teil des CARDIoGRAM-Konsortiums war.

5.6. Zusammenfassung

Das zentrale Ergebnis dieser Arbeit ist der Nachweis, dass eine genetisch-determinierte sterile
Inflammation, welche durch spezifische zelluldre Aktivierungswege (v.a. NLRP3) vermittelt
wird, mit einer hoheren KHK-Pravalenz und einer erhohten kardiovaskuldren Mortalitit asso-
ziiert ist. Besonders eindriicklich konnte diese Assoziation in der jiingeren Bevolkerungsgruppe
(<60 Jahre) gezeigt werden. Denn vor allem in dieser Altersgruppe dominiert der Einfluss der
genetischen Pridisposition auf die Entstehung einer kardiovaskuldren Erkrankung gegeniiber
den bekannten kardiovaskulédren Risikofaktoren, welche durch Lebensstil und Umwelteinfliisse

auf den Korper einwirken.

Diese Schlussfolgerungen heben die Rolle des NLRP3-Inflammasoms als pathophysiologisch
wichtigen Schliisselpunkt in der Entwicklung kardiovaskuldrer Erkrankungen heraus und mar-
kieren einen moglichen individuellen therapeutischen Angriffspunkt fiir Patienten mit einem

durch Inflammation vermitteltem hohem kardiovaskularen Risiko.
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10. Anhang

Tab. 26: Charakteristika der ARIC-Teilnehmer getrennt nach rs10754555 Trégersta-

tus

Parameter rs10754555 rs10754555 rs10754555 p-Wert

Wildtyp (C/C) Heterozygot Homozygot
(C/IG) (G/G)
Anzahl (n) 3525 4449 1371
Charakteristika
Alter 54,2+5,7 54,4+5,7 54,4+5,7 0,308

Geschlecht 47,5 47,7 45,8 0,543
(% miénnlich)

KHK (%) 4,9 53 5,1 0,753
Diabetes (%) 8,8 8,4 9,3 0,592
Rauchen (%) 24,9 24,9 23,5 0,543
BMI (kg/m?) 26,9+4,7 27,0+4.9 27,0+4,7 0,011

LDL- 137,4+37,2 137,9+38.6 136,6+37,0 0,034
Cholesterin
(mg/dL)
Lipidsenkende 33 3,5 3,7 0,814
Therapie (%)
Outcome
Tod wihrend 42,1 444 45,2 0,063
Follow-up (%)
Kardiovaskuli- 5,0 6,0 5,0 0,087
rer Tod (%)
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Tab. 27: Charakteristika der CDCS-Teilnehmer getrennt nach rs10754555 Trigersta-

tus
Parameter rs10754555 rs10754555 rs10754555 p-Wert
Wildtyp (C/C) Heterozygot Homozygot
(C/IG) (G/G)
Anzahl (n) 745 959 297
Charakteristika
Alter 66,6+£12,1 66,9+12,1 67,1+12.,9 0,818

Geschlecht 72,2 71,2 71,4 0,899
(% ménnlich)

KHK (%) 100 100 100 -
Diabetes (%) 17,2 16,0 16,9 0,789
Rauchen (%) 5.4 6,5 7.4 0,418
BMI (kg/m?) 27,8+£5,4 27,3+4,7 27,3+4,9 0,121

LDL- 113,7+39,4 112,5+40,2 114,5+37.9 0,784
Cholesterin
(mg/dL)
Lipidsenkende 46,9 45,5 46,1 0,845
Therapie (%)
Outcome
Tod wihrend 224 22,9 28,6 0,084
Follow-up (%)
Kardiovaskuli- 13,4 12,8 16,8 0,208
rer Tod (%)

Tab. 28: Charakteristika der dal-OUTCOMES-Teilnehmer getrennt nach rs10754555

Tragerstatus

Parameter

rs10754555

rs10754555

rs10754555

p-Wert
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Wildtyp (C/C) Heterozygot Homozygot
(C/IG) (G/G)
Anzahl (n) 1479 1860 613
Charakteristika
Alter 55,4453 55,8+5,3 55,9+5,2 0,043

Geschlecht 82,1 83,9 81,9 0,305
(% miénnlich)

KHK (%) 100 100 100 -
Diabetes (%) 22,3 21,8 20,6 0,612
Rauchen (%) 69,5 70,9 71,2 0,518
BMI (kg/m?) 29,3452 29,1+£5,1 29,0+4,8 0,244

LDL- 76,1+£25,1 76,5+25,4 76,1+26,3 0,893
Cholesterin
(mg/dL)
Lipidsenkende 94,6 95,4 96,5 0,089
Therapie (%)
Outcome
Tod wihrend 2,2 2.4 2.2 0913
Follow-up (%)
Kardiovaskuli- 0,9 1,4 1,0 0,304
rer Tod (%)

Tab. 29: Charakteristika der EMORY-Teilnehmer getrennt nach rs10754555 Tréiger-

status
Parameter rs10754555 rs10754555 rs10754555 p-Wert
Wildtyp (C/C) Heterozygot Homozygot
(C/IG) (G/G)
Anzahl (n) 362 427 145
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Charakteristika
Alter 66,7+11,5 67,4+11,1 66,7+11,6 0,646
Geschlecht 65 66 66 0,904
(% miénnlich)
KHK (%) 62 63 69 0,345
(>50% Ste-
nose)
Diabetes (%) 44 35 33 0,012
Rauchen (%) 69 71 70 0,720
BMI (kg/m?) 28,6+5,8 28,6+5,7 28,2+5,8 0,753
LDL- 93,44+35,7 91,6+34,9 87,1£33,4 0,227
Cholesterin
(mg/dL)
Lipidsenkende 69 69 75 0,334
Therapie (%)
Outcome
Tod wihrend 26 31 25 0,190
Follow-up (%)
Kardiovaskuli- 16 20 13 0,101
rer Tod (%)

Tab. 30: Charakteristika der INVEST-Teilnehmer getrennt nach rs10754555 Tréger-

status

Parameter rs10754555 rs10754555 rs10754555 p-Wert
Wildtyp (C/C) | Heterozygot Homozygot
(C/IG) (G/G)
Anzahl (n) 273 344 125
Charakteristika
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Alter 70,0+9,9 69,0+9,4 70,0+10,2 0,349

Geschlecht 49,5 42,4 44,0 0,210
(% maénnlich)

KHK (%) 100,0 100,0 100,0 n/a
Diabetes (%) 18,7 20,4 19,2 0,869
Rauchen (%) 473 49,4 48,0 0,863
BMI (kg/m?) 29,2+5,8 28,9455 28,4+5,0 0,374

Lipidsenkende 51,7 51,5 52,8 0,966
Therapie (%)
Outcome
Tod wihrend 42.5 43,0 42.4 0,988
Follow-up (%)
Kardiovaskula- 2,6 3,2 2.4 0,851
rer Tod (%)

Tab. 31: Charakteristika der PLATO-Teilnehmer getrennt nach rs10754555 Tréiger-

status

Parameter rs10754555 rs10754555 rs10754555 p-Wert
Wildtyp (C/C) Heterozygot Homozygot
(C/IG) (G/G)
Anzahl (n) 3504 4818 1658
Charakteristika
Alter 62,7+11,1 62,3+11,9 62,7+10,9 0,124
Geschlecht 70,0 69,0 69,0 0,681
(% miénnlich)
KHK (%) 27,0 27,0 27,0 0,824
Diabetes (%) 23,0 22,0 25,0 0,058

- 139 -




Anhang

Rauchen (%) 62,0 61,0 59,0 0,449
BMI (kg/m?) 28,3+4,5 28,2+4,6 28,2+4,6 0,352
LDL- 126,6+43,2 126,6+42,8 127,3+46,3 0,945
Cholesterin
(mg/dL)
Lipidsenkende 80,0 80,0 80,0 0,994
Therapie (%)
Outcome
Tod wihrend 4,0 3,0 5,0 0,001
Follow-up (%)
Kardiovaskuli- 3,0 3,0 5,0 0,002
rer Tod (%)

Tab. 32: Charakteristika der PROSPER-Teilnehmer getrennt nach rs10754555 Tri-

gerstatus
Parameter rs10754555 rs10754555 rs10754555 p-Wert
Wildtyp (C/C) Heterozygot Homozygot
(C/IG) (G/G)
Anzahl (n) 977 1282 374
Charakteristika
Alter 72,5 (1,4) 72,6 (1,3) 72,4 (1,4) 0,227

Geschlecht 49,1 46,8 473 0,539
(% miénnlich)

KHK (%) 13,2 13,8 10,2 0,181
Diabetes (%) 9,1 11,3 12,0 0,151
Rauchen (%) 30,4 31,8 37,2 0,057
BMI (kg/m?) 27,0 (4,0) 27,0 (4,3) 26,7 (4,2) 0,433
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LDL-
Cholesterin

(mg/dL)

146,95 (30,9)

146,95 (30,9)

146,95 (30,9)

0,407

Lipidsenkende
Therapie (%)

51,1

48,5

48,9

0,470

Outcome

Tod wahrend

Follow-up (%)

7,5

9,0

9,6

0,317

Kardiovaskuli-

rer Tod (%)

3,0

4.4

4,3

0,179

Tab. 33: Charakteristika der STABILITY-Teilnehmer getrennt nach rs10754555

Tragerstatus
Parameter rs10754555 rs10754555 rs10754555 p-Wert
Wildtyp (C/C) Heterozygot Homozygot
(C/IG) (G/G)
Anzahl (n) 3963 5101 1722
Charakteristika
Alter 64,4+9,2 64,2+9.4 64,2+9,2 0,547
Geschlecht 3230 (82,0) 4187 (82,0) 1413 (82,0)
(% miénnlich)
KHK (%) 3963 (100) 5101 (100) 1722 (100)
Diabetes (%) 1572 (40) 2006 (39) 657 (38) 0,557
Rauchen (%) 808 (20) 1105 (22) 364 (21) 0,334
BMI (kg/m?) 29,445,1 29,445,1 29,5+4,9 0,452
LDL- 84,3+32,5 85,8+34.,4 86,2+32,1 0,140
Cholesterin
(mg/dL)
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Lipidsenkende
Therapie (%)

3856 (97)

4959 (97)

1672 (97)

0,694

Outcome

Tod wahrend

Follow-up (%)

265 (7)

334 (7)

123 (7)

0,694

Kardiovaskuli-

rer Tod (%)

166 (4)

213 (4)

78 (5)

0,805

Tab. 34: Charakteristika der UKBioBank-Teilnehmer getrennt nach rs10754555-Tri-

gerstatus
Parameter gesamt rs10754555 rs10754555 rs10754555
(n=483258) (C/O) (C/G) (G/G)
(n=185376) (n=227603) (n=70279)
Alter 56,518,1 56,7+8,1 56,518,1 56,518,1
Geschlecht (% 45,8 45,9 45,7 45,7
ménnlich)
BMI (kg/m?) 26,9446 27,044,6 26,944,5 27,044,7
Systolischer 140+£20 140+£20 140+£20 140+£20
Blutdruck
(mmHg)
Gesamtcholes- 222+43 222+43 222443 222443
terin (mg/dL)
Triglyceride 58(43) 58(43) 58(43) 58(43)
(mg/dL)
HDL- 55+16 55+16 55+16 55+16
Cholesterin
(mg/dL)
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LDL- 140435 140435 140435 140435
Cholesterin
(mg/dL)
HbAlc 36,1+6,8 36,116,6 36,1+6,8 36,247,1
(mmol/mol)
Kreatinin 0,8240,21 0,8240,20 0,8240,21 0,8240,21
(mg/dL)
Diabetes (%) 52 5,1 53 5.4
Lipidsenkende 259 259 26,0 25,8
Therapie (%)
Rauchen (%) 45,3 45,3 45,3 45,3
Hypertonie 27,0 27,0 27,0 27,0
(%)
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