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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren des Venenleidens

Venenerkrankungen zeigen eine hohe Pravalenz in den Industriestaaten (Evans et al.,
1999; Fischer et al., 1981, Rabe et al., 2003 und 2016; Michaelis et al., 2006) und
konnen demnach als Volkskrankheit betrachtet werden. In GroRbritannien wird eine
Pravalenz von 20-40% der Erwachsenen Bevolkerung angenommen (Michaelis et al.,
2006). Entsprechend der bevdlkerungsreprasentativen Bonner Venenstudie zeigen
nur 9,6% (Rabe et al., 2003) der Erwachsenen keine Zeichen (CO nach CEAP
Klassifikation) einer sichtbaren varikosen Veranderung und die Pravalenz wird mit 5-
18% unter Frauen sowie 7-15% unter Mannern angegeben (Evans et al., 1999; Rabe
et al., 2003; Carpentier et al., 2004). Immerhin zeigen mehr als 30% relevante
Veranderungen des Venensystems (C2-C6 nach CEAP Klassifikation), welche einer
medizinischen Behandlung bedurfen (Rabe et al., 2003), auch aktuelle
epidemiologische Daten beschreiben eine Inzidenz von ca. 2% pro Jahr (Rabe et al.,
2016) und unterstreichen die Bedeutung der Varikosis als Volkskrankheit. Eine
epidemiologische Studie in Belgien und Luxemburg zeigte bei 61,3% der Uber 6000
durch Hausarzte eingeschlossenen Patienten varikose Veranderungen (Vuylsteke et
al., 2015).

Die Ursachen der Varikosis sind vielschichtig, so werden diverse Risikofaktoren
diskutiert. Bedeutende Risikofaktoren sind Ubergewicht (Rabe et al., 2003; Sadick et
al., 1992), hoheres Lebensalter (Chiesa et al., 2005; Carpentier et al., 2004; Jawien et
al., 2003; Rabe et al., 2003), weibliches Geschlecht (Chiesa et al., 2005; Carpentier et
al., 2004; Jawien et al., 2003; Rabe et al., 2003), Schwangerschaft (Chiesa et al., 2005;
Carpentier et al., 2004; Rabe et al., 2003) sowie langes Stehen und Sitzen (Sadick et
al., 1992). Auch eine lange Krankheitsdauer sowie der Krankheitsbeginn konnten als
Risikofaktoren einer Varikosis identifiziert werden (Fiebig et al., 2010). Dariber hinaus
wurde erst kurzlich die KorpergrofRe im Rahmen einer multizentrischen Kohortenstudie
als unabhangiger Risikofaktor beschrieben (Fukaya et al., 2018). Allerdings wurde
bereits frlhzeitig eine genetische Komponente angenommen und in den
Zwillingsstudien von Niermann postuliert (Niermann et al., 1964) und in neueren
Studien bestatigt (Ellinghaus et al., 2017; Bharath et al., 2014; Krysa et al., 2012;
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Fiebig et al., 2010). Auch die Tatsache, dass sportlich aktive und normalgewichtige
Menschen ohne Risikofaktoren wie Ubergewicht, hoherem Lebensalter oder mit weder
stehenden noch Uberwiegend sitzenden Tatigkeiten an Varikosis erkranken,
untermauert die  Hypothese eines genetischen Einflusses auf die
Krankheitsentstehung. Auch einige epidemiologische Studien (Lee et al., 2003;
Fischer et al., 1981) zeigen eine positive Familienanamnese und bekraftigen die
Annahme einer genetischen Disposition.

1.2 Bedeutung des chronischen Venenleidens

Neben der Bedeutung der Varikosis aus epidemiologischer Sicht spielt auch die
medizinische und sozialmedizinische Betrachtung dieser Volkskrankheit eine wichtige
Rolle. Besonders die Verminderung der Lebensqualitat (Rabe et al., 2003; Vanhoutte
et al., 1997) beispielsweise aufgrund der typischen Stauungsbeschwerden (Rabe et
al., 2003) fuhrt zu EinbuRen im privaten und beruflichen Bereich (Vuylsteke et al.,
2015; Augustin et al., 1999). Auch schwerwiegende medizinische Komplikationen,
welche im Verlauf der Erkrankung auftreten konnen, mussen bedacht werden.
Stellvertretend seien hier die Thrombose und Ulcera cruris genannt. Auch die
Belastungen fur das Gesundheitssystem sind angesichts der steigenden Pravalenz
enorm und beliefen sich laut dem statistischen Bundesamtes fur das Jahr 2006 auf 2,2
Mrd. Euro (Rabe et al., 2009). Da aufgrund der Veranderungen der
Bevolkerungsstruktur der Anteil der Menschen mit einem hoheren Lebensalter
zunehmen wird, mussen zukunftig trotz Kostenersparnissen durch ambulante
Behandlungen, ahnliche oder zunehmende Belastungen fur das Gesundheitssystem
zukunftig erwartet werden. Aufgrund der enormen Bedeutung fur den Menschen aus
medizinischer, sozialer und 6konomischer Sicht ist eine gezielte Ursachenforschung

der varikdsen Venenerkrankung notwendig.

1.3 Anatomie und Physiologie des Venensystems

Die Venen der unteren Extremitat lassen sich drei verschiedenen Systemen zuordnen,
dem oberflachlichen (extra/-epifaszialen) und einem tiefen (subfaszialen)
Venensystem. Das subfasziale und epifasziale System kommunizieren Uber das dritte
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System, dem transfaszialen Venensystem miteinander (Venae Perforantes) (Sobotta.,
2006; Kappert et al., 1979).

Das subfasziale System besteht vor allem aus den tiefen Leitvenen (Vena tibialis
anterior und posterior sowie Vena poplitea und femoralis), welche meist mit den
gleichnamigen Arterien verlaufen. Die Venen des Unterschenkels vereinigen sich auf
Hohe der Kniekehle zur Vena poplitea (subfasziale Kniekehlenvene). Die tiefen
Leitvenen der unteren Extremitat besitzen Venenklappen, welche einen herzwarts
gerichteten Blutstrom zulassen. Die Venen des Beckens (Venae iliacae) sowie die
untere Hohlvene (Vena cava inferior) sind frei von Venenklappen. Die epifaszialen
Venen bestehen aus den grollen Stammvenen (Vena saphena parva und magna
(grof3e und kleine Rosenvene)) und einem vendsen subkutanen Venennetz (Rete
venosum subcutaneum). Die Stammvenen minden in das tiefe Venensystem Uber
direkte Verbindungen (Crossen). Die groRe Stammvene (Vena saphena magna)
verlauft dabei vom Innenkndchel des medialen Fullrandes Uber den Hiatus saphenus
am Oberschenkel zur Leiste, um in die Vena femoralis, dem tiefen Venensystem, zu
munden. Die Vena saphena parva (kleine Stammvene) entsteht aus den Venen des
Furickens (Vena marginalis externa) und verlauft vom hinteren Aul3enknochel des
FuRRes dorsal am Oberschenkel entlang um dann inkonstant durch die Faszie ins tiefe
Venensystem (Vena poplitea) zu minden. Das oberflachliche und das tiefe
Venensystem sind durch die Venae perforantes (transfasziales Venensystem)
miteinander verbunden, wobei mehr als 90 unterschiedliche Perforansvenen
beschrieben sind (Neer et al., 2003; Rijcke et al., 2003). Klinisch bedeutsam sind dabei
die Boyd'schen, Cockett’'schen Perforansvenen sowie die
Gastroknemikusperforansvene am Unterschenkel und die Dott'sche Perforansvene
am Oberschenkel (van Linborgh et al., 1981). Alle Perforansvenen besitzen
Venenklappen, welche einen einseitig gerichteten Blutstrom vom oberflachlichen zum
tiefen Venensystem erzeugen. Das tiefe Venensystem gewahrleistet einen herzwarts
gerichteten Blutstrom durch die vorhandenen Venenklappen, wobei der Antrieb der
Blutstromung durch die Muskelpumpe erzeugt wird. Dabei spielt die Fulmuskelpumpe
der Plantarvenen und die Muskelpumpe der Wadenmuskulatur sowie die
Gelenkpumpe des Sprunggelenks eine entscheidende Rolle (Staubesand et al., 1984).
Die Intakten Venenklappen gewahrleisten somit einen Transport entgegen der
Schwerkraft und sind daher fur den Blutstrom von entscheidender Bedeutung. Sie

konnen bei unzureichender Funktion zur Ausbildung varikdser Veranderungen der
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Venen fuhren. Befindet sich das venose Blut in den Venen des kleinen Beckens, so
befordert die Druckerh6hung im Abdomen durch das Tiefertreten des Zwerchfells bei
Inspiration das Blut in die untere Hohlvene des Thoraxes, da es dort gleichzeitig zu
einer Druckminderung kommt. In den Perforansvenen wird der Transport ins tiefe
Venensystem ebenfalls durch die Muskelpumpe und den Venenklappen garantiert. In
der Systole, also Anspannungsphase der Unterschenkelmuskulatur, wird das tiefe
Venensystem komprimiert und das Blut bei gleichzeitigem Verschluss der
Venenklappen befordert. In der Diastole, also Entspannungsphase der Muskulatur,
wird das Blut, durch den Druckunterschied zwischen tiefen und oberflachlichen
Venensystem, in die tiefen Leitvenen beférdert. Durch den geringen Druck im
subfaszialen Venensystem und dem hohen Druck in den Perforansvenen kann das
Blut ins tiefere Leitsystem abflie3en. Das oberflachliche, retikulare Venengeflecht und
deren klappenlosen Venae communicantes speisen vor allem die Stammvenen und
die Perforansvenen. Wahrend die Perforansvenen in der Diastole der Muskelpumpe
das Blut in tiefe Venen befordern, wird in den Stammvenen das Blut durch den auf3eren
Druck und den vorhandenen Venenklappen herzwarts transportiert.
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Abbildung 1 Ubersicht der groRen Beinvenen. Die Abbildung zeigt schematisch die
groRen Venen der unteren Extremitat. Insbesondere die Stammvenen Vena saphena
magna und parva (kleine und groRe Rosenvene) sind haufig von einer Varikosis
betroffen. Die Vena saphena magna verlauft an der medialen Seite des Unter- und
Oberschenkels und entspringt am medialen FuRrand, um im Venenstern (Crosse) ins
tiefe Venensystem zu munden. Die kleine Rosenvene verlauft vom Fulirlicken dorsal

und mindet in die Vena poplitea. (aus GefalRdiagnostik mit Ultraschall. Lehrbuch und
Atlas. Thieme Verlag, 1999).
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1.4 Einteilung und Klassifikation der Varikosis

1.4.1 Einteilung der Varikosis

Die Einteilung erfolgt in primare idiopathische Varikosis (ca. 95%), verursacht durch
genetische Disposition sowie weiteren Risikofaktoren, insbesondere Alter und
Geschlecht (Fiebig et al., 2010; Rabe et al., 2003) oder in die sekundare Varikosis (ca.
5%) als Folge einer anderen Grunderkrankung des Venensystems, insbesondere der
tiefen Beinvenenthrombose (Herold Innere Medizin 2017). Die primare Varikosis wird
unterschieden in die Stammvenenvarikosis, Seitenastvarikosis, Varikosis durch
insuffiziente Venae perforans, retikulare Varikosis, die Besenreiservarizen sowie als
Besonderheit in die pudendale Varikosis eine medial der Adduktorenkanale gelegene
Varikosis (Rabe et al., 1999). Als chronisch vendse Insuffizienz bezeichnet man eine
Varikosis im fortgeschrittenen Krankheitsstadium mit deutlichen klinischen
Veranderungen. Fir die vorliegende  Studie ist insbesondere die
Stammvenenvarikosis von groRem Interesse. Als Stammvenenvarikosis bezeichnet
man eine varikdse Veranderung der Vena saphena magna und/oder parva (grof3e und

kleine Rosenvene).

1.4.2 CEAP Klassifikation

Neben den veralteten Klassifikationssystemen nach Hach (Hach et al., 1977) und
Widmer (Widmer et al., 1981) spielt in der klinischen Forschung als auch im
diagnostischen Bereich die CEAP Klassifikation die entscheidende Rolle. Bei der
CEAP Klassifikation handelt es sich um eine genauere Klassifikation der Varizen und
der chronisch venosen Insuffizienz und wird bei den Patienten unserer Kohorte zur
exakten klinischen Klassifikation der Varizen verwendet (Eklof et al., 2004; Kistner et
al., 1995). Diese Klassifikation ist das derzeit aktuellste Einteilungsschema fur
chronische Venenerkrankungen, welches 1994 durch ein internationales Ad-hoc-
Komitee des American Venous Forum (AVF) erarbeitet wurde und in die Reporting
Standards in Venous Diseases ubernommen (Kistner et al., 1996; Porter et al., 1995)
sowie Uberarbeitet worden ist (Eklof et al., 2004). Dabei steht das Synonym CEAP fur
die Bereiche Klinik (C (engl. Clinic)), Atiologie (E (engl. Etiology)), anatomische
Auspragung (A (engl. Anatomy)) und Pathophysiologie (P (Pathophysiology)). Klinisch
unterscheidet man die Klasse 0 bis Klasse 6, wobei die Klasse 0 keine sichtbaren
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Zeichen einer vendsen Erkrankung darstellt. Die Klasse 1 (C1) entspricht den
Teleangiektasien oder retikularen Venen. Ab Klasse 2 (C2) stellt sich das
Krankheitsbild der Varikosis dar. Sind zudem noch Odeme vorhanden, ordnet man
dieses der Klasse 3 (C3) zu. Von der CEAP Klasse 4 (C4) spricht man beim
Vorhandensein von Hautveranderungen (z.B. Hyperpigmentation). Eine chronisch
venose Insuffizienz (CVI) nach Ulzeration beschreibt die Klasse 5 (C5) und das aktive
Ulkus wird als Klasse 6 (C6) kategorisiert. Atiologisch unterscheidet man die
kongenitale (Ec) von der primaren (Ep) und der sekundaren (Es) Varikosis mit
bekannter Ursache (z.B. postthrombotisch). Anatomisch wird in ein oberflachliches
(engl. superficial) System (As) und in tiefe (engl. deep) Venen (Ad) sowie in Vv.
Perforantes (Ap) unterschieden. Pathophysiologisch werden zudem der Reflux (Pr)
und die Obstruktion (Po) unterschieden. Die oberflachlichen und tiefen Venen werden
durchnummeriert (Eklof et al., 2004). Die haufigste Form der Varikosis ist die primare
Stammvarikosis der Vena saphena magna nach CEAP Einteilung (C2, Ep, As, 2,3,
Pr).
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Tabelle 1 Darstellung der CEAP Klassifikation. Die Ubersicht zeigt das aktuell
gultige Klassifikationsschema nach CEAP Klassifikation (Eklof et al., 2004) mit der
klinischen, atiologischen, anatomischen und pathophysiologischen Einteilung der

Varikosis.

Klinische Klassifizierung

Co Keine sichtbaren oder tastbaren Zeichen vendser Erkrankung
Ci Teleangiektasien oder retikuldre Venen
Cz Varizen

Cs Odeme ohne Hautverinderungen

Caa Hautverdnderungen (Pigment oder Ekzem)
Cap Hautveranderungen (Lipodermatosklerose oder Atrophie blanche)
Cs Abgeheiltes venoses Ulkus

Ce Aktives vendses Ulkus

S Symptomatisch

A Asymptomatisch

Atiologische Klassifizierung

E. Kongenital

Ep Primér

Es Sekundér (Postthrombotisch)

Ex Keine vendse Ursache feststellbar
Anatomische Klassifizierung

As Superfizielle, oberfldchliche Venen

Aqi Teleangiektasien oder retikuldre Venen
Ao V. saphena magna oberhalb des Knies
Ag V. saphena magna unterhalb des Knies
Au V. saphena parva

Ass Nichtsaphenavarizen

Ad Tiefe Venen (Deep veins)

Ads V. cava inferior

A7 V. iliaca communis

Ads V. iliaca interna

Adg V. iliaca externa

Ado Beckenvenen

Adnl V. femoralis communis

Adr2 V. femoralis profunda

A3 V. femoralis superficialis

Adis V. poplitea

Aais Unterschenkelvenen

Adie Muskelvenen

Ap Venae perforantes

Ap17 Oberschenkel

Ap1s Unterschenkel

Pathophysiologische Klassifizierung

P: Reflux

Po Obstruktion

Pr o Reflux und Obstruktion

Pn Keine vendse Pathophysiologie feststellbar
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Abbildung 2 Darstellung verschiedener C-Stadien nach CEAP. Die Abbildung zeigt
exemplarisch einige Stadien nach CEAP Kilassifikation. In Abbildung A zeigen sich
Besenreiser entsprechend dem Stadium C1. Abbildung B zeigt eine
Stammvenenvarikosis der Vena saphena magna Stadium C2 nach CEAP
Klassifikation. Abbildung C und D zeigen das Stadium C4a mit Hautveranderung
(Ekzem) sowie beginnendem Ulkus in Abbildung D. In Abbildung E ist das Stadium
C4b nach CEAP mit einer Atrophie blanche dargestellt. Die Abbildung E zeigt eine
chronisch vendse Insuffizienz mit aktivem Ulkus somit Stadium C6 nach CEAP
Klassifikation.(Bilder mit freundlicher Unterstitzung von Dr. med. P. Krusche, Mosel-
Eifel-Klinik und dem Kompetenznetz Chronische Venenkrankheiten, Dr. rer. nat.
Andreas Fiebig).
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1.5 Histologie

1.5.1 Histologie der gesunden Venenwand

Aufgrund des geringeren Druckes im Venensystem ist die Venenwand elastischer und
lockerer aufgebaut als die Arterienwand. Die Venenwand wird analog zur Arterienwand
in drei Schichten unterteilt. Durch den unregelmafigen Aufbau der Venenwand lassen
sich die Schichten jedoch weniger deutlich voneinander trennen. Die Tunica intima ist
die innerste Schicht und dem Blutstrom ausgesetzt. Sie besteht aus Endothelzellen,
die einschichtig in die extrazellulare Matrix eingelagert sind. Das Endothel ist
antithrombogen um eine Anheftung von Thrombozyten zu verhindern (Mann et al.,
2001; Thum et al., 2000; Barthels et al., 1996). Die sich anschliel3ende Tunica media
besteht aus ringformig angeordneten Muskelfaserbtndeln, die netzartig untereinander
verknupft sind. Dazwischen liegen kollagene und elastische Netze, welche beide
annahernd achsenparallel verlaufen (Sanchez-Hanke et al., 2000). Die Tunica
adventitia enthalt als aullerste Schicht ebenfalls kollagene- und elastische Gitter, die
in Langsrichtung verlaufen und von netzartig anastomosierten Muskelfasern
durchzogen werden. Die Intima und die inneren Anteile der Media sind gefaltlos und
werden durch Diffusion mit Nahrstoffen versorgt. Die Adventitia besitzt Vasa vasorum,
die auch in der Media vorkommen konnen. Die Innervation der Venen erfolgt Uber
Nervenbulndel, die in der Adventitia verlaufen. Die Venenklappen (Valvulae venosae)
sind halbmondformige Ausstulpungen der Intima. Die Klappensegel bestehen aus
einer Endothelfalte und sind durch Einlagerung kollagener Fasergeflechte versteift.
Diese Endothelfalten bilden Venenklappensegel, die sich in der Regel paarweise
gegenuberstehen (bikuspidale Klappen). Der Blutstrom ist von distal nach proximal
gerichtet, ein Reflux wird durch den Klappenschluss der Venenklappen verhindert
(Storch et al., 1994). Als typisches kollagenes Bindegewebe besteht die Venenwand
zu 60 bis 70 % aus Bausteinen der extrazellularen Matrix mit den Strukturproteinen
(Kollagen 50 %, Elastin 15% und Fibrillin), den Adhasionsproteinen (Fibronektin,
Laminin, Tenaskin und Undulin) und der Grundsubstanz (Proteoglykane 1-2 %, Apatit)
(Krusche., 2006).
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Abbildung 3 Histologie einer normalen Stammvene. Die Abbildung zeigt
exemplarisch das Schnittbild einer Stammvene eines Studienteilnehmers mit der
klassischen Dreischichtung einer gesunden Venenwand mit der innersten Tunica
intima, der mittleren Tunica media und der auReren Tunica adventitia. (mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Dr. med. Rosenstiel, Kiel).
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1.5.2 Histologie der varikosen Venenwand

Histomorphologisch ist die varikdse Vene in allen Strukturelementen (Intima, Media
und Adventitia) von pathologischen Veranderungen betroffen. So wurde bereits 1971
(Mahrle et al., 1971) elektronenmikroskopisch eine Abnahme der Retraktionsfahigkeit
in varikdsen Venenabschnitten sowie Veranderungen des Endothels mit unregelmafig
angeordneten Endothelzellen sowie thrombotischen Wandprozessen beschrieben.
Des Weiteren wurden Veranderungen der glatten Muskulatur (Staubesand et al., 1978)
und der extrazellularen Matrix (Buddecke et al., 1995) beobachtet. Somit zeigt sich vor
allem eine Vermehrung des Kollagengehaltes bei gleichzeitiger Abnahme des
Elastingehaltes und konsekutivem Elastizitatsverlust und reduzierter Zugfestigkeit
(Buddecke et al., 1995). Insbesondere die Zunahme der Matrixproteine der
extrazellularen Matrix resultiert in einer inhomogenen Verdickung der Venenwand
(Kirsch et al., 1999). Allerdings sind auch Veranderungen der Tunica muscularis mit
Umgestaltung der glatten Muskelzellen (Elsharawy et al., 2007) sowie
Volumenzunahme (Knaapen et al., 2005) beschrieben und verursachen eine

ausgesprochene Inhomogenitat im Bereich der Tunica media.
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Abbildung 4 Histologie einer varikos veranderten Stammvene. Die Abbildung zeigt
exemplarisch eine varikds veranderte Stammvene eines Studienteilnehmers.
Aufgrund der morphologischen Umbauprozesse im Rahmen der Varikosis lassen sich
die einzelnen Wandschichten nur noch unzureichend voneinander abgrenzen. (mit
freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. Rosenstiel, Kiel).
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1.6 Molekulare Veranderungen der Venenwand

Der Einfluss molekularer Veranderungen auf die Genese der Varikosis ist bereits
langerfristig Gegenstand der Forschung und bisher konnten drei Einflussbereiche und
deren mogliche Beteiligung an der Varikosis etabliert werden. Diese Bereiche
umfassen die molekularen Ereignisse, welche eine Vasodilatation, inflammatorische
Prozesse oder das Remodeling der Venenwand herbeifihren oder teilweise einander

bedingen.

1.6.1 Vasodilatation

Die Vasodilatation spielt bei der Pathogenese der Varikosis eine bedeutende Rolle, da
hierdurch eine Stase (Stillstand) der Blutsaule entsteht und ein Rucktransport des
Blutes in die untere Hohlvene (Vena cava inferior) erschwert wird. Die damit
einhergehende Volumenbelastung der Vene fuhrt somit zu einer Aussackung und
Funktionseinschrankung mit langfristigen morphologischen Veranderungen des
GefalRes. Die Vasodilatation kann durch verschiedene Mechanismen ausgelost

werden.

Endothelinrezeptoren

Eine Verringerung der Endothelinrezeptordichte (Agu et al., 2002) hat eine
Erweiterung der Venen zur Folge. Endothelin ist ein vasoaktives Peptidhormon und
wirkt am Endothelin A und B Rezeptor. Wahrend die Endothelinrezeptoren Typ A
vorzugsweise in der glatten Muskulatur vorkommen, ist der Rezeptortyp B auf dem
Endothel nachweisbar. Eine Aktivierung des Endothelinrezeptors Typ B hat eine
Vasokonstriktion Uber G-Protein vermittelte Signalkaskaden =zur Folge. Eine
Verringerung der Rezeptordichte resultiert in einer verminderten Fahigkeit zur

Vasokonstriktion.

Wachstumsfaktoren

Eine weitere Ursache der Vasodilatation ist eine erhdhte Konzentration von NO
Synthetase und Uberexpression von TGF-R1 (Transforming Growth Factor (1)
(Kowalewski et al., 2010; Jacob et al., 2005), welche als Mediatoren der Venodilatation
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fungieren. TGF-BR1 spielt eine Rolle beim Remodeling der Gefalwand im
Zusammenhang mit vaskularen Erkrankungen (Jacob et al., 2005). So bewirken ein
erhohter TGF-R1 Spiegel und eine verstarkte Synthese von NO-Synthetase eine
Einwanderung von Monozyten und Makrophagen sowie eine Verminderung der glatten
Muskulatur der Venenwand, welches als gemeinsame Endstrecke eine Vasodilatation
erzeugt. Daruber hinaus wird der Faktor 8-Epi-PGF 2a diskutiert, ein Prostaglandin,
welches vasokonstriktiv und proliferierend wirkt und deshalb bei vermindertem
Plasmaspiegel als Vasodilatator fungiert. So zeigte eine Studie an varikds veranderten
Venen einen deutlich verminderten Gehalt an 8-Epi-PGF 2a (Meghdadi et al., 2003).
AuRerdem haben auch diverse Metaboliten Einfluss auf den Gefaldtonus, welche durch
das Cytochrom P450 gebildet werden und in varikdsen Venen in allen Zelltypen erhoht
nachzuweisen sind (Bertrand et al., 2003). Durch verstarkte Bildung vasoaktiver
Substanzen wie z.B. den Metaboliten der Arachnoidonsaure wird der Venentonus
reduziert. Des Weiteren kdnnen Polymorphismen des Cyp3A4 zu einer verstarkten
Expression beitragen und somit die Morphologie und Funktion der Vene maf3geblich
beeinflussen (Bertrand et al., 2003).

Matrixmetalloproteinasen

Matrixmetalloproteinasen (MMP) nehmen Einfluss auf Zellwachstum, Regulation und
Differenzierung, indem sie die Zellen einerseits uber TGF-a und Integrine stimulieren,
andererseits durch Aktivierung von TGF-3 oder TNF-a hemmen kénnen. Durch MMPs
(insbesondere MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7 und MMP-9 und die Inhibitoren TIMP-
1 und TIMP-3) erfolgt eine Aktivierung des Endothels mit folgender Intimahyperplasie
sowie Zunahme der glatten Muskulatur auf Kosten der elastischen Eigenschaften.
Zudem beeinflussen die MMPs den programmierten Zelltod (Apoptose) und kdnnen
somit eine Atrophie hervorrufen. Folglich kommt es zu einem Zusammenbruch der
extrazellularen Matrix in der Adventitia und Media (Pascarella et al., 2005).
Insbesondere MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7 und MMP-9 sowie die Inhibitoren der
MMPs (TIMP-1 und TIMP-3) werden dabei verstarkt aktiviert (Lim et al., 2009;
Pascarella et al., 2005) und fuhren zu einem morphologischen Umbau der Venenwand
(Remodeling). Anderseits nehmen Matrixmetalloproteinasen durch Venodilatation
auch direkten Einfluss auf den Blutfluss (Raffetto et al., 2007). Aufgrund dieser
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Signalkaskade wurde auch eine Umwandlung der Venenwand, vor allem eine
Verschiebung hin zum Kollagen 1 und eine Abnahme der elastischen Elemente
innerhalb der Venenwand beobachtet (Lim et al., 2009; Pascarella et al., 2005).
Interessanterweise sind 23 MMPs im menschlichen Korper bekannt, wobei mindestens
14 in der extrazellularen Matrix nachzuweisen sind (Lim et al., 2010; Raffetto et al.,
2008). Diese vielseitigen Effekte und Einflusse der MMPs begunstigen auf komplexe
Weise eine Dilatation, dennoch ist die Datenlage sehr widerspruchlich und bis dato
nicht etabliert.

1.6.2 Inflammatorische Prozesse

Der Einfluss von Entzindungsvorgangen bei der Entstehung des Krampfaderleidens
wird diskutiert (Pascarella et al., 2005). Veranderungen an Venenklappen und
GefalBwand gehen Entzindungsvorgange und Umbauprozesse der Wandstruktur
voraus (Pascarella et al., 2005). Durch Scherkrafte an Endothelzellen sowie hamo-
dynamische Krafte oder Blutdruckanderungen in der Venenwand kommt es zur
Aktivierung der Endothelzellen und Leukozyten durch Integrine
(Transmembranproteine) welche ihrerseits eine Aktivierung von Adhasionsmolekulen
(ICAM-1) hervorrufen.

Zytokine

Zytokine haben nachweislich einen Einfluss auf die Genese vaskularer Erkrankungen
(z.B. der Arteriosklerose, dem Bauchaortenaneurysma oder dem arteriellen
Hypertonus) und zeigen sich auch beim Krampfaderleiden verstarkt in der Venenwand
(Sprague et al., 2009). Durch den Einfluss auf zellulare Vorgange, sind Zytokine ein
wichtiger Mediator in der Entstehung von Varizen. Zytokine interagieren mit der glatten
Muskulatur der GefalRe und aktivieren Calcium, Proteinkinasen, MAP- Kinasen oder
Signalwege, welche Zellwachstum und Zellmigration steuern und eine Reaktion der
glatten Muskulatur zur Folge haben. Des Weiteren interagieren Zytokine mit Integrinen
und Matrixmetalloproteinasen (MMP) und haben damit einen modifizierenden Einfluss

auf die extrazellulare Matrix (Sprague et al., 2009).
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1.6.3 Remodeling der Venenwand

Ein weiterer wichtiger Faktor in der Entstehung und Progression der Varikosis ist das
Remodeling der extrazellularen Matrix bzw. die morphologische Veranderung der
Venenwand. Eine Veranderung der Venenwand ist durch diverse Vorgange und
Einflussfaktoren = moglich, so koénnen sowohl die bereits genannten
Entzindungsvorgange (MMP) oder Vasodilatation (NO Synthetase / TGF-R) oder

primar strukturelle Veranderungen zu Umbaumechanismen in der Venenwand fuhren.

Daruber hinaus ist auch die glatte Muskulatur in der Venenwand von Veranderungen
betroffen (Sansilvestri et al., 2005). Anhand von Kkultivierten Zellen der glatten
Muskulatur aus Biopsien varikdser Venen konnte gezeigt werden, dass es in der
glatten Muskulatur zu einem Abbau von Kollagen Typ 3 und Fibronektin, einem
extrazellularem Glykoprotein durch Metalloproteinasen kommt (Sansilvestri et al.,
2005). Der extrazellulare Abbau von Kollagen Typ 3 und Fibronektin in der glatten
Muskulatur hat somit einen Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften der
Venenwand und damit eine Mitbeteiligung an der Entstehung der Varikosis
(Sansilvestri et al., 2005). Obwohl eine Abnahme von Kollagen und Fibronektin in der
glatten Muskulatur zu beobachten ist, zeigen andere Ergebnisse, dass varikdse Venen
mit einem signifikanten Anstieg der Expression von Proteinen der extrazellularen
Matrix assoziiert sind. Dabei sind vor allem Kollagen Typ 4, Laminin und Tenascin zu
nennen. Das Kollagen Typ 4 stellt als netzbildendes Kollagen, genauso wie Laminin,
ein Glykoprotein dar und ist Substanz der extrazellularen Matrix und der Basallamina.
Tenascin ist ebenfalls ein Glykoprotein und reichhaltig in der extrazellularen Matrix
vorhanden, in der es zur Stabilisierung Uber Vernetzung mit Fibronektin beitragt. Die
gennannten morphologischen Veranderungen tragen somit zur Genese der primaren
Varikosis bei (Kirsch et al., 2000). Das veranderte Expressionsmuster sowie die
Akkumulation von Matrixproteinen (Kollagen Typ 4) vor allem in der Intima, aber auch
der Media, hat eine Zunahme der Rigiditat der Venenwand (Kirsch et al., 1999) und

damit Funktionseinbuf3en zur Folge.

Ferner zeigte sich, dass der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Spiegel bei Patienten mit
primarer Varikosis deutlich erniedrigt ist (Erguzel et al., 2012). Als Plasminogen-
Aktivator-Inhibitoren (PAI) bezeichnet man Proteine im Blut, die an der Blutgerinnung
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beteiligt sind. Sie wirken als Hemmstoff (Inhibitor) der korpereigenen Auflosung eines
Blutgerinnsels (Fibrinolyse). Man unterscheidet derzeit vier Typen von Plasminogen-
Aktivator-Inhibitoren, wobei dem Typ 1 (PAI-1) die Hauptbedeutung zukommt. Der
Plasminogenaktivatorinhibitor stellt den wichtigsten Hemmstoff des
Plasminogenaktivators (engl. tissue plasminogen activator, t-PA) dar, welches das
inaktive Plasminogen zu Plasmin umwandelt. Die wichtigste Aufgabe des Plasmin ist
der Abbau von Fibrinpolymeren, welche im Rahmen der plasmatischen Blutstillung
entstehen. PAI-1 zahlt zu den Serpinen und wird durch das Serpin-1 Gen
insbesondere in Endothelzellen, Megakaryozyten und Adipozyten des Viszeralfettes
synthetisiert. Circa 80% der PAI-1 Aktivitat liegt in den Thrombozyten und beugt im
Rahmen der primaren Wundheilung einem frihzeitigen Abbau der Fibrinpolymere vor.
Bei Vorliegen eines erhohten Spiegels an PAI-1 steigt das Risiko thromboembolischer
Ereignisse. Plasmin hat zudem durch Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen und
Veranderung der extrazellularen Matrix Einfluss auf die Entstehung/Progression einer
Varikosis (Erguzel et al., 2012).
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1.7 Pathophysiologie der Varikosis

1.7.1 Pathophysiologie der primaren Varikosis

Als Ursache wird eine genetisch bedingte Schwache der Venenwand diskutiert (Kirsch
et al., 2000). Pradisponierende Faktoren sind ein Mangel an Muskelarbeit, erhdhtes
Alter, erhdhtes Ubergewicht sowie hormonelle Veranderungen z.B. wahrend der
Schwangerschaft. Die Bindegewebsschwache betrifft vor allem die oberflachlichen
Venen, welche keine schitzende Muskelschicht besitzen und bei einer Erhdhung des
intravasalen Druckes stark dilatieren und einen pathologischen Reflux zu Folge haben.
Die Veranderungen betreffen vor allem die Tunica media und das kollagene
Bindegewebsgerust. Die Dilatation fuhrt bereits frihzeitig zu einer Insuffizienz der
Venenklappen und zu Umbauprozessen in der Venenwand und betrifft verstarkt das
oberflachliche Venensystem sowie die Perforansvenen. Da der hydrostatische Druck
im proximalen Anteil des Venenstammes der Vena saphena magna am grofdten ist, ist
diese haufiger (Rabe et al., 2003; Schulte et al., 1998) und zuerst betroffen. Bei einer
Insuffizienz der Mundungsklappe (Crosse) schreitet die Insuffizienz regelmaldig nach
kaudal fort.
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1.7.2 Pathophysiologie der sekundaren Varikosis

Die sekundare Varikosis macht nur ca. 5% (Fiebig et al., 2010) bis 28 % (Labropoulos
et al., 1997; Kistner et al., 1996) der Falle aus und hat meistens ein akutes
Abstromhindernis der tiefen Venen (insbesondere tiefe Beinvenenthrombose) als
Ursache. Dabei konnen sowohl die Venen des Beckens als auch die tiefen Leitvenen
des Unterschenkels betroffen sein. Folglich kommt es zu einem Ruckstau und einer
Zunahme des intravasalen Druckes. Da die oberflachlichen Venen, aufgrund deren
Lage im subkutanen Fettgewebe, wenig Widerstand entgegenzusetzten haben, zeigen
sich hier die starksten Auswirkungen. Sind im Verlauf dann auch die tiefen Venen
betroffen, so kommt es zu Dilatation und spater Insuffizienz, welche wiederum durch
Flussumkehr des Blutes eine Druckerhohung verursacht. Als Kompensation dilatieren
die betroffenen Venenabschnitte und es kommt zu Umbauvorgangen in der
Venenwand. Die Tunica muscularis wird durch kollagene Fasern ersetzt und verliert
die Kontraktilitat und Elastizitat, sodass die Insuffizienz fortschreitet und im weiteren
Progress auch die Venenklappen mit einbezieht. Besteht das Abflusshindernis langere
Zeit, so werden die Venen dauerhaft geschadigt und ein varikéser Umbau der
Venenabschnitte setzt ein. Die meisten Venen rekanalisieren in den ersten 6 bis 12
Wochen nach dem akuten Ereignis, dennoch zeigen sich relevante Veranderungen
der Venenwand welche Obstruktion und Reflux zur Folge haben. Dies mundet in einer
Progression der sekundaren Varikosis (Labropoulos 1997). Die tiefe Venenthrombose
als starkster Risikofaktor der sekundaren Varikosis hat eine Inzidenz von einem Fall
auf 1000 Personen (Naess et al., 2007) sowie ein Risiko von 30% rezidivierender
Thrombosen in einem Zeitraum von 8 Jahren (Prandoni et al., 1996). Die Bedeutung
einer stattgehabten tiefen Beinvenenthrombose wird auch in aktuellen Studien als
wichtigster Risikofaktor beschrieben (Fukaya et al., 2018).



20

Sekundare Varikosis
Abstromhindernis
Riickstau
Primare Varikosis ﬂ
Venenwand- Intravasale
schwache Druckzunahme
Dilatation
Reflux

Abbildung 5 Pathogenese der primaren und sekundaren Varikosis. Die Abbildung
zeigt schematisch die unterschiedliche Pathogenese einer Varikosis. Wahrend der
primaren Varikosis eine Venenwandschwache (z.B. durch genetische Pradisposition)

vorausgeht, entsteht die sekundare Varikosis im Rahmen eines Abstromhindernis (z.B.
im Rahmen einer TVT).
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1.8 Subphanotyp Phlebitis

Ein weiterer wichtiger und in der Vergangenheit eher vernachlassigter Risikofaktor fur
die sekundare Varikosis stellt die Thrombophlebitis dar. Es handelt sich dabei vor
allem um thrombotische Veranderungen an oberflachlichen Venen und kann an der
gesunden Vene durch primare Faktoren wie Venenwandentzindung/-verletzung oder
durch sekundare Faktoren (Virchow Trias) wie Stase, erhohte Blutviskositat oder
Endothelveranderungen (Marshall et al., 2008) ausgelost werden. Viel haufiger und
von der Thrombophlebitis der zuvor gesunden Vene abzugrenzen, ist die
Varikophlebitis (Venenwandentzindung an varikdsen Venen), welche zu 90%
Ursache einer oberflachlichen Phlebitis ist und eine Pravalenz von ca. 1% der
Gesamtbevolkerung zeigt (Wienert et al., 1999). Die Varikophlebitis ist gekennzeichnet
durch eine Entzindung an einer varikds- veranderten oberflachlichen Vene mit
Periphlebitis und Thrombusbildung (Marshall et al., 2008). Die Gesamtpravalenz liegt
laut Bonner-Venenstudie bei 5,3% (Rabe et al., 2003) und bei Patienten mit Varikosis
liegt die Inzidenz zwischen 10 bis 50 %, bei allerdings schlechter Datenlage (Marshall
et al., 2007). Insbesondere die Tatsache, dass ein Entzindungsprozess am Beginn
der Genese varikoser Veranderungen steht, mit der Folge eines thrombotischen
Ereignisses mit konsekutiver sekundarer Veranderung der Venenwand, untermauert

die Bedeutung der Thrombophlebitis in der Genese oder Progression einer Varikosis.
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1.9 Hereditare Thrombophilie

Die Thrombophilie beschreibt die genetisch bedingte oder erworbene Neigung zur
Bildung von Blutgerinnseln. Eine erhohte Pravalenz zur Thromboseneigung bei
Patienten mit chronisch vendsen Ulzerationen (C6 Klassifikation nach CEAP) und
Varikosis ist beschrieben und bis zu 30-fach hoher als in der Normalbevdlkerung
(Darvall et al., 2009; MacKenzie et al., 2002). Die Venenthrombose ist eine Erkrankung
des alteren Menschen und das Risiko zu erkranken, steigt ab dem 75. Lebensjahr auf
ca. 1:100 (Delluc et al., 2012) und liegt insgesamt bei 1:1000 (Zoller et al., 1999).
Familien und Zwillingsstudien haben gezeigt, dass genetische Faktoren verantwortlich
sind (Larsen et al., 2003; Souto et al., 2000). Als Ursache der genetisch bedingten
Thrombophilie sind insbesondere die APC-Resistenz (Cohen et al., 2014),
Prothrombinmutation (Cohen et al., 2014), Mangel an Protein C und S sowie der
hereditare Antithrombinmangel (Fischer et al.,, 2013; Vossen et al., 2005) und
Mutationen im Thrombomodulin-Gen zu nennen (Torbicki et al., 2000; Bertina et al.,
1994; Meer et al., 1997). Ferner ist die Homocysteinamie als Risikofaktor venoser
Thrombosen anerkannt und etabliert (Abudureheman et al., 2012; Gohil et al., 2009;
Naess et al., 2008).

Zusammenfassend ist die Thrombose eine multifaktorielle und polygenetische
Erkrankung, wobei das Risiko einzelner Mutationen isoliert betrachtet gering erscheint,
aber bei gleichzeitigem Auftreten verschiedener Mutationen das Risiko zu erkranken
dramatisch ansteigt. Insbesondere sind es Umweltfaktoren (Franco et al., 2001),
welche isoliert oder in Kombination mit dem genetischen Risiko die Pravalenz einer
Venenthrombose entscheidend beeinflussen kann.

1.10 Etablierte genetische Thrombosefaktoren

Die sieben getesteten Polymorphismen (siehe Tabelle 3-2) sind bereits in drei grol3en
Studien (LETS, MEGA-1 und MEGA-2) beschrieben und basieren auf zwei grof3en
bevolkerungsreprasentativen Studien. Die Leiden Thrombophilia Study (LETS, Koster
et al., 1993) und der Multiple Environmental and Genetic Assessment of Risc Factors
for Venous Thrombosis Study (MEGA Studie, Blom et al., 2005). Die in unserer Studie
getesteten Thrombosemarker sind alle mit der Entstehung einer tiefen
Venenthrombose assoziiert und etabliert (Bezemer et al., 2008).
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Tabelle 2 Ubersicht der getesteten Thrombosefaktoren. Angegeben sind die
sieben getesteten Thrombosefaktoren mit der entsprechenden Zuordnung zum
Chromosom und dem dazugehorigen Gen. Ferner sind die Positionen der SNPs
angegeben, welche der Biodatenbank NCBI-36.3 (National Center for Biotechnology
Information, Mé&rz 2008) entnommen sind.

SNP Name Position (NCBI_36.3,Mirz 2008) Chromosom Gen
rs6025 167785673 1 F5
rs1799963 46717631 11 F2
2227589 172152839 1 SERPINC1
rs1613662 60228407 19 GP6
rs3087505 187416480 4 KLKBI
rs13146272 187357205 4 CYP4V2
rs3756008 187422379 4 F11

1.10.1 APC-Resistenz (rs6025)

Die APC (aktiviertes Protein C) Resistenz beschreibt die Resistenz des aktivierten
Faktor V gegen den Abbau durch Protein C. Das Protein C fungiert als wichtiger
Bestandteil im Gleichgewicht zwischen Antikoagulation und Koagulation. Protein C ist
membranstandig an Endothelzellen gebunden und wird durch Thrombin aktiviert (Kane
et.al., 1986), welches seinerseits als aktiviertes Protein C den Membran-gebundenen
Faktor 5 inhibiert und somit eine uberschief3iende Blutgerinnung verhindert. Die APC
Resistenz gilt als eine der wichtigsten genetischen Ursachen der tiefen
Beinvenenthrombose und Lungenarterienembolie (Cohen et al., 2014). Die haufigste
Ursache einer APC- Resistenz stellt mit ca. 90% die Faktor 5 Leiden Mutation dar
(Ridker et al., 1995; Bertina et al., 1994). Es handelt sich dabei um eine Punktmutation
auf Chromosom 1 welche durch den SNP rs6025 reprasentiert wird und an Position
506 einen Austausch von Arginin (R) gegen Glutamin (Q) bewirkt. Diese Mutation wird
als R506Q bezeichnet und zeigt eine Pravalenz von 5 bis 15% unter Europaern (Zoller
et al., 1999) und variiert je nach Herkunft. Bei erkrankten Europaern konnte sogar eine
Pravalenz von 20 bis 60% nachgewiesen werden (Zoller et al., 1999). Weitere Studien
zeigten, dass 2 bis 4% der hollandischen Bevolkerung und 7% der schwedischen
Bevolkerung Trager der R506Q Mutation sind (Majerus et al., 1994). Auch in einer
suddeutschen Populationsstudie waren 14 von 180 Probanden (7,8%) heterozygot fur
die Faktor 5 Leiden Mutation (Braun et al., 1996).
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1.10.2 Prothrombinmutation (rs1799963)

Die Prothrombinmutation (G20210A), eine Punktmutation reprasentiert durch den
Prothrombin rs1799963-Polymorphismus, stellt ebenfalls einen bedeutenden
Risikofaktor fur eine Venenthrombose dar (Cohen et al., 2014). Diese Mutation findet
man bei ca. 1 bis 3% der gesunden Bevdlkerung und bei ca. 6 bis 18% der
Thrombosepatienten (Zoller et al., 1999; Cumming et al., 1999; Kapur et al.,1997). Die
Mutation ist eine Punktmutation mit Austausch von Guanin gegen Adenin an Position
20210 im Intronbereich des Prothrombin-Gens und tritt vorwiegend heterozygot auf.
Durch die Basenmutation im Intron ist nicht das Prothrombinprotein, sondern die
Regulation der Expression gestort, sodass mehr Prothrombin (Faktor 2) produziert
wird und die Homdostase in Richtung Gerinnungsneigung verlagert ist (Segal et al.,
2009). Die bekannte Assoziation des Prothrombinpolymorphismus rs1799963 mit
einer tiefen Beinvenenthrombose (Bezemer et al.,2008), ist auch im Rahmen einer
groRen Verlaufsstudie (MEGA follow-up-study) mit einer erhOhten Rezidivrate
assoziiert (Hylckama Vlieg et al., 2014).
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1.10.3 Antithrombinmangel (rs2227589)

Antithrombin zahlt zu den wichtigen Inhibitoren (Hemmstoffen) der Blutgerinnung,
insbesondere die Hemmung und Inaktivierung von Thrombin und Faktor 10a (Xa).
Heriditarer Antithrombinmangel stellt somit ein erhohtes Risiko fur ein
thromboembolisches Ereigniss dar (Austin et al., 2011; Bezemer et al., 2008). Der
Polymorphismus (rs2227589) des Antithrombingens (SERPINC1) bewirkt eine
verstarkte Thromboseneigung und konnte als Risikofaktor in einer spanischen Studie
identifiziert werden (Anton et al., 2009). Die Pravalenz wird mit 0,02% bis 0,2% in der
gesunden Bevolkerung und mit ca. 2% bis 7% bei Patienten mit stattgehabter
Venenthrombose angegeben (Fischer et al., 2013; Vossen et al., 2005). Auch kirzlich
durchgefuhrte Studien bei Erwachsenen und Kindern konnte die Assoziation der
SERPINC1 Mutation mit einem gehauften Auftreten von Thrombosen nachweisen
(Kumar et al., 2014; Luxembourg et al., 2013).

1.10.4 Glykoprotein 6 Polymorphismus (rs1613662)

Das Glykoprotein 6 ist als Membranprotein ein wichtiger Faktor in der kollagen-
induzierten Aktivierung von Blutplattchen. Der SNP rs1613662 ist in mehreren Studien
nachweislich mit einem erhohten Risiko fur eine Venenthrombose assoziiert (Tregouét
et al., 2009; Bezemer et al., 2008).

1.10.5 KLKB1 Polymorphismus (rs3087505)

Das KLKB1 Gen kodiert das Glykoprotein Prekallikrein welches eine wichtige Funktion
in der Aktivierung der Blutgerinnung, Fibrinolyse sowie bei Entzindungsvorgangen
einnimmt. Es wird in der Leber synthetisiert und in die Blutbahn als Polypeptidkette
sezerniert. Nachfolgend wird das Prekallikrein durch den Faktor Xll in Kallikrein
umgewandelt, welches seinerseits die Bildung von Faktor 12 aktiviert und somit die
intrinsiche Blutgerinnung fordert. In der Studie von Bezemer 2008 wurde dieser SNP
als Risikofaktor einer tiefen Beinvenenthrombose identifiziert. Auch in weiteren grof3en
Studien wurde rs3087505 mit einer tiefen Beinvenenthrombose assoziiert (Heit et al.,
2011; Blom et al., 2008; Bezemer et al.,2008).
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1.10.6 CYP4V2 Polymorphismus (rs13146272)

Das CYP4V2 Gen kodiert fur eine Reihe der Cytochrome und ist bei der Oxidation
verschiedener Substrate (z.B. im Fettsauremetabolismus) beteiligt (Nakano et al.,
2009). In verschiedenen Studien (Tregouét et al., 2009; Bezemer et al., 2008; Blom et
al., 2005) wurde der CYP4V2 Polymorphismus rs13146272 als genetischer

Risikofaktor einer tiefen Beinvenenthrombose beschrieben.

1.10.7 Faktor 11 Polymorphismus (rs3756008)

Der Gerinnungsfaktor Faktor 11, ein wichtiger Modulator der Blutgerinnungskaskade,
stellt nach der Punktmutation (rs3756008) ein Risikofaktor fur die Entstehung einer
Venenthrombose dar (Austin et al.,, 2011). Faktor 11 auch als Rosenthal Faktor
bekannt, ist eine Serinprotease und spielt eine wichtige Rolle im intrinsischen Pfad der
plasmatischen Blutgerinnung. Eine Assoziation von rs3756008 mit der tiefen
Beinvenenthrombose ist etabliert (Austin et al., 2011; Bezemer et al., 2008). Ferner
wurde rs3756008 als Risikofaktor rezidivierender Thrombosen unter schwedischen

Frauen in der Thromboembolism Hormone Study identifiziert (Bruzelius et al., 2016).
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1.11 Genetische Aufklarung komplexer Erkrankungen

Die Varikosis zahlt zu den multifaktoriellen und polygenen Erkrankungen in der
mehrere interagierende Gene, welche zudem Umwelteinflissen unterliegen, zum
Phanotyp beitragen (Ziegler et al., 2002). Wahrend monogene Erkrankungen aul3erst
selten sind, weisen die meisten Erkrankungen einen komplexen Erbgang auf
(Nothnagel et al., 2005; Chakravarti et al., 1999).

1.11.1 Heritabilitat der Varikosis

Heritabilitat beschreibt den Anteil der phanotypischen Variabilitat (Auspragung der
Varikosis), der auf einem genetischen Unterschied beruht. Die Heritabilitat (Symbol:
h?) ist demnach ein Mal® fur die Erblichkeit von Eigenschaften, bei deren
phanotypischer Ausbildung sowohl die Gene als auch Umwelteinflisse eine Rolle
spielen. Dabei gibt die Heritabilitat an, in welchem MalRe der Genotyp eines
Erkrankten, Einfluss auf den Phanotyp hat. Die Heritabilitat in unserer Studie, ist
anhand der erhobenen Stammbaume und mittels einer Varianz-Komponenten-
Analyse durch die spezielle Software Solar® (Almasy et al., 1998) am Institut fur
Medizinische Informatik und Statistik der Christian-Albrechts-Universitat Kiel bestimmt
worden (Fiebig et al., 2010). Heritabilitatsuntersuchungen an 2701 Stammb&umen der
Patienten der Mosel-Eifel Klinik zeigten eine Heritabilitat (h*) von 17,3 + 2,5 % und
konnte somit erstmalig den Einfluss erblicher Faktoren auf die multifaktorielle
Entstehung der Varikosis aufzeigen (Fiebig et al., 2010) und ebnete den Grundstein

der aktuellen weiterfUhrenden Analysen.

1.11.2 Assoziationsanalysen

Als Assoziation bezeichnet man entweder das uberdurchschnittlich haufige Auftreten
eines Allels in einer Gruppe betroffener Personen im Vergleich zu nicht betroffenen
Personen (Fall-Kontroll-Studie) sowie die Uberdurchschnittlich haufige Weitergabe
eines Allels von den Eltern an die betroffenen Kinder (familienbasierter Ansatz).
Assoziationsstudien konnen entweder unter der Annahme einer Hypothese in einem
fur eine bestimmte Erkrankung potentiell relevanten Gen erfolgen
(Kandidatengenansatz) oder aber hypothesenfrei im Rahmen von genomweiten
Assoziationsstudien (GWAS) durchgefuhrt werden.
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1.11.3 Fall-Kontroll-Studien

Der klassische Ansatz zur Untersuchung einer Assoziation ist die sogenannte Fall-
Kontroll-Studie. Dabei wird die Haufigkeit einer genetischen Variante in Gruppen
betroffener sowie nicht betroffener Individuen verglichen. Ergeben sich bedeutsame
Unterschiede in der Haufigkeit der Variante zwischen Fallen und Kontrollen, spricht
man von einer Assoziation zwischen der Variante und dem Phanotyp (Balding et al.,
2006; Gambaro et al., 2000).

1.12 Bekannte genetische Assoziationen mit dem Phanotyp

Varikosis

Den Einfluss additiver genetischer Faktoren auf die Pradisposition einer Varikosis,
sowie die geschatzte Heritabilitat von 17,3% wurden bereits aus der
Stammbaumanalyse der Kohorte verifiziert (Fiebig et al., 2010), bis heute konnten
allerdings keine eindeutigen Suszeptibilitatsgene identifiziert werden. Zur Aufdeckung
genetischer Pradispositionen sind in den letzten Jahren bereits mehrere Studien
erfolgt, welche lediglich eine Assoziation verschiedener Genvarianten mit dem
Phanotyp Varikosis nachweisen und insbesondere einen Einfluss auf das Remodeling
der Venenwand haben (Bharath et al., 2014). Hervorzuheben ist der Polymorphismus
(rs3917) im COL1A2 Gen (Kollagen Typ 1), welches mit einem 1,6fach erh6htem
Risiko fur eine chronisch venose Insuffizienz einhergeht (Jin et al., 2013). Des
Weiteren sind Einzelpunktmutationen im VEGF Gen beschrieben (Grzela et al., 2010),
welche folglich mit einem Integritatsverlust der Venenwand einhergehen (Kowalewski
et al., 2011; Hollingsworth et al., 2004). Ferner sind mehrere Mutationen im FOXC2
Gen beschrieben, welches fur einen Transkriptionsfaktor codiert und in der
GefalRentwicklung eine wichtige Rolle spielt (Al-Batayneh et al., 2008; Mellor et al.,
2007; Ng et al., 2005).

Die pathophysiologische Bedeutung der Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und
Inhibitoren (TIMPs) ist etabliert und diverse Studien zeigen bei entsprechender

Veranderung im Expressionsmuster durch Einzelpunktmutationen eine Assoziation mit
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einer chronischen Venenerkrankung (Bharath et al., 2014). Die vorliegenden
Studienergebnisse mussen allerdings kritisch bewertet werden, da es sich
uberwiegend um Tierstudien handelt, nur eine geringe Patientenzahl untersucht
worden ist oder die Ergebnisse nur aus Proben nach Saphenektomie gewonnen
wurden (Bharath et al., 2014).

Des Weiteren erfolgte 2017 am selbigen Institut die Genomweite Assoziationsstudie
an 323 Patienten mit einer Varikosis Stadium C2 bis C4 nach CEAP Klassifikation
verglichen mit 4619 Kontrollen aus der popgen Biodatenbank (Ellinghaus et al.,2017).
Insgesamt wurden mehr als 1,9 Millionen SNP-Marker bezuglich Ihrer Assoziation
untersucht und im weiteren Schritt 70 SNPs nach l|hrer Signifikanz zur weiteren
Genotypisierung an 1258 Varikosis Erkrankten und 1925 Kontrollen untersucht.
WeiterfUhrend wurden drei SNPs, welche das Signifikanzniveau nach Bonferroni
erreichten gesondert an 688 Erkrankten und 1221 Kontrollen untersucht. Die SNPs
rs17278665 (EFEMP1), rs727139 (KCNH8) und rs2030136 (SKAP2) erreichten dabei
das geforderte Signifikanzniveau. Das Genprodukt von EFEMP1 ist ein extrazellulares
Matrixprotein mit Interaktionen zu den Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und deren
Inhibitoren (TIMPs), welche in der Genese der chronisch vendsen Insuffizienz
bekanntermallen eine wichtige Rolle einnehmen (Lim et al., 2009; Kowalewski et al.,
2004). KCNH8, ein Mitglied der humanen Kaliumkanalgene, ist vermutlich an der
Pathogenese der Varikosis beteiligt (Raffetto et al., 2007). Interessanterweise ist
dieser Marker bereits 2010, im Rahmen einer Genomweiten Assoziationsstudie zu
Varikosis (Kopetsch 2010), an dieser vorliegenden Kohorte bereits erwahnt worden.
Das Genprodukt von SKAP2 ist ein Protein mit Beteiligung an der Aktivierung des
Immunsystems, insbesondere der B-Zellen und der dendritischen Zellen und ist
assoziiert mit dem Diabetes mellitus Typ1 sowie Morbus Chrohn (Ellinghaus et al.,
2017). Da die Inflammation in der Genese der Varikosis eine entscheidende Rolle
spielt (Raffetto et al., 2014), ist der Polymorphismus ein interessanter Marker fur
weitere Untersuchungen (Ellinghaus et al., 2017).

Eine weitere britische multizentrische Genomweite Assoziationsstudie an 9577 Fallen
und 327959 Kontrollen (Fukaya et al.,2018) konnte eine mogliche Assoziation von 855
SNPs zum Phanotyp Varikosis aufzeigen, interessanterweise waren die SNPs der
Kieler GWAS in der britischen Kohorte nicht reprasentiert.
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Auch die kurzlich durchgefiuhrte GWAS an 273 russischen Probanden nimmt eine
Assoziation des SNPs rs4151657 im Gen eines Komplementfaktors an und konnte
weitere assoziierte SNPs im Rahmen einer gro3en genetischen Studie identifizieren
(Shadrina et al.,2018).

1.13 Zielsetzung der Studie

Die vorliegende Fall-Kontroll-Studie untersucht die Assoziation bereits etablierter
genetischer Risikofaktoren einer tiefen Beinvenenthrombose mit der Volkskrankheit
Varikosis. Die sieben etablierten Einzelpunktmutationen, assoziiert mit einer tiefen
Beinvenenthrombose (Bezemer et al.,, 2008) rs6025, rs1799963, rs2227589,
rs1613662, rs3087505, rs13146272 sowie rs3756008 sind bezlglich ihrer Assoziation
mit dem Phanotyp Varikosis und dem Subphanotyp Phlebitis an einer gro3en und
reprasentativen deutschen Stichprobe untersucht sowie mit einer gesunden
Kontrollgruppe aus dem popgen Institut in Kiel (Nothlings et al., 2012; Krawczak et al.,
2006) verglichen worden. Daruber hinaus erfolgte eine umfangreiche
epidemiologische Untersuchung des bislang unterschatzten Subphanotyps Phlebitis.
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2 Material und Methoden

2.1 Rekrutierung der Kohorte

Im Zeitraum von Oktober 2005 bis Juli 2008 wurden 2701 Patienten (1904 Frauen, 797
Manner) der Mosel-Eifel-Klinik (Venenzentrum Bad Bertrich, Fachklinik flur
Venenleiden) in die Studie eingeschlossen. Fur unsere Fall-Kontroll-Studie sind 2388
Probanden randomisiert durch das popgen Institut in Kiel ausgewahlt (insbesondere
durch Frau Birgitt Timm und Herrn Lukas Tittmann) und fur die Analyse der
genotypischen und allelischen Einzelpunktassoziation mit der Kontroligruppe
verglichen worden. Bei der Auswahl der Patienten wurden stark geschwachte
Probanden sowie Probanden mit akuter tiefer Venenthrombose von der Studie
ausgeschlossen. Alle Patienten zeigen eine ausgepragte Varikosis der grof3en
Stammvene (Vena saphena magna) und der stationare Aufenthalt dauerte mindestens
4 Tage. Die Facharzte (Frau Dr. med. Krusche und Herr Greiner) der Mosel-Eifel Klinik
wurden bezuglich der Einschlusskriterien intensiv geschult. Die Kontrollgruppe mit
1472 gesunden Probanden wurde durch das popgen Institut rekrutiert (Nothlings et al.,
2012; Krawczak et al.,, 2006). Die Probanden mussten sich einer korperlichen
Untersuchung sowie Angaben zum Venenstatus durch arztliches Personal im popgen
Institut unterziehen. Zudem wurden in beiden Kohorten die Rauchgewohnheiten und
die ethnische Herkunft abgefragt, sodass nur Patienten eingeschlossen sind, deren
Eltern in Deutschland geboren wurden.

2.2 Datenerfassung

Die Phanotypisierung der Patienten wurde an der Mosel-Eifel-Klinik, Fachklinik fur
Venenleiden, durch die dortigen Phlebologen (insbesondere Frau Dr. med. Krusche
und Herrn Greiner) durchgefuhrt. Zur standardisierten Erfassung wurde in Kooperation
mit dem IKMB (Institut fur Klinische Molekularbiologie) und der Biodatenbank popgen
(Kiel, Deutschland; Dr. rer. nat. Andreas Fiebig; Prof. Dr. med. Susanna Nikolaus; Prof.
Dr. med. Stefan Schreiber) ein Fragebogen konzipiert. Neben allgemeinen Daten zur
Person wurde eine detaillierte Stadieneinteilung nach der CEAP Klassifikation
vorgenommen. Erganzend wurden individuelle Stammbaumdaten (Familienmitglieder

ersten Grades), Risikofaktoren (Gewicht, Schwangerschaft etc.) und Vorerkrankungen
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(Thrombose, Phlebitis, Diabetes etc.) erhoben. Der Fragebogen wurde dem Patienten
mit einer Patientenaufklarung (Information zur Blutentnahme und Speicherung
personenbezogener Daten) sowie Einwilligungserklarung in doppelter Ausfertigung
ausgehandigt. Neben der Erhebung des Fragebogens erfolgte zudem die
Blutentnahme (drei EDTA- Monovetten a9 ml) zur spateren DNA Extraktion im
Rahmen der routinemalligen postoperativen Laborwertkontrolle. Die EDTA-
Monovetten und Patientenfragebogen waren durch einen Barcode gekennzeichnet.
Die Blutproben wurden anschlieliend getrennt von den personlichen Daten
gespeichert und durch eine fortlaufende Strichkodierung pseudonymisiert. Das
Landeszentrum fur Datenschutz (AZ LD4-16.1/03.001) und die Ethikkommission des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (AZ A 156/03) prufte und begutachtete das
Konzept zur Sammlung und Speicherung der Daten positiv. Die Fragebdgen und
Blutproben wurden regelmafig getrennt voneinander der popgen Biodatenbank sowie
dem Institut fur klinische Molekularbiologie (unter Einhaltung der Kuhlkette bei -20°C)
zugetragen. Die Fragebogen wurden mit Hilfe eines Inhouse-Tools der popgen
Biodatenbank durch uns medizinische Doktoranden unter Aufsicht erfasst. Auf diese
Weise wurde der Fragebogen fur die weiteren Untersuchungen digitalisiert.
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Abbildung 6 Maske des Inhouse-Tools der Biodatenbank popgen. Die
Digitalisierung des Probandenfragebogens erfolgte durch ein Inhouse-Tool der
Biodatenbank popgen. Neben direkten Eingaben (z.B. Geburtsjahr, GrolRe und
Gewicht) erfolgte die Eingabe durch die Abkurzungen O fur ,unbekannt®, 1 fur ,Ja“
sowie 2 fur ,Nein“. Falls ein Proband eine Frage nicht sicher beantworten konnte und
die Antwort ,weil} nicht” angekreuzt hatte erfolgte die Eingabe 3.

2.3 Phanotypisierung

Die Phanotypisierung erfolgte anhand der CEAP Klassifikation durch spezialisierte
Klinik Bad Bertrich. Die klinische Einteilung (C-
Klassifizierung) erfolgte anhand klinischer Zeichen im Rahmen der korperlichen

Facharzte der Mosel-Eifel

Untersuchung (sicht- und tastbaren Varizen, Symptome der CVI). Die Atiologie (E-
Klassifizierung) wurde anhand anamnestischer Daten sowie durch praoperative
phlebologische Diagnostik erfasst. Die anatomische Klassifikation (A-Klassifikation)
wurde anhand der Art und Lokalisation der Varikosis ermittelt. Die pathologische
Klassifizierung (P-Klassifikation) erfolgte durch Farbduplexsonographie mit der 7,5
MHz Sonde (Gerat: Hewlett-Packard, Image Point HX, 3000 Minuteman Road, Adover,
Massachusetts 01810, USA). Ferner wurde durch spezialisierte Arzte der Mosel-Eifel
Klinik ein uni/bidirektionales Dopplergerat zur praoperativen Markierung der Varizen
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benutzt. Zur Funktionsdiagnostik erfolgte bei jedem Patienten eine
Lichtreflexionsrheographie, um das Ausmal} der hamodynamischen Storung zu
erfassen.

2.4 Probengewinnung

Die Genotypisierung der DNA erfolgte am Institut fir Klinische Molekularbiologie
(IKMB) am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel. Die Blutproben der
Mosel-Eifel-Klinik Bad Bertrich wurden innerhalb von 15 Minuten nach Blutabnahme
bei -20°C gelagert um die Qualitat der DNA in den Leukozyten zu erhalten. Der
Transport erfolgte, unter Einhaltung der Kuhlkette bei -70° durch Trockeneis, von der
Mosel-Eifel-Klinik in das Institut fur klinische Molekularbiologie, dort erfolgte bis zur
DNA Extraktion die Lagerung bei -70°C. Zur DNA Isolation im Labor des IKMB wurden
die Blutproben aufgetaut und umgehend zur DNA lIsolation verwendet. Die isolierte
DNA wurde zudem einer Qualitdtssicherung unterzogen, indem eine
Konzentrationsbestimmung mit PicoGreen® (Ahn et al. 1996) erfolgte. Bei
ausreichend hoher Konzentration der DNA wurde diese vorerst in Form einer ,Whole
Genom Amplifikation® (WGA) amplifiziert um dann den Genotypisierungsplatten
zugefugt zu werden. Die Platten dienten der anschlielenden Genotypisierung mittels
der TagMan® Technologie (Applied Biosystems [ABI], Foster City, CA, USA) (Hampe
et al., 2001).

2.5 DNA Isolation aus EDTA Vollblut

Die Extraktion genomischer DNA wurde mit dem Praparationskit ,,Invisorb® Blood Giga
Kit“ (Invitek, Berlin, Deutschland) unter optimierten Protokollbedingungen
durchgefuhrt. Im ersten Reaktionsschritt wurden 10 ml EDTA-Vollblut mit 30 ml EL-
Puffer (erythrocyte lysis buffer) versetzt und bei Raumtemperatur 10 min inkubiert. Im
Anschluss wurde die Probe 3 min bei 3000 U/min zentrifugiert (Zentrifugen der Firma
Kendro, Hanau, Deutschland) und der Uberstand bestehend aus
Erythrozytenfragmenten verworfen. Dieser Schritt wurde solange wiederholt, bis das
Zellpellett farblos und frei von Erythrozytenfragmenten war, welches die PCR-
Reaktion (polymerase chain reaction) gehemmt hatte (Heath et al., 1999). Das
gewonnene Zellpellet bestand im Anschluss ausschliefllich aus DNA-haltigen
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Leukozyten. Das gereinigte DNA-haltige Zellpellet wurde nun mit 5 ml HL-Puffer (HL-
Binding Buffer) und 50ul Proteinase K resuspendiert und im Wasserbad bei 60°C und
durchgehendem Schutteln inkubiert um die DNA vom Zellkern zu trennen. Die
Prazipitation der DNA erfolgte nach dem Prinzip der Alkoholfallung (Shapiro et al.,
1981; Wilcockson et al., 1975, Bearden et al., 1974), indem 10 ml Ethanol (70%) dem
Uberstand zugefiigt wurden. Die prazipiterte DNA wurde danach mit der
Pipettenspitze in ein 2 ml Eppendorf Rohrchen Uberfuhrt welches 1 ml Ethanol (70%)
enthielt. Das DNA Pellet wurde auf diese Art und Weise gewaschen und im Anschluss
an einen Vortex Zwischenschritt bei 13000 U/min fir 2 min abzentrifugiert (Mini
Vortexer VM-3000, VWR, Darmstadt, Deutschland). Der Ethanol-Uberstand wurde
abpipettiert und das DNA Pellet bei Raumtemperatur 10 min getrocknet um das
restliche flichtige Ethanol zu entfernen. Das DNA Pellet wurde schlussendlich in ein
1200l Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer) resuspensiert (im Wasserbad bei 60°C) und
anschlie3end bei -20° gelagert.
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2.6 Qualitatssicherung durch Agarose-Gelelektrophorese

Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode um Nukleinsaure-
Strange nach ihrer Grof3e zu trennen und die GroRe durch Vergleich mit Strangen
bekannter GroRe zu bestimmen. Auf diese Weise konnen Ruckschliusse uber die
Qualitat der DNA gezogen werden und somit als Qualitatskontrolle der isolierten DNA
herangezogen werden. Die Nukleinsaure Molekule werden aufgrund ihrer negativen
Ladungen der Zucker-Phosphate im elektrischen Feld ihrer Grof3e nach in der
Agarose-Gelmatrix aufgetrennt. Kleinere Moleklle bewegen sich schneller durch die
Agarose-Gelmatrix als grof3e Molekule, da sie aufgrund ihrer geringen Grole einfacher
die Poren des Gels durchlaufen. Obendrein hat die Konformation der DNA einen
Einfluss auf die FlieRgeschwindigkeit. Das Agarosegel ist einfach zu handhaben und
hat keinen chemischen Einfluss auf die DNA wahrend der Elektrophorese und eignet
sich daher besonders, um die Qualitat der DNA zu beurteilen. Um im Anschluss die
DNA Banden zu visualisieren, hat sich die Darstellung mit Ethidiumbromid bewahrt.
Das Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA (zwischen den Basen der DNA im
Abstand von 10 Basenpaaren) und erhoht damit die Eigenschaft unter UV-Licht zu
fluoreszieren. Daher kann die DNA, welche durch ein Agarosegel mit Ethidiumbromid
aufgetrennt wird, ab einer Menge von 20ng DNA pro DNA Bande sichtbar gemacht
werden. Auf diese Weise leuchten im Agarosegel die Stellen hell auf, an denen sich
Nukleinsauren befinden, wahrend Stellen ohne Nukleinsduren dunkel erscheinen. Die
Lichtintensitat ist dabei proportional zur vorliegenden DNA Konzentration sowie zur
Lange der Nukleinsauren. Fur die Verwendung genomischer DNA bestand das Gel zu
0,8% aus Agarose und 1,5ul EtBr (Ethidiumbromid) pro 100ml Gel zur Visualisierung
der DNA Banden. Als Puffer (engl. Running buffer) wurde TAE (Tris-Acetat-EDTA)
Puffer verwendet. Das Agarosegel wurde in der Mikrowelle erhitzt und nach Abkuhlung
auf 60°C EtBr unter Einhaltung der Vorsichtsmalihahmen dazugegeben. Nach ca. 30
Minuten war das Gel vollstandig polymerisiert. Die Elektrophorese wurde bei 220V fur
60 Minuten durchgefuhrt bis die DNA Banden vollstandig voneinander getrennt waren,
um dann die geschatzte GroRe unter UV-lllumination zu visualisieren. Anschlie3end
erfolgte die Konzentrationsbestimmung der DNA mittels des fluoreszierenden
Farbstoffs PicoGreen® (Ahn et al., 1996) und dem ,Tecan Spectralfluor Plus

Fluorometer*.
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2.7 Whole Genom Amplification (WGA)

FUr genetische Studien bildet DNA in ausreichender Qualitat und Quantitat die
Grundlage. Durch Entwicklung von Hochdurchsatzverfahren zur Analyse des Erbguts
ist die vorhandene Menge DNA mittlerweile zum limitierenden Faktor geworden
(Lasken et al., 2003). Ein wichtiges Ziel ist es daher, genug genomische DNA, sowohl
fur diese Analyseverfahren als auch fur zukunftige Studien bereitzustellen. Eine dieser
Methoden, die das gesamte Genom eines Individuums vervielfaltigen, wird Whole
Genome Amplification (WGA) genannt. Da die DNA Menge aus der Isolation aus
weillen Blutkorperchen nur sehr gering und eine Vielzahl von Untersuchungen
notwendig sind, wurde eine Whole Genome Amplification (Lovmar et al., 2006)
durchgefuhrt. Erst danach konnte die Genotypisierung nach der TagMan® Methode
angewendet werden. Die WGA wurde mit dem GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit
durchgefuhrt, welches aus einer Ausgangsmenge von 10ng genomischer DNA, 4 bis
7ug DNA in 1,5 bis 2 Stunden erzeugt. Nach der WGA-Reaktion wurden die Proben
auf 96-Kammer-Platten in der Platten-Design Anordnung verdinnt. Zur
Hochdurchsatz-Typisierung wurden vier 96-Kammer-Platten auf einer 384-Kammer-
Platte zusammengefasst. Der Pipettiervorgang wurde durch den Tecan
Pippettierroboter (Tecan, Mannedorf, Schweiz) ausgefuhrt. Anschliel3end verteilte der
Robbins Scientific®HydraTM 384-Mikrodispenser den Inhalt der Kammer-Platten auf
384-Mikrotiter-PCR-Platten. Diese wurden getrocknet, versiegelt und bei

Zimmertemperatur bis zur Genotypisierung gelagert.
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10ng DNS
+

9ul Pufferlosung
3 min Erhitzen auf 95°C,
danach Herabkiihlen auf 4°C

9ul Reaktionspuffer
+

Iul Enzym Mix
Inkubation bei 30°C fiir 1 bis 2h
sowie anschlieBend Deaktivierung des Enzyms
bei 65°C fiir 10 min

4-7Tug DNS

Abbildung 7 Schematische Darstellung der WGA. Schaubild nach dem Protokoll
des GenomiPhi V2 DNA Amplification Kit, GE Healthcare.
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2.8 Genotypisierung mittels TagMan®-PCR

TagMan® ist eine robuste und kosteneffiziente PCR-basierte
Genotypisierungsmethode (Morin et al., 1999, Holland et al., 1991). Die
Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen durchgefuhrt, die wahrend
eines PCR Zyklus erfasst werden (quantitative Echtzeit PCR). Der TagMan® SNP
Genotyping Assay beinhaltet eine Polymerase und zwei Primer, welche die zu
untersuchenden SNPs flankieren sowie zwei allelspezifische TagMan®-Sonden. Die
fur die Genotypisierung der sieben SNPs bendtigten Assays wurden von der Firma
Applied Biosystems [ABI] (Foster City, CA, USA) als Assay-on-Demand (AoD)
bezogen. Die Assays beinhalten einen Vorwartsprimer (Forward primer) und
Ruckwartsprimer (Reverse primer) sowie zwei allelspezifische Fluoreszenzsonden.
Zudem ist im Assay eine Polymerase (AmpliTag Gold® DNA Polymerase) enthalten,
welche eine 5 'Nukleaseaktivitat besitzt. Die Floureszenzsonden sind doppelt markiert
und besitzen sowohl einen Reporterfarbstoff (Fam, 6-Carboxy-Fluorescein) als auch
einen Quenscherfarbstoff. Der Reporterfarbstoff (FAM™ und VIC®) ist am 5°Ende der
Fluoreszenzsonde und der Quenscherfarbstoff am 3'Ende welcher die
Fluoreszenzfahigkeit des Reporterfarbstoffs im gebundenen Zustand an der Sonde
unterdruckt. Die SNP-Sonden erlangen ihre Allelspezifitat durch den Unterschied der
Nukleotidsequenz an der Stelle der Einzelpunktmutation und der individuellen
Fluoreszenz bei unterschiedlicher Wellenlange des Reporterfarbstoffes (FAM™ und
VIC®) und ermdglichen somit eine Unterscheidung der Markerallele. Die Sonde bindet
an die entsprechende Zielsequenz der DNA, welche amplifiziert werden soll. Im
Verlauf wird die Sonde durch 5 Nukleaseaktivitat der Tag-Polymerase wieder
abgespalten und gewinnt so die Fahigkeit zur Fluoreszenz. Durch die Zunahme der
DNA Fragmente nimmt die Fluoreszenz entsprechend zu und je nachdem, ob das
Markerallel homozygot oder heterozygot vorliegt, nimmt ein Floureszenzsignal oder
zwei Fluoreszenzsignale entsprechend der quantitativen Zunahme der DNA
Fragmente ebenfalls zu. In einer so genannten Endpunktmessung, wird nach
Abschluss der PCR mittels Laser-Scan-Technologie, die erzeugte Fluoreszenz
gemessen. Die spektrographisch gemessene und elektronisch gespeicherte
Fluoreszenz wird durch den Reporter Farbstoff erzeugt, welcher durch das Laserlicht
im nicht-gebundenen Zustand aktiviert wird. Durch den bereits erwahnten Unterschied

der Wellenlangen ist eine eindeutige Zuordnung zum Genotyp gewahrleistet.
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I. Sequenzspezifische Anlagerung der Sonde und der PCR-Primer

R = Reporter
Q = Quencher
q Sonde QI
S o— P 3 2
3¢ 3
5 3
4—_3
2. Primer-Extension und Sondenverdringung
. Q
5 Sonde :
O e— 3 .
3’ 3,
5 > —_—
3. Sondenhydrolyse
; ;:g - o
S e— > 43'
3 2
5° 3
< ——

4. Vollstindige Synthese des PCR-Produktes und Trennung der Farbstoffe
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Abbildung 8 Schematischer Ablauf der TAQMAN® Genotypisierung. Darstellung
des schematischen Ablaufs der TagMan®-PCR. Durch die 5—» 3
Exonukleaseaktivitat der Tag-Polymerase kommt es zur Sondenverdrangung und
Sondenhydrolyse mit vollstandiger Synthese des PCR Produktes und Trennung der
Farbstoffe sowie Darstellung des Fluoreszenzsignal.
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2.9 Praktische Durchfiihrung der TagMan®-PCR

Als Ausgangmaterial diente die 384-Kammer-PCR-Mikrotiterplatte mit der aus der
DNA-Isolation gewonnenen DNA der Probanden. Ein TagMan® Genotyping Master
Mix bestehend aus einer DNA Polymerase (AmpliTaqg Gold® DNA Polymerase) sowie
Nukleotide zur Neustrangsynthese und dem entsprechendem Assay bestehend aus
zwei spezifischen Primern (F und R) und den Sonden (VIC® und FAM®) fur die beiden
Allele. Die Sequenzen entstammen der offentlichen Datenbank des ,National Center
for Biotechnology Information® (NCBI). Fur die Reaktion wurden 2,5ng DNA als
Template verwendet und der Reaktionsansatz bestand aus 2,5yl ,TagMan®
Genotyping Master Mix“ sowie 0,0625ul Assay und 2,4375pl deionisiertem Wasser.
Das Reaktionsgemisch wurde durch den ,Tecan Genesis RSP 150 Pipettierroboter® in
384 Kammern der Mikrotiterplatte mit dem DNA Template uUberfuhrt. Abschliel3end
wurden die Platten mittels einer durchsichtigen Folie (AB-0558 Adhesive PCR-Film)
abgedeckt und abzentrifugiert. Die Amplifikation der DNA Strange erfolgte durch das
,cene Amp PCR Systems 9700 (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA)
beginnend mit einer zehnminutigen Inkubation bei 95°C zur Aktivierung der DNA
Polymerase mit anschlieRender Polymerase-Ketten-Reaktion. Die Denaturierung der
DNA Strange erfolgte in den jeweils 45 PCR-Zyklen bei 95°C fur 15 Sekunden. Ferner
wurde zur Primer- und Sonden Hybridisierung sowie zur Neustrangsynthese eine
Minute bei 60°C inkubiert. Nach Abschluss des 45. Zyklus erfolgte eine Abkuhlung des
Thermocyler auf 4°C sowie eine kurze Zentrifugation zum Entfernen storender
Luftblasen. Letztendlich erfolgte eine Endpunkt-Messung des Fluoreszenzsignals mit
einer elektronischen Kamera (ABI Prism® 7900 Sequenze Detector System) der Firma
Applied Biosystems (ABI, Foster City, CA, USA). Die Ergebnisse der
Endpunktmessung wurden mit einer speziellen Software (Sequenze System Detection
Software 2.0) gespeichert und durch ein Punktwolkendiagramm dargestellt. Bei drei
deutlich getrennten Punktwolken handelte es sich um ein aussagekraftiges Assay,
wobei zwei Punktwolken die homozygoten Allele und eine Punktwolke die
heterozygoten Allele darstellten. Eine Negativkontrolle zeigte sich im Bereich des x-
und y-Achsenabschnittpunktes.
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Tabelle 3 Ubersicht der Sequenzen der Thrombosefaktoren fiir das TagMan®
Assay. Dargestellt sind die Sequenzen des TagMan® Assays aus der Biodatenbank
NCBI-36.3 (National Center for Biotechnology Information, Mé&rz 2008).

SNP Sequenzen

156025 TCAAGGACAAAATACCTGTATTCCT[C/TIGCCTGTCCAGGGATCTGCTCTTACA

151799963 GTTCCCAATAAAAGTGACTCTCAGC[A/G]JAGCCTCAATGCTCCCAGTGCTATTC
152227589 GATGAGGTTCCATGGAGTAAACAAT[A/TICAAGGATATAAGGACCTCATATAAT
151613662 ACCCTGCAGAACCTACCTGCTACCG[A/G]GGAAGGTGGTTCTGTTGGTAACCGG
rs3087505 GTGGGAGGGAGAGCACTTGAAATGA[C/T]GTCTTCCAAACAGGTCTTTGACTGT
rs13146272 TCTTCTTTGCATCCTAAGGACGAAAJA/G]JACACAGTGCACTCAGAGCTGCTGAG
1s3756008 AGGATGGGAACACAAAAAGAGCCTT[A/CJAGATCCTACATACTTTTACCAACAG
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2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der genotypischen und allelischen Einzelpunktassoziationen
durch logistische Regressionsanalysen erfolgten durch Herrn Prof. Dr. rer. medic. M.
Nothnagel (aktuell Universitat zu Koln) am IMIS Kiel (Institut fur Medizinische
Informatik und Statistik am UKSH Campus Kiel, Direktor: Prof. Dr. rer. nat. Michael

Krawczak).

2.10.1 Testung der Genotypen auf Abweichung vom Hardy-
Weinberg-Equilibrium

Das Hardy-Weinberg-Gesetz besagt, dass die relative Haufigkeit der
Genotypenverteilung Uber Generationen hinweg konstant bleibt, daher sollte eine
gesunde Population nicht vom Hardy-Weinberg-Gesetz abweichen. Es werden
anhand der Allelfrequenzen die zu erwartenden Haufigkeiten der Genotypen
berechnet, welche nach Moglichkeit mit den experimentell ermittelten Haufigkeiten
ubereinstimmen sollten, da man sonst einen Genotypisierungsfehler in Betracht ziehen
muss. In unserer Studie wurden alle Marker in den Kontrollen einem solchen Test

unterzogen (Wigginton et al., 2005) und wichen nicht vom Hardy-Weinberg-Gesetz ab.

2.10.2 Analyse der Einzelpunktassoziation und Power-Schétzung

Zur Evaluation einer moglichen Assoziation zwischen einem von uns untersuchten
SNP und der Varikosis schatzten wir die Power unter Zuhilfenahme eines Genetic
Power Calculator (Purcell et al., 2003). Die Analyse und Visualisierung der
Einzelpunktassoziation fur den Phanotyp Varikosis erfolgte fur jeden Marker unter
Verwendung von Haploview 4.0 (Barrett et al., 2005) und Genomizer Engine (Franke
et al., 2006). Mittels allel- und genotypbasierter Tests basierend auf Chiquadrat-Tests,
erfolgten die Berechnung des Genotyps, der Allelfrequenz und der empirischen
Signifikanzen (p-Werte, Odds Ratios und Konfidenzintervalle der Odds Ratios). Die
Subanalyse des Subphanotyps Phlebitis sowie die logistische Regressionsanalyse
erfolgten mittels R-Package (Version 2.9.2) und Plink 2.049 (Purcell et al., 2007).
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2.10.3 Logistische Regressionsanalyse

Die logistische Regression ist ein multiples Verfahren, das ermoglicht die
Wahrscheinlichkeit eines bestimmten Endergebnisses abhangig von mehreren
qualitativen oder quantitativen Merkmalen zu modellieren. Um Differenzen in den
Genotypfrequenzen aufzudecken, erfolgte eine multiple logistische Regression mit
den zusatzlichen EinflussgroRen Alter und Geschlecht mittels Wald-Test. Es wurden
zusatzlich alle SNPs bezuglich lhrer Assoziationen in den drei Modellen multiplikativ,
rezessiv und dominant unter Verwendung eines Likelihood-Ratio-Test evaluiert.

2.10.4 Korrektur fiir multiples Testen nach Bonferroni

Werden mehrere Tests durchgefuhrt, so steigt die Irrtumswahrscheinlichkeit a, also
die Wahrscheinlichkeit ein signifikantes Ergebnis zu erhalten obwohl es keinen wahren
Unterschied gibt, mit der Anzahl der Tests an. Daher wird bei multiplem Testen haufig
eine Korrektur benutzt, die einen Grenzwert ermittelt, ab dem die errechneten p-Werte
als signifikant anzusehen sind (Rice et al., 2008). Die Bonferroni-Korrektur, setzt das
Signifikanzniveau ublicherweise durch Division des Alpha-Niveaus durch die Zahl der
durchgefuhrten Tests herab. Bei den getesteten sieben SNPs erfolgte eine Bonferroni-
Korrektur, welches das Signifikanzniveau fur eine Korrelation auf 0,007 herabsetzt
(0,05 / 7 = 0,007). Jeder Test, der einen p-Wert kleiner als 0,007 aufzeigt gilt als
statistisch signifikant, Korrelationen mit einem Wahrscheinlichkeitswert groRer als
0,007 gelten als nicht signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Patientenkohorte

Insgesamt wurden 2701 Patienten (Gesamtkohorte), 90% der im Zeitraum von
Oktober 2005 bis Juli 2008 (Fiebig et al., 2010) behandelten Patienten der Mosel-Eifel-
Klinik in Bad Bertrich rekrutiert. Durch das popgen Institut wurden 2388 Probanden der
Gesamtkohorte fur eine Genotypisierung randomisiert ausgewahlt und zeigen
bezuglich des Phanotyps keinen Unterschied zu den 2701 Patienten. Zudem erfolgte
eine sorgfaltige Zuordnung der 1472 Kontrollen zu den Probanden bezuglich Alter,
Geschlecht und ethnischer Zugehorigkeit und ist eine Voraussetzung um
Stratifizierungseffekte zu minimieren. In der Fallgruppe sind ausschlieRlich Patienten
mit ausgepragter Varikose ab Stadium C2 nach CEAP Klassifikation, insgesamt 2388
Patienten (1672 Frauen (70%), 716 Manner (30%)). Im Durchschnitt sind die Patienten
56 Jahre alt (Standardabweichung 10,6 Jahre, Altersspanne 18 bis 81 Jahre) und der
Krankheitseintritt liegt bei 32,6 Jahren (SD 12,1; Altersspanne 5 bis 72 Jahre). Dabei
zeigt sich bezuglich des Alters keine wesentliche Differenz zwischen den
Geschlechtern. Die Krankheitsdauer ist im Schnitt mit 23,2 Jahren angegeben (SD
12,8; Zeitspanne 0 bis 63 Jahre).
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3.2 Schweregrade des Patientenkollektives

Die Fallgruppe zeigt mit 84,3% (2013 Probanden) Zeichen einer CVI (Chronisch-
Venosen-Insuffizienz), welche nach CEAP Klassifikation die Stadien C3 bis C6
beinhaltet. Der Uberwiegende Anteil der Fallgruppe (64%) hat eine
Krankheitsauspragung C3 (1530 Probanden) sowie Stadium C4 (15,9%; 379
Probanden). Die starkste Auspragung also C5 und C6 nach CEAP Kilassifikation sind
am geringsten vertreten (4,4%; 104 Probanden). Eine Varikose im Stadium C2 der
CEAP Kilassifikation haben lediglich 15,7% (375 Probanden).

Tabelle 4 Ubersicht der untersuchten Stichprobe. Die Tabelle zeigt eine Ubersicht
der verwendeten Patientenkohorte sowie der Kontrollkohorte. Ferner ist die
geschlechtliche Verteilung sowie der Altersdurchschnitt, der Krankheitsbeginn und
Krankheitsdauer dargestellt. Zudem ist die Verteilung nach Krankheitsstadium
angegeben sowie in Klammern dessen Anteil an der Gesamtkohorte.

Eigenschaften Fille (N=2388) Kontrollen (N=1472)
Geschlecht

Minner 716 (30%) 736 (50%)

Frauen 1672 (70%) 736 (50%)

Alter bei Blutentnahme in Jahren 56 +£10,6 (21 - 81) 51,1 16,1 (18 -78)
Alter bei Krankheitsbeginn in Jahren 32,6 £12,1 (5-72)

Krankheitsdauer in Jahren

23,2+12,8 (0 - 63)
Verteilung der Félle nach CEAP

Stadium in Prozent (%)

C2 375 (15,7%)
C3 1530 (64,0%)
C4 379 (15,9%)
C5 & C6 104 (4,4%)

C3-Co6 2013 (84,3%)
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3.3 Epidemiologie thromboembolischer Ereignisse

In der Studienkohorte berichten nur 1,8 % der Patienten, bereits an einer tiefen
Beinvenenthrombose erkrankt gewesen zu sein, hingegen waren 97,7 % Patienten
noch nie von einer Thrombose betroffen. Nur 12 Probanden aufllerten sich nicht zu
dieser Frage. Die Lungenarterienembolie als schweres und potentiell todliches
thromboembolisches Ereignis ist erstmalig an einer grolen Krampfaderkohorte
evaluiert worden. Bei nur 1,7% der Patienten ist eine stattgehabte
Lungenarterienembolie bekannt. Die Mehrheit der Patienten mit 97,8% (2337) hatten
anamnestisch keine Lungenarterienembolie. Bei 11 Patienten (0,5%) ist eine frihere

Lungenarterienembolie unbekannt.

Tabelle 5 Ubersicht thromboembolischer Ereignisse der Fallkohorte. Dargestellt
ist die Pravalenz der tiefen Beinvenenthrombose und der Lungenarterienembolie in
der Patientenkohorte.

Stattgehabte Beinvenenthrombose Fille (N=2388)
erkrankt 44 (1,8%)
nicht erkrankt 2332 (97,7%)
keine Angaben 12 (0,5%)

Stattgehabte Lungenembolie

erkrankt 40 (1,7%)
nicht erkrankt 2337 (97,8%)
keine Angaben 11 (0,5%)
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3.4 Der Subphanotyp Phlebitis

Zudem ist in dieser Fall-Kontrollstudie erstmalig der Subphanotyp Phlebitis evaluiert
worden und ca. ein Drittel (35%) der Studienkohorte (836 Patienten) leiden unter den
Symptomen einer schmerzhaften Entzindung (Phlebitis) der Stammvenen. Bei 63,7%
der Patienten (1520 Probanden) kann keine Phlebitis evaluiert werden und bei 1,3%
(32 Patienten) ist das Auftreten einer symptomatischen Phlebitis unbekannt.
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Abbildung 9 Verteilung des Subphanotyps Phlebitis in der Gesamtkohorte.
Dargestellt ist das Auftreten des Subphanotyp Phlebitis auf der X-Achse und die
Anzahl der Probanden der Gesamtkohorte auf der Y-Achse.
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3.5 Phlebitis in Abhangigkeit zum CEAP Stadium

Betrachtet man die Verteilung der Phlebitis in den einzelnen CEAP Stadien im
Vergleich zur Gesamtkohorte, so zeigt sich eine Fokussierung auf fortgeschrittene
Krankheitsstadien. Es prasentieren ca. 53% der Patienten im Krankheitsstadium C5
und C6 eine Phlebitis. Im Stadium C4 sind ca. 40% der Probanden von einer
Phlebitissymptomatik betroffen und von den 1530 Patienten der C3 Klassifikation
berichten 516 Patienten (ca. 34%) von einer entzindlichen Veranderung der Venen.
Bei den Patienten mit einer C2 Varikosis ist der Subphanotyp am geringsten
ausgepragt (30% Phlebitis).
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Abbildung 10 Verteilung des Subphanotyps Phlebitis nach C-Stadien. Auf der X-
Achse sind die C-Stadien nach CEAP Klassifikation und auf der Y-Achse die Anzahl
der Probanden mit Phlebitis (schwarz) in Relation zur Gesamtkohorte (grau)
dargestellt.
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3.6 Geschlechtsspezifitat des Subphanotyps Phlebitis

Analog zu unseren bisherigen Resultaten zeigt sich auch bei der Phlebitis eine
Geschlechtsspezifitat des klinischen Symptoms, denn annahernd 78% der Patienten
mit Phlebitis sind weiblich. Auch in Relation zur Gesamtkohorte ist bei den Frauen ein
haufigeres Auftreten von Phlebitis zu beobachten. So sind bei ca. 39 % der Frauen der
Gesamtkohorte eine Entzindung der Stammvenen zu beobachten, bei den Mannern
hingegen nur bei 26%.
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Abbildung 11 Geschlechtsspezifitiat der Phlebitis. Angegeben ist der Anteil der
Patienten mit Phlebitis in Prozent (Y-Achse) entsprechend dem Geschlecht, im
Vergleich zum Phlebitisdurchschnitt der Gesamtkohorte.
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3.7 Phlebitis, ein Subphanotyp des mittleren und hoheren Alters

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Altersverteilung. So sind die meisten Patienten
mit Phlebitis zum Zeitpunkt der Datenerhebung unter den 50 bis 59-Jahrigen (299
Probanden) und damit ca. 12,5% der Studienkohorte sowie unter den 70 bis 79-
Jahrigen Probanden (39% Phlebitis). Die Patienten im Alter von 60 bis 69 Jahren sind
mit 262 mit ca. 11% (an der Studienkohorte) ebenfalls haufig vertreten. Mit 160
Probanden und somit 6,7% der gesamten Studienprobanden sind die 40 bis 49-
Jahrigen sehr oft an Phlebitis erkrankt. Die restlichen Altersgruppen machen
insgesamt einen geringeren Anteil an den Phlebitiserkrankten in der Gesamtkohorte
aus (20 bis 29 Jahre 5 Probanden; 30 bis 39 Jahre 36 Probanden). Wie bereits
angefuhrt, liegt der Phlebitisdurchschnitt bei 35% (Fiebig et al., 2010). Nach der
Zuteilung zu bestimmten Altersgruppen zeigen sich lediglich die Probanden in der
Altersgruppe 70 bis 79 Jahre mit 39% sowie die 50 bis 59-Jahrigen Uber dem
Phlebitisdurchschnitt mit ca. 38% Phlebitiserkrankter dieser Altersgruppen. Nur
geringfugig unterhalb des Phlebitisdurchschnitts zeigten sich die Altersgruppen 40 bis
49 Jahre sowie 60 bis 69 Jahre. Deutlich unter 35% Phlebitisdurchschnitt zeigten sich
die jungeren Patienten (20 bis 39 Jahre) sowie die Patienten im fortgeschrittenen Alter
ab 80 Jahre.
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Abbildung 12 Abhangigkeit des Subphanotyps Phlebitis vom Patientenalter. Auf
der X-Achse ist der Anteil der Patienten mit Phlebitis in Prozent, auf der Y-Achse die
Altersgruppen (in Jahren) angegeben.
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3.8 Ergebnisse der Assoziationsanalyse des Phanotyps Varikosis

Der Anteil der auswertbaren Genotypisierungsdaten (Callrate) betrug bei allen 7
Polymorphismen mindestens 95%, zudem wurden alle Marker bezuglich Ihrer
Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht der Kontrollen unter Anwendung
eines exakten Tests (Wigginton et al., 2005) evaluiert und es zeigte sich fur alle sieben
Marker keine signifikante Auslenkung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht.

Tabelle 6 Ubersicht der verwendeten SNPs. Die Tabelle zeigt die SNPs mit Ihren rs
Nummern, dem Chromosom sowie der Position. Erganzend ist fur jeden SNP die Call
Rate und der p-Wert fur die Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht in den
Kontrollen angegeben.

SNP Name Chromosom Position (kb) Calirate pHWE

rs6025 1 167785673 1,000 0.9893
rs1799963 11 46717631 0,990 0.6913
rs2227589 1 172152839 0,990 0,7999
rs1613662 19 60228407 1,000 0,9012
rs3087505 4 187416480 0,990 0,6289
rs13146272 4 187357205 0,990 0,5653
rs3756008 4 187422379 1,000 0,0573
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Tabelle 7 Ubersicht der unadjustierten Ergebnisse der Assoziationsanalyse des
Phanotyps Varikosis. Die Tabelle zeigt die unadjustierten Ergebnisse der
Genotypisierung der sieben getesteten Marker, die Analyse und Visualisierung erfolgte
mittels Haploview 4.0 (Barett et al., 2005) und Genomizer Engine (Franke et al., 2006).
Dargestellt sind die rs-Nummern der verifizierten SNPs sowie die Anzahl der
homozygoten Trager des seltenen Allels und haufigen Allels in der Kontrollgruppe
sowie Fallgruppe sowie die Anzahl der Heterozygoten in Kontroll- und Fallgruppe.
Ferner ist die Frequenz des Minor Allels (MAF) der Fallkohorte und der Kontrollgruppe
angegeben sowie die Ergebnisse der Allel- und der Genotyp-basierten Tests zwischen
Fallen und Kontrollen mit dem entsprechendem p-Wert, Odds Ratio und das 95%-
Konfidenzintervall. Ist eine Berechnung nicht moglich da die Genotypenhaufigkeit z.B.
,0" betragt sind fehlende Werte mit ,NA“ angegeben.

SNP Name Allelverteilung MAFco MAFca pCCA pCCG pCCR ORR ORR conf pCCC ORC ORC conf
T CT cC
rs6025 Kontrollen 1 75 1387 0,03 0,04 0,003 0,014 0,004 1,50 1,14-1,98 0,405 0,41 0,05-3,64
Falle 4 177 2200
AA GA GG
rs1799963 Kontrollen 0 30 1427 0,01 0,01 0,196 0,379 0,22 1,32 0,85-2,04 0,434 NA NA
Félle 1 63 2315
T cT cC
rs2227589 Kontrollen 16 265 1178 0,10 0,10 0,733 0,93 0,711 0,97 0,82-1,14 0,999 1,00 0,53-1,87
Falle 26 419 1925
AA GA GG
rs1613662 Kontrollen 32 365 1068 0,15 0,16 0,207 0,434 0,268 1,09 0,94-1,26 0,36 0,82 0,53-1,26
Falle 63 618 1687
GG AG AA
rs3087505 Kontrollen 21 292 1145 0,11 0,10 0,021 0,011 0,06 0,86 0,73-1,01 0,007 2,46 1,25-4,85
Félle 14 436 1920
AA CA [«
rs13146272 Kontrollen 159 660 640 0,34 0,34 0,676 0,404 0,835 0,99 0,86-1,12 0,234 0,88 0,72-1,08
Falle 288 1023 1046
T AT AA
rs3756008 Kontrollen 223 740 499 0,41 0,43 0,016 0,014 0,23 1,09 0,95-1,25 0,003 0,77 0,65-0,92
Falle 450 1159 766
Abklirzungen:
MAF Frequenz des weniger haufigen Allels (MAF = minor allele frequency) in
Fallen (cases(ca)) und Kontrollen (control (co))
pCCA p-Wert Allel-basierter Test der Fall-Kontroll-Analyse
pCCG p-Wert Genotyp-basierter Test der Fall-Kontroll-Analyse
pCCR p-Wert der Fall-Kontroll-Analyse fur das weniger haufige Allel
ORR Odds Ratio des weniger haufigen Allels
ORR conf  95% Konfidenzintervall (Kl) fur die Odds Ratio des weniger haufigen
Allels
pCCC p-Wert der Fall-Kontroll-Analyse fur das haufige Allel
ORC Odds Ratio des haufigen Allels

ORC conf  95% Konfidenzintervall fur die Odds Ratio des haufigen Allels
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Die Analyse der allelischen Einzelpunktassoziation fur den SNP rs6025 (pCCA) zeigt
einen nominal statistisch signifikanten Unterschied (p= 0,003) zwischen Fall- und
Kontrollgruppe, auch die Fall-Kontroll Assoziationsanalyse der Genotypenfrequenz
zeigt formal einen nominal statistisch signifikanten Unterschied (p-Wert von 0,004) fur
das weniger haufige Allel (pCCR) bei einer Odds Ratio (OR) von 1,5 und einem
Konfidenzintervall von 1.14 bis 1.98. Unter Anwendung der Bonferroni Korrektur fur

multiples Testen zeigt sich weiterhin ein nominal statistisch signifikantes Ergebnis.

Die allel- und genotyp-basierten Assoziationsanalysen fur rs3087505 zeigen nominal
einen signifikanten p-Wert (pCCA = 0,021 und pCCG = 0,011) dieser ist allerdings
unter Anwendung der Bonferroni Korrektur nicht signifikant. Auch die
Assoziationsanalyse fur das haufige Allel zeigt nominal ein statistisch signifikantes
Ergebnis kann aber das Signifikanzniveau nach Bonferronikorrektur nicht erreichen
(pCCC =0,007; OR 2,46; Kl 1,25 - 4,85).

Ferner zeigt die Analyse von rs3756008 zur allelischen und genotypischen
Einzelpunktassoziation auch ein nominales Signifikanzniveau p=<0,05 (pCCA = 0,016;
pCCG = 0,014) erreicht allerdings nicht das adjustierte Signifikanzniveau nach
Bonferroni. Bemerkenswerterweise ergibt die Analyse des haufigen Allels (pCCC)
einen signifikanten Unterschied zwischen der Fall- und Kontrollgruppe (pCCC =
0,003), das Odds Ratio zeigte sich allerdings nur bei 0,77 (Kl 0,65 - 0,92).

Die Analysen der SNPs rs1799963, rs227589 sowie rs1613662 und rs13146272
zeigen sowohl fur die allelische als auch fur die genotypische Einzelpunktassoziation
keinen signifikanten Unterschied zwischen der Patientengruppe und Kontrollgruppe in
allen durchgefuhrten Tests.
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3.9 Ergebnisse der Assoziationsanalyse des Phinotyps Varikosis nach

logistischer Regressionsanalyse fiir Alter und Geschlecht

Aufgrund des bekannten Einflusses von Alter und Geschlecht auf das Krankheitsbild
Varikosis (Fiebig et al., 2010) erfolgt die Fall-Kontroll-Analyse unter Anpassung der
Einflussfaktoren mittels multipler logistischer Regression.

Tabelle 8 Ubersicht der adjustierten Ergebnisse der Assoziationsanalyse des
Phanotyps Varikosis. Angegeben sind die sieben Marker mit Ihren rs Nummern
sowie dem adjustiertem p-Wert nach logistischer Regressionsanalyse (pLRT) fur Alter
und Geschlecht, bei dem Model (MUL = multiplikatives Modell; REC= rezessives
Model) mit dem niedrigsten p-Wert sowie die Odds Ratio und das Konfidenzintervall.

SNP Name Model pPLRT OR (95%KI)
rs6025 MUL 0,00679 1,459 (1,108 - 1,937)
rs1799963 MUL 0,102 1446 (0,930 - 2,295)
rs2227589 MUL 0,6 0,958 (0,819 - 1,124)
rs1613662 MUL 0,411 1,057 (0,926 - 1,209)
rs3087505 MUL 0,0122 0,818 (0,700 - 0,957)
rs13146272 REC 0,187 1,153 (0,933 - 1,429)
rs3756008 REC 0,00127 1,346 (1,123 - 1,617)

Nach Anpassung fur Alter und Geschlecht zeigen lediglich die SNPs rs6025
(multiplikatives Modell) und rs3756008 (rezessives Model) einen signifikanten
Unterschied zwischen der Fallkohorte und Kontrollgruppe und zeigen sich auch fur das
adjustierte Signifikanzniveau von p < 0,007 signifikant. Der P-Wert fir den Marker
rs3087505 ist nur nominal signifikant. Die ubrigen SNPs rs1799963, rs2227589,
rs1613662 sowie rs13146272 zeigen keinen statistisch relevanten Unterschied
zwischen den Kohorten.
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3.10 Ergebnisse der Assoziationsanalyse des Subphanotyps
Phlebitis nach logistischer Regressionsanalyse fiir Alter und
Geschlecht

Die klinische Bedeutung des Subphanotyps Phlebitis sowie die Fokussierung auf das
weibliche Geschlecht und das mittlere bis hohere Lebensalter sind bereits umfangreich
beschrieben. Aufgrund der enormen klinischen Bedeutung des Subphanotyps
Phlebitis erfolgt erstmalig die Fall-Kontroll-Analyse bezulglich einer Assoziation der
bekannten Risikofaktoren einer tiefen Beinvenenthrombose (Bezemer et al., 2008) mit
dem Subphanotyp Phlebitis. Angesichts der Tatsache, dass sowohl das Geschlecht
als auch das Lebensalter einen Einfluss auf den Phanotyp Varikosis nehmen (Fiebig
et al.,, 2010), erfolgt die Assoziationsanalyse des Subphanotyps Phlebitis unter
Anpassung von Alter und Geschlecht mittels logistischer Regression.

Tabelle 9 Ubersicht der adjustierten Ergebnisse der Assoziationsanalyse des
Subphanotyps Phlebitis. Angegeben sind die sieben Marker mit Ihren rs Nummern
sowie dem adjustiertem p-Wert nach logistischer Regressionsanalyse (fur Alter und
Geschlecht) bei dem Model (MUL= multiplikatives Modell; DOM= dominantes Modell)
mit dem niedrigsten p-Wert sowie die Odds Ratio und das Konfidenzintervall.

SNP Name Model pLRT OR (95%KI)
rs6025 MUL 0,0062 1,528 (1,129 - 2,064)
rs1799963 DOM 0,000869 2,389 (1,434 - 4,007)
rs2227589 DOM 0,0429 0,795 (0,634 - 0,993)
rs1613662 MUL 0,475 1,062 (0,900 - 1,250)
rs3087505 DOM 0,276 0,885 (0,708 - 1,102)
rs13146272 DOM 0,151 0,881 (0,741 - 1,047)
rs3756008 DOM 0,000389 1,399 (1,162 - 1,689)

Die Analyse des SNPs rs6025 zeigt unter der Annahme eines multiplikativen Modells
fur die Einzelpunktassoziation einen p-Wert von 0,0062 und erreicht des
Signifikanzniveau nach Bonferroni bei einem Odds Ratio von 1,528 (Kl 1,129 - 2,064).
AuRerdem erreichen auch rs1799963 und rs3756008 unter dem dominanten Modell
das Signifikanzniveau nach Bonferroni. Hervorzuheben ist hierbei das Odds Ratio von
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2,389 (K1 1,434 - 4,007) fur den SNP rs1799963 sowie eine OR von 1,399 (Kl 1,162 -
1,689) fur den SNP rs3756008. Die verbliebenen SNPs rs2227589, rs1613662 sowie
rs3087505 und rs13146272 zeigen keine signifikanten Ergebnisse.
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3.11 Ergebnisse der Assoziationsanalyse des Phanotyps Varikosis

in Abhangigkeit vom Schweregrad der Erkrankung

Zusatzlich zu Alter und Geschlecht zeigt die Varikosis auch eine Fokussierung auf
fortgeschrittene Krankheitsstadien, sodass in dieser Studie erstmalig im Rahmen einer
Subanalyse die Assoziation des Krankheitsstadiums mit den ausgewahlten sieben
Markern untersucht wurde. Diesbezuglich werden die Patienten mit einer chronisch
venosen Insuffizienz (Stadium C3 bis C6 nach CEAP-Klassifikation) mit Patienten mit
leichter phanotypischer Auspragung (Stadium C2 nach CEAP Klassifikation) nach
logistischer Regressionsanalyse fur Alter und Geschlecht, verglichen. Die Subanalyse
erreicht allenfalls beim SNP rs3756008 das Signifikanzniveau nach Bonferroni von p
< 0,007 (pLRT= 0,00514) mit einer aussagekraftigen Odds Ratio von 1,428 (KI 1,1 -
1,8), die restlichen Marker zeigen keinen statistisch signifikanten Unterschied der
genotypischen Einzelpunktassoziation zwischen Patienten mit schwerem (Stadium
C3-C6 nach CEAP-Klassifikation) und leichtem (Stadium C2 nach CEAP
Klassifikation) Krankheitsbild.

Tabelle 10 Ubersicht der adjustierten Ergebnisse der Assoziationsanalyse des
Phanotyps Varikosis mit dem Erkrankungsstadium in der Patientenkohorte.
Angegeben sind die sieben Marker mit Ihren rs Nummern sowie dem adjustiertem p-
Wert nach logistischer Regressionsanalyse (fur Alter und Geschlecht) bei dem Model
(DOM= dominantes Modell; MUL= multiplikatives Modell; REC= rezessives Modell),
mit dem niedrigsten p-Wert sowie die Odds Ratio und das Konfidenzintervall.

SNP Name Model PLRT OR (95%KI)
rs6025 DOM 0,325 0,799 (0,494 - 1,238)
rs1799963 MUL 0,12 0,541 (0,208 - 1,157)
rs2227589 DOM 0,622 1,074 (0,805 - 1,418)
rs1613662 REC 0,343 1,382 (0,691 - 2,558)
rs3087505 REC 0,0256 0,000 (NA - 29717,747)
rs13146272 DOM 0,148 0,846 (0,675 -1,061)
rs3756008 DOM 0,00514 1,428 (1,111 - 1,848)
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4 Diskussion

Die Volkskrankheit Varikosis ist eine polygenetische und multifaktorielle Erkrankung
und insbesondere die Annahme genetischer Einflisse sind etabliert (Krysa et al., 2012;
Fiebig et al., 2010; Lee et al., 2003). In den letzten Jahren sind diverse Studien
veroffentlicht worden, in denen im Rahmen von genomweiten Assoziationsstudien
mogliche Suszeptibilitatsgene beschrieben wurden (Shadrina et al., 2018 und Fukaya
et al., 2018; Ellinghaus et al., 2016), die Ergebnisse sind bis dato allerdings sehr
uneinheitlich und tragen bisher wenig zum Verstandnis krankheitsverursachender
Gene bei. Insbesondere die genetischen Einflisse einer tiefen Beinvenenthrombose
sind etabliert (Bezemer et al., 2008) und die Assoziation einer tiefen
Beinvenenthrombose mit dem Phanotyp Varikosis wurde in weiteren Studien bestatigt
(Fukaya et al., 2018; Chang et al., 2018). Aufgrund der pathophysiologischen
Zusammenhange beider Erkrankungen ist auch eine Assoziation der Varikosis (und
chronisch vendsen Insuffizienz) mit diesen etablierten Genvarianten nicht
auszuschliefen.  Aufgrund dieser Annahme erfolgte eine Fall-Kontroll-
Assoziationsanalyse der sieben etablierten Thrombosefaktoren (rs6025, rs1799963,
rs2227589, rs1613662, rs3087505, rs13146272 sowie rs3756008) mit dem Phanotyp

Varikosis und Subphanotyp Phlebitis an einer aussagekraftigen deutschen Stichprobe.

4.1 Auswahl des Studiendesigns

Die Aufdeckung genetischer Krankheitsursachen erfolgt idealerweise in mehreren
Schritten, wobei zunachst untersucht werden sollte, ob eine Erkrankung vererbbar ist.
Dieses konnte fur die polygenetische Erkrankung der Varikosis an dieser Stichprobe
bereits nachgewiesen werden (Fiebig et al., 2010). Ein Fall-Kontroll-Studiendesign
eignet sich anschlieend hervorragend um im Erfolgsfall einen signifikanten
Unterschied zwischen den Gesunden und Erkrankten und damit eine Korrelation
zwischen dem Risikofaktor und der Erkrankung herzustellen. Dazu wurden Allel- und
Genotypfrequenzen der sieben bekannten Einzelnukleotidpolymorphismen betroffener
Patienten, den Frequenzen gesunder Kontrollpersonen gegenubergestellt und die
Signifikanz der Abweichung berechnet. Die retrospektive Assoziationsanalyse erfolgte
an einer reprasentativen Stichprobe an Varikosis erkrankten Patienten der Mosel-Eifel-
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Klinik Bad Bertrich (Fiebig et al., 2010) sowie einer gesunden Stichprobe der
Biodatenbank popgen (Nothlings et al., 2012; Krawczak et al., 2006).

Da die Ergebnisse im Vergleich zwischen Fallen und Kontrollen bestimmten
Storgrollen (Confounder) unterliegen und einen systematischen Fehler (Bias) zur
Folge haben kann, sollten mdgliche Storgroflen minimiert werden. Um eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen den Fallen und Kontrollen zu gewahrleisten,
sollten sich die beiden Kohorten, wenn mdglich, nur in dem zu untersuchenden
Merkmal (Phanotyp Varikosis/Subphanotyp Phlebitis) unterscheiden. Um dies zu
gewabhrleisten, ist die Kontrollgruppe ahnlich bezuglich der Altersverteilung ausgewahlt
worden. Vergleicht man das mittlere Alter bei Blutentnahme von 56 Jahren der
Fallgruppe und 51,1 Jahren der Kontrollgruppe, so zeigt sich eine annahrend gleiche
Altersverteilung. Damit kein systematischer Fehler bezlglich der ethnischen Herkunft
auftritt und damit eventuell eine hohere Pravalenz bezogen auf die
Gesamtbevolkerung besteht (Populationsstratifikation), wurde bei der Auswahl der
Patienten und Probanden auf eine deutsche Herkunft Uber zwei Generationen
geachtet. Die popgen Biodatenbank stellt zudem eine fur Deutschland reprasentative
Kohorte zur Verfugung (NGthlings et al., 2012; Krawczak et al., 2006), welche sich zur
Aufklarung komplexer Erkrankungen eignet, und nicht von anderen Regionen in
Deutschland abweicht (Krawczak et al., 2006), und stellt somit eine ideale
Kontrollgruppe dar. Durch die sorgfaltige Auswahl der Fallgruppe und der
Kontrollgruppe haben Populationsstratifikationen keine gro3en Auswirkungen
(Wacholder et al., 2002).

Dass die Kohorte fur die Durchfihrung einer Fall-Kontroll-Studie geeignet ist zeigt sich
auch darin, dass keiner der untersuchten SNP-Marker in der Kontroll-Gruppe
signifikant vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht abweicht. Um zudem eine moglichst
hohe Power zu erreichen, konnte mit 2388 Patienten eine der grofdten nationalen
Varikosiskohorte aufgebaut werden (Fiebig et al., 2010).

Kritisch zu bemerken bleibt allerdings, dass aufgrund der hohen Pravalenz der
Varikosis nicht sicher ausgeschlossen werden kann, dass auch unter den Kontrollen
klinisch unauffallige Merkmalstrager sein konnten, welches dann einen Einfluss auf
das Ergebnis haben konnte. Die Alternative eines bevolkerungsreprasentativen
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Studienansatzes erfolgte im Rahmen einer follow-up Untersuchung der Bonner
Venenstudie (Conrad 2015; Rabe et al., 2003;) an 974 Patienten mit Uberwiegend
leichtem Phanotyp (Stadium CO, C1 und C2 nach CEAP-Klassifikation) und konnte
keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der sieben SNPs (Bezemer et al., 2008)
aufweisen, sodass ein Fall-Kontrollansatz mit einem starken Phanotyp der Probanden,

die bestmogliche Voraussetzung fur unsere Studie darstellt.
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4.2 Diskussion der Gesamtkohorte

Die Volkskrankheit Varikosis (Rabe et al., 2003) ist bis dato in verschiedenen Studien,
insbesondere epidemiologisch, untersucht worden (Fukaya et al., 2018; Vuylsteke et
al., 2015; Carpentier et al., 2004; Rabe et al., 2003). Im Zeitraum von 2005 bis 2008
wurden 2701 Patienten mit einer behandlungsbedurftigen Varikosis in dieser Studie
eingeschlossen, von denen 2388 Patienten randomisiert durch das popgen Institut
(Nothlings et al., 2012; Krawczak et al., 2006) ausgewahlt wurden.

Betrachtet man andere deutsche epidemiologische Untersuchungen wie die Tubinger
Studie (Fischer et al., 1981) oder die Bonner Venenstudie (Rabe et al., 2003), so
zeichnet sich unsere Studie, aufgrund der strengen Einschlusskriterien (ab Stadium
C2 nach CEAP), vor allem durch einen deutlich starkeren Phanotyp aus. Die
Klassifikation der Probanden erfolgte dabei nach internationalem Standard (CEAP
Klassifikation, Eklof et al., 2004). Im Vergleich zur Bonner Venenstudie, zeigt unsere
Kohorte bezuglich der Verteilung nach dem CEAP Stadium eine ausgepragte
Fokussierung auf die Stadien C3 - C6 und damit zu 84,3% Zeichen der chronisch
venosen Insuffizienz. Die Bonner Venenstudie zeigte insbesondere eine ausgepragte
Verteilung in den Stadien CO (9,6%), C1 (59,1%) und C2 (14,3%) und nur ca. 17% der
Probanden hatten das klinische Bild einer chronisch vendsen Insuffizienz (Rabe et al.,
2003). Auch die epidemiologische Studie in Belgien und Luxemburg (Vuylsteke et al.,
2015) mit 5740 eingeschlossenen Patienten hat einen groen Anteil
asymptomatischer und symptomatischer Patienten mit einer CO Klassifikation nach
CEAP (38,7%) eingeschlossen. Mit 16,7% versus 15,7% in unserer Stichprobe ist das
Stadium C2 nach CEAP beinahe gleich verteilt. Wahrend in unserer Studie
uberwiegend das Stadium C3 nach CEAP Kiassifikation eingeschlossen worden ist
(64%  der  Fallkohorte), haben nur 13,7% der Patienten  der
luxemburgischen/belgischen Studie eine Varikosis der C3 Klassifikation nach CEAP.
Auch eine fortgeschrittene Varikosis ab Stadium C4 bis C6 nach CEAP ist in unserer
Kohorte prozentual deutlich haufiger vertreten (4,4% vs 3,0 %). Betrachtet man nur
das Stadium C3 bis C6 nach CEAP Klassifikation (definiert als chronisch venose
Insuffizienz), so hebt sich das vorliegende Patientenkollektiv mit einer ausgepragten
Fokussierung auf eine fortgeschrittene Varikosis deutlich, von den bereits

vorliegenden Studien ab.
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Ein weiterer hervorzuhebender Aspekt ist die Vorrangstellung des weiblichen
Geschlechts dieser Kohorte, es sind 70% der Probanden Frauen, dieses Ergebnis
deckt sich mit den anderen grof3en epidemiologischen Studien. Insbesondere die
epidemiologische Studie aus Belgien/Luxemburg zeigt mit einem Frauenanteil von
67,5% ahnliche Ergebnisse (Vuylsteke et al., 2015), die Bonner Venenstudie aus dem
Jahr 2003 (Rabe et al., 2003) sowie die kurzlich publizierte Studie aus dem
Vereinigtem Konigreich (Fukaya et al., 2018) zeigen nur eine leichte Dominanz des
weiblichen Geschlechts (56% bei Rabe et al., 2003 und 54% bei Fukaya et.al., 2018).
Der Risikofaktor weibliches Geschlecht ist bekannt und etabliert (Fiebig et al., 2010)
und auch die mdglichen Ursachen der weiblichen Dominanz in der Kohorte wie
stattgehabte Schwangerschaften, Einfluss weiblicher Geschlechtshormone sowie
einer hoheren Bereitschaft zur medizinischen Versorgung sind bekannt (Chiesa et al.,
2005; Capentier et al., 2004; Rabe et al., 2003; Jawien et al., 2003).

Vergleicht man auch das Durchschnittsalter der Probanden unserer Kohorte (56 Jahre
+ 10,6 Jahre; SD 21 - 81 Jahre), so ist dieses vergleichbar mit der grol3en
multizentrischen Studie (58 Jahre SD 50 - 63 Jahre), die belgisch/luxemburgische
Studie mit einem Durchschnittsalter von 53,4 Jahren und die Patienten der Bonner
Venenstudie (48 Jahre + 16 Jahre) zeigen hingegen ein jungeres Durchschnittsalter
der Populationsgruppe. Als Ursache des hoheren Patientenalters sind die
unterschiedlichen Einschlusskriterien zu berucksichtigen, insbesondere der
Einschluss asymptomatischer Patienten und Patienten mit Teleangiektasien (CO und
C1nach CEAP Kilassifikation) in die Bonner Venenstudie, welche zusammen 68,7%
der Gesamtkohorte ausmachen und somit deutlich jungere Patienten mit

kosmetischen Veranderungen einschlieft.

Auch wenn diese Fallkohorte insgesamt weniger Patienten eingeschlossen hat, ist sie
dennoch aktuell die zweitgrofite in Deutschland. Zusammenfassend ist die aufgebaute
Kohorte vergleichbar mit bereits bestehenden epidemiologischen Daten der
vergleichbaren Bonner Venenstudie und belgischen/luxemburgischen Studie,
hervorzuheben ist allerdings der deutlich starkere Phanotyp dieser Studie, welches die
Voraussetzung fur die anschlieRende genetische Untersuchung darstellt.
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Tabelle 11 Patientenkollektive im Vergleich. Die Ubersicht stellt die
Krankheitsstadien nach CEAP Kilassifikation des Probandenkollektives der
Assoziationsstudie des IKMB Kiel (Fiebig et al., 2010), im Vergleich zur
epidemiologischen Studie aus Luxemburg/Belgien (Vuylsteke et al., 2015) und der
Bonner Venenstudie (Rabe et al., 2003) dar. Neben den absoluten Zahlen ist der Anteil
an der Gesamtkohorte in Klammern, in Prozent, angegeben.

CEAP Kiel Luxemburg/Belgien Bonn |
Co 0 (0%) 2221 (38,7%) 294 (9,6%)
Cl 0 (0%) 1072 (18,7%) 1814 (59,1%)
C2 375 (15,7%) 960 (16,7%) 439 (14,3%)
C3 1530 (64,0%) 784 (13,7%) 412 (13,4%)
C4 379 (15,9%) 530 (9,2%) 88 (2,9%)
C5 & C6 104 (4,4%) 173 (3,0%) 22 (0,7%)
C3-C6 2013 (84,3%) 1478 (25,7%) 522 (17%)
Gesamt 2388 5740 3069
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4.3 Assoziation der Kandidatengene mit dem Phanotyp Varikosis

Grundlage der genetischen Untersuchung sind sieben als Risikofaktoren der tiefen
Beinvenenthrombose etablierte Einzelpunktmutationen (Bezemer et al., 2008). Aus
der bereits bekannten und angefuhrten Studie sind die Faktor 5-Leiden Mutation
(rs6025) sowie die Prothrombinmutation (rs1799963) als potentielle Risikofaktoren fur
eine tiefe Beinvenenthrombose etabliert (Bezemer et al., 2008) und dienen der
Positivkontrolle unserer Genotypisierung.

Obwohl sich fur den SNP rs6025 ein signifikantes Ergebnis in der allelischen und
genotypischen Fall-Kontroll-Einzelpunktassoziationsanalyse zeigt (pCCA = 0,003;
pCCR = 0,004), relativiert sich der Effekt aufgrund der niedrigen Allelfrequenz von 3%
in den Kontrollen und 4% in der Fallgruppe. Ahnlich niedrige Allelfrequenzen fir rs6025
von 2 bis 7% wurden bereits in einer hollandischen und schwedischen Population
beschrieben (Majerus et al., 1994) und decken sich demnach mit den Ergebnissen
dieser Studie. Die Effektstarke ist aufgrund der niedrigen Allelfrequenz und der Odds
Ratio von 1,5 (Kl 1,14 - 1,98) fur die genotypische Assoziationsanalyse allerdings als
gering einzuschatzen. Zudem ist anzumerken, dass die Ergebnisse unadjustiert sind
und daher das Risiko fur falsch positive Ergebnisse erhoht ist weswegen in den
weiteren Analysen eine Adjustierung erfolgte. Nach logistischer Regressionsanalyse
der bekannten Einflussgrof3en Alter und Geschlecht zeigt die Assoziationsanalyse fur
den SNP rs6025 nominal ein schwach signifikantes Ergebnis nach Bonferroni (pLRA
= 0,00679). Demnach ist eine geringe Assoziation zu vermuten, dennoch ist der
Einfluss der Faktor-5 Leiden Mutation auf die Pradisposition einer primaren Varikosis
bei niedriger Effektstarke (Odds Ratio 1,459; KI 1,108 - 1,937) als gering

einzuschatzen.

Fiar den Polymorphismus des Faktor 11 (rs3756008) zeigt sich keine Signifikanz nach
Analyse der Einzelpunktassoziation, lediglich die Fall- Kontrollanalyse fur das haufige
Allel zeigt sich schwach signifikant nach Bonferroni (pCCC =0.003), jedoch muss das
Ergebnis aufgrund der OR von 0,77 (KI 0,65 - 0,92) relativiert werden. Nach
logistischer Regressionsanalyse zeigt sich unter dem rezessiven Modell ein, im
Vergleich zum SNP rs6025 nominal signifikanteres Ergebnis (pLRA = 0,00127; OR

1,35; KI 1,12 - 1,62). Dennoch ist zu betonen, dass nach logistischer
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Regressionsanalyse dieser wichtigen Einflussgrofen (Alter und Geschlecht) sowie
unter Verwendung verschiedener genetischer Modelle die Ergebnisse deutlich unter
dem Signifikanzniveau nach Bonferroni liegen mussten und auch die Odds Ratios

aussagekraftiger sein mussten.

Die Fall-Kontroll-Analysen der SNPs rs2227589 (SERPINC1), rs1613662 (GP6) und
rs13146272 (CYP4V2) der grolden genetischen Studien (LETS, MEGA-1 und MEGA-
2) zeigen erstaunlicherweise Uberhaupt keine statistische Signifikanz. Die
Assoziationsanalyse der SNPs rs1799963 und rs3087505 blieben ebenfalls ohne

statistische Signifikanz.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse der Fall-Kontroll-Assoziationsanalyse
vermuten, dass die primare Varikosis allenfalls eine leichte Assoziation mit der Faktor
5 Leiden Mutation und dem Faktor 11 Polymorphismus haben konnte. Aufgrund der
allerdings nur nominal signifikanten Ergebnisse bei einer Vielzahl betrachteter SNPs
und Verwendung mehrerer genetischer Modelle, weisen die Ergebnisse trotz Korrektur
fur multiples Testen daraufhin hin, dass der Phanotyp Varikosis vermutlich unabhangig
von den sieben etablierten Einzelpunktmutationen einer hereditaren Thrombophilie
(Bezemer et al., 2008) ist.

Die genomweite Assoziationsstudie (Ellinhaus et al., 2017), welche auf dieser
Gesamtkohorte basiert, konnte zwar weitere Genmutationen (EFEMP1, SKAP2 und
KCNHS8) identifizieren, zusammen allerdings nur ca. 2 % der Heritabilitat einer
primaren Varikosis (Ellinghaus et al., 2017) erklaren. Auch die Ergebnisse der
britischen genomweiten Assoziationsstudie (Fukaya et al., 2018), mit dem Nachweis
von weiteren 855 SNPs mit Assoziation zum Phanotyp der Varikosis unterstreichen

den polygenetischen Einfluss der Erkrankung.
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4.4 Phlebitis, ein klinisch bedeutender Subphanotyp

Erstmalig ist der Subphanotyp Phlebitis detailliert epidemiologisch untersucht worden.
So zeigen ca. ein Drittel der Studienkohorte (35%, 836 Probanden) das
Beschwerdebild der Phlebitis (Fiebig et al., 2010) und es zeigen sich insbesondere
eine Fokussierung auf ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium, ein hoheres
Lebensalter sowie auf das weibliche Geschlecht. Analog der epidemiologischen
Ergebnisse des Phanotyps Varikosis zeigen insbesondere Frauen ein gehauftes
Auftreten der Phlebitis im Vergleich zu den mannlichen Probanden. So zeigen 39%
der Frauen, aber nur 26% der Manner, eine Entzindungssymptomatik. Demzufolge
zeigt sich eindeutig eine Geschlechtsspezifitat des Subphanotyps Phlebitis. Ursachlich
ist einerseits ein frUherer Erkrankungsbeginn bei Frauen als bei Mannern (30.
Lebensjahr versus 37. Lebensjahr; Fiebig et al., 2010) verbunden mit einer langeren
Krankheitsdauer und demzufolge einem deutlich erhohtem Risiko fur die Ausbildung
einer fortgeschrittenen Varikosis (Fiebig et al., 2010; Kopetsch 2010). Der frihe
Krankheitsbeginn bei Frauen ist vor allem durch hormonelle Einflisse (insbesondere
Ostrogene und Gestagene) auf die glatte Gefalmuskulatur und Dehnbarkeit der
Kollagenfasern zuruckzufuhren (Fowkes et al., 2001; Goretzlehner et al., 1999). Die
hormonellen Einflisse bestehen vor allem bei Hormonsubstitution (Kontrazeptiva)
oder wahrend der Schwangerschaft. In der Gesamtkohorte (2701 Probanden) waren
ca. 87% der Frauen mindestens einmal schwanger, ca. 66% sind mehrmals
schwanger gewesen (Fiebig et al., 2010). Diese frihen Einflusse auf die Hdmodynamik
des Blutflusses in der Vene begunstigen einen fruhen Beginn der Varikosis und somit,
bei  progredientem  Krankheitsverlauf, ein  verstarktes  Auftreten  der
Entzindungssymptomatik im hoheren Erkrankungsstadium.

Uberdies wurden erstmalig epidemiologische Daten in Bezug des Probandenalters
zum Auftreten einer Phlebitis erhoben. Die erhobenen Daten zeigen, dass
geschlechtsunabhangig vor allem die alteren Patienten betroffen sind, ein eindeutig
linearer Anstieg wie beim Phanotyp Varikosis (Fiebig et al., 2010) besteht allerdings
nicht.

Betrachtet man daruber hinaus die Bedeutung des Subphanotyps Phlebitis in

Abhangigkeit vom Erkrankungsstadium (CEAP Stadium), so zeigt sich insbesondere
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eine Fokussierung auf die fortgeschrittenen Krankheitsstadien. Speziell die
fortgeschrittenen Stadien C5 und C6 nach CEAP Klassifikation weisen zu 53% den
Subphanotyp Phlebitis auf. Im Stadium C4 zeigen immerhin 40% und im Stadium C3
noch 34% der Patienten eine Phlebitis, sodass der Subphanotyp als Zeichen einer

progressiven Erkrankung zu sehen ist.

Es wird angenommen, dass die Phlebitis die Hauptursache der Schmerzsymptomatik
darstellt, als eine der fUhrenden Beschwerden mit hohem Leidensdruck gilt (Bradbury
et al., 1999) und eine Auswirkung auf die Lebensqualitat der Betroffenen hat
(Andreozzi et al., 2005; Launois et al., 1996). Obwohl die Schmerzsymptomatik so
bedeutend fur die Betroffenen ist, ist der kausale Zusammenhang zwischen der
Varikosis und den auftretenden Schmerzen weiterhin nur unzureichend erklart,
dennoch werden Uberwiegend inflammatorische Prozesse angenommen.
Neurophysiologische Schmerzursachen (Arndt et al., 1991) und biochemische
Prozesse, welche durch inflammatorische Prozesse zum Umbauprozess der
Venenwand beitragen (Michiels et al., 2002; Badier-Commandier et al., 2000; Castro-
Ferreira et al.,, 2017), wurden beschrieben, konnen die Vielschichtigkeit der
Schmerzentstehung einer varikdsen Vene jedoch nicht ausreichend erklaren.
Insbesondere die Unabhangigkeit der Schmerzsymptomatik vom Schweregrad der
Erkrankung (Danziger et al., 2007) und die mehrfach beschriebene Inflammation der
Venenwand, definiert als Phlebitis, untermauern die enorme Bedeutung.



69

4.5 Assoziation der Kandidatengene mit dem Subphanotyp
Phlebitis

Aufgrund der klinischen Bedeutung der Inflammation erfolgte erstmalig eine
Assoziationsanalyse der sieben beschriebenen Einzelpunktmutationen (Bezemer et
al., 2008) mit dem Subphanotyp Phlebitis. Aufgrund des progressiven Charakters des
Subphanotyps Phlebitis mit starker Fokussierung auf ein hoheres Lebensalter und

dem weiblichen Geschlecht, erfolgte auch hier die logistische Regressionsanalyse.

Von den sieben SNPs zeigen die genotypischen Assoziationsanalysen der
Polymorphismen von Faktor 2 und Faktor 11 (rs1799963 und rs3756008) ein
signifikantes Ergebnis nach Bonferroni (pLRA = 0,000869 und pLRA = 0,000389). Die
Prothrombinmutation (rs1799963) ist als Risikofaktor einer tiefen Beinvenenthrombose
etabliert (Hylckama et al., 2014; Cohen et al., 2014, Bezemer et al., 2008) und neben
der bekannten Rolle in der Hamostase und Thrombose sind weitere biologische
Funktionen des Prothrombins und Thrombins beschrieben, hervorzuheben ist die
Mitwirkung bei Entzindungsvorgangen oder der Immunaktivierung (Levi et al., 2003;
Strukova et al., 2001; Narayanan et al., 1999). Auch wenn die genauen
Zusammenhange einer Prothrombinmutation auf die Entwicklung einer Phlebitis
ungeklart sind, 1asst sich aufgrund der vielseitigen Funktionen des Prothrombins und
der nachgewiesenen Assoziation einer Prothrombinmutation mit dem Subphanotyp
Phlebitis ein Zusammenhang vermuten dem weitere Studien folgen sollten. Die
Bedeutung der Einzelpunktmutation rs3756008 im Rahmen der hereditaren
Thrombophilie ist unumstritten (Austin et al., 2011; Bezemer et al., 2008), fur eine
Mitbeteiligung bei Entzindungsvorgangen besteht allerdings aktuell eine schlechte
Datenlage. Im Rahmen einer Tierstudie (Tucker et al., 2012) an Mausen konnte
nachgewiesen werden, dass der Faktor 11 an der Aktivierung einer Inflammation im
Rahmen einer Sepsis beteiligt ist und auch die Mitwirkung im Rahmen der Phlebitis
somit denkbar ware. Insbesondere die Haufigkeit der Einzelpunktmutation rs3756008
in unserer Fallkohorte (minimale Allelfrequenz 43%) untermauert eine mogliche
Assoziation.
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4.6 Bewertung der Ergebnisse

Erstmalig erfolgte die Evaluierung einer Assoziation etablierter genetischer
Risikofaktoren einer tiefen Beinvenenthrombose (Bezemer et al., 2008) mit dem
Phanotyp Varikosis und dem Subphanotyp Phlebitis an einer aussagekraftigen
deutschen Stichprobe (Fiebig et al., 2010) und einer reprasentativen Kontrollgruppe
(Nothlings et al., 2012; Krawczak et al., 2006). Dieses Studiendesign bendtigt eine
grofl3e Stichprobe um kleine EffektgroRen nachzuweisen. Powerkalkulationen zeigen,
dass mindestens 1000 Patienten notwendig sind, um genetische Effekte zu entdecken,
die kleiner als 1% der Varianz sind (Bretthauer 2013). Insbesondere Assoziationen mit
komplexen polygenen Erkrankungen wie der Varikosis sind allgemein schwierig zu
replizieren (Sullivan et al., 2007) und bendtigen ausreichend grof3e Stichproben. Die
vorliegenden Assoziationsanalysen erfolgten an 2388 Patienten fur den Phanotyp
Varikosis, sodass die Ergebnisse als reliabel angesehen werden konnen. Die
Assoziationsanalyse zum Subphanotyp Phlebitis erfolgte allerdings nur an 836
Patienten der Studienkohorte, diese Stichprobengrofie ist moglicherweise zu gering
um ein verlassliches Ergebnis zu erzielen. Powerkalkulationen fur den Subphanotyp
Phlebitis zeigen nur fur den SNP rs6025 eine Teststarke > 80%, fur eine Power von
90% sind hingegen deutlich groRere Stichproben notwendig. Aufgrund der zu geringen
Teststarke und der kleinen EffektgroRe kann der genetische Unterschied zwischen den
Fallen und Kontrollen moglicherweise nicht detektiert werden und es liegt ein
sogenannter Typ-2-Fehler vor. Auch die formal statistisch signifikanten Ergebnisse fur
rs1799963 und rs3756008 sind aufgrund der geringen Teststarke kritisch zu bewerten,
da aufgrund der niedrigen Teststarke die Wahrscheinlichkeit sinkt, dass tatsachlich ein
Unterschied existiert (Button et al.,2013).
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Tabelle 12 Kalkulierte StichprobengroBe fir den Subphanotyp Phlebitis.
Dargestellt sind die Ergebnisse der Powerkalkulation der Assoziationsanalyse fur den
Subphanotyp Phlebitis und den untersuchten SNPs. Die Powerkalkulation erfolgte fur
ein Signifikanzniveau p < 0,05, angegeben ist die Power fur jeden SNP sowie die
notwendige StichprobengrofRe der Fallkohorte und Kontrollgruppe fur eine Power von
90%.

SNP Marker OR Power (a = 0.05) N-Falle /N-Kontrollen fir 90%
16025 1,49 0,884 1875/ 1152

11799963 133 0,246 11572 / 7087
(2227589 0,97 0,067 124504 / 76644
151613662 1,08 0,219 13319/ 8245
13087505 0,84 0,617 3651 / 2246
rs13146272 1,02 0,068 116481/ 71985
13756008 112 0,663 3202 /2181

Die Assoziationsanalyse fur den Phanotyp Varikosis und Subphanotyp Phlebitis
zeigen fur die SNPs rs6025 und rs3756008 ein signifikantes Ergebnis nach Bonferroni,
der SNP rs1799963 ist lediglich fur den Subphanotyp formal signifikant. Da an unserer
Kohorte sieben Marker hinsichtlich eines Unterschiedes zur Kontrollgruppe untersucht
wurden, steigt die Irrtumswahrscheinlichkeit, also die Wahrscheinlichkeit, dass ein
signifikantes Ergebnis erreicht wird, ohne dass es einen wahren Unterschied zur
Kontrollgruppe gibt (Weil3 2010). Es erfolgte daher die Korrektur nach Bonferroni und
ein signifikantes Ergebnis wird erst ab einem p-Wert <0,007 erreicht. Diese Methode
gilt als auRerst konservativ, da das Auffinden von Unterschieden deutlich erschwert ist
(Bortz 2008). Dennoch ist dieses Verfahren, insbesondere im Rahmen multiplen
Testens, etabliert und reduziert die Irrtumswahrscheinlichkeit der vorliegenden
Ergebnisse. Da in dieser Studie allerdings auch eine logistische Regression in Bezug
der wichtigsten Confounder (Alter und Geschlecht) sowie unterschiedliche
Berechnungsmodelle (dominant, rezessiv und multipikativ) erfolgten, sollten die
Ergebnisse deutlicher das Signifikanzniveau nach Bonferroni erreichen. Es ist
anzumerken, dass Berichte Uber Assoziationen haufig Uberinterpretiert werden
(Cardon et al.,, 2003; Colhoun et al., 2003) und gefundene Gen-Krankheits-
Assoziationen sich haufig nicht bestatigen lassen. Die Grinde dafur sind insbesondere
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durch Populationsstratifikationen sowie durch das multiple Testproblem bedingt
(Cardon et al., 2001). Populationsstratifikationen lassen sich allerdings durch
sorgfaltige Auswahl der Fallgruppe und Kontrollgruppe, wie in der vorliegenden Studie
erfolgt, soweit reduzieren, dass keine gro3en Auswirkungen auf die Ergebnisse zu
erwarten sind (Wachholder et al., 2002).
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4.7 Ausblick

In dieser Studie konnte =zwar eine signifikante Assoziation bekannter
Thrombosefaktoren (Bezemer et al., 2008) mit einer klinisch relevanten Varikosis
ausgeschlossen werden, dennoch zeigen die nominal schwach signifikanten
Ergebnisse von rs6025 und rs3756008 sowie die nominal signifikante Assoziation von
rs3756008 mit dem Subphanotyp Phlebitis, dass weitere genetische Untersuchungen
folgen mussen um die komplexe polygenetische Erkrankung Varikosis zu
entschlusseln. Da der Einfluss einzelner Genvarianten auf das Krankheitsbild gering
ist, kann die Identifikation einzelner Gene schwierig sein. Eine passende Losung sind
genomweite Assoziationsstudien (GWAS), diesbezuglich erfolgte eine GWAS des
IKMB Kiel an 2296 Patienten und 7765 Kontrollen und konnte drei weitere
Genvarianten mit einer Assoziation zur chronisch venosen Insuffizienz identifizieren
(Ellinghaus et al., 2017). Um jedoch diese polygenetische Volkskrankheit Varikosis
ausreichend zu verstehen, sind weitere GWAS Studien mit groReren Kohorten sowie
weiteren funktionellen Studien notwendig, um in Zukunft eine individuelle
Risikoeinschatzung einzelner Patienten vorzunehmen sowie individuelle Heilverfahren

und Vorsorgemalinahmen ergreifen zu kdnnen.
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5 Zusammenfassung

Die Volkskrankheit Varikosis ist aus medizinischer, sozialer und dkonomischer Sicht
eine bedeutende Erkrankung mit hoher Pravalenz in den Industriestaaten. Neben den
bekannten Risikofaktoren konnte an einer aussagekraftigen Stichprobe von 2701
Patienten mit Stammvenenvarikosis erstmalig die Heritabilitat (h* = 17,3%) geschatzt
werden (Fiebig et al., 2010).

Ziel dieser Arbeit war es Risikogene dieser polygenetischen Erkrankung zu
identifizieren. Als Grundlage dienten sieben bekannte und etablierte genetische
Risikofaktoren einer tiefen Beinvenenthrombose (Bezemer et al.,, 2008). Die
Genotypisierung an 2388 randomisierten Probanden der Mosel-Eifel-Klinik Bad
Bertrich und 1472 Kontrollen des popgen Instituts in Kiel erfolgte als Fall-Kontroll-
Assoziationsstudie.

Die Einzelnukleotid-Polymorphismen rs6025 (Faktor 5 Leiden Mutation), rs1799963
(Prothrombinmutation), rs2227589 (SERPINC1 Polymorphismus), rs1613662
(Glykoprotein 6 Polymorphismus), rs3087505 (KLKB1 Polymorphismus), rs13146272
(CYP4V2 Polymorphismus) und rs3756008 (Faktor 11 Polymorphismus) wurden
mittels Assoziationsanalysen verifiziert sowie von den wichtigen Einflussgrof3en Alter
und Geschlecht mittels logistischer Regressionsanalyse bereinigt.

Die Genotypisierung erfolgte fur den Phanotyp Varikosis und den Subphanotyp
Phlebitis. Die Assoziationsanalysen fur rs6025 und rs3756008 zeigten ein nominal
statistisch signifikantes Ergebnis bei nur schwacher Aussagekraft nach Bonferroni-
Korrektur. Die anderen untersuchten Marker zeigten keine signifikante Assoziation mit
dem Phanotyp Varikosis. Die Genotypisierung fur den Subphanotyp Phlebitis zeigte
ein nominal signifikantes Ergebnis fur rs1799963 und rs3756008 nach Bonferroni-
Korrektur. Aufgrund der niedrigen Allelfrequenz von rs1799963 ist der Einfluss der
Prothrombinmutation allenfalls als gering einzustufen. Erstmalig konnte eine
schwache Assoziation des Polymorphismus rs3756008 mit dem Subphanotyp
Phlebitis nachgewiesen werden. Obschon sieben Einzelnukleotid-Polymorphismen
ausgewahlt und mehrere genetische Modelle verwendet wurden, weisen die

Assoziationsanalysen nach Korrektur fur multiples Testen nur nominal signifikante
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Ergebnisse bei niedriger Teststarke auf. Resumierend ist davon auszugehen, dass der
Phanotyp Varikosis sowie der Subphanotyp Phlebitis allenfalls eine geringe
Assoziation mit den genannten etablierten Einzelpunktmutationen einer hereditaren
Thrombophilie (Bezemer et al., 2008) haben, vermutlich aber unabhangig von diesen
sind, sodass weitere Analysen mit grof3eren Stichproben notwendig sind.

Ferner erfolgte eine umfangreiche epidemiologische Darstellung des Subphanotyps
Phlebitis. Bei ca. 35% der Patienten, mit Fokussierung des weiblichen Geschlechts,
konnte eine Phlebitis nachgewiesen werden. Aullerdem zeigt die Phlebitis einen
progressiven Charakter mit Fokussierung auf ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium
und offenbart sich insbesondere im mittleren und fortgeschrittenen Lebensalter. Der
bis dato vernachlassigte Subphanotyp Phlebitis ist somit ein Kennzeichen einer
progressiven Varikosis mit hohem Mall an Beschwerden und Leidensdruck fur die

Patienten und bedarf besonderer Aufmerksamkeit.
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Anhang

Patienteninformation, Patientenaufklarung und

Einwilligungserklarung sowie Fragebogen

SH

POz 1.Med Kinie, UNIVERSITATSKLNSUM Sciy sew g-Hoite
Campus K08l Schtarnoimatrasss 12 24105Kel

l | :
=== pop

UNIVERSITATSKLINIKUM

Schleswig-Holstein

9 Campus Kiel

1. Mocznsche Kink

An die Patientinnen und Patienten SRCELAEIFELAEL NN

der MOSEL-EIFEL-KLINIK BasBerren

Forschungsprojekt pop.
Studienzentraie

E-Mail: nfc@ccpgen.de
Internet: www.popgen. ce

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Wir sind eine Forschungsgruppe am Universitatsklinikum in Kiel. Zur Zeit bauen wir
eine bundesweit einmalige medizinische Datenbank auf. Wir sammeln Informationen
Uber den Zusammenhang ven Krankheiten und menschlichen Erbanlagen.

Gerade die weit verbreiteten Krankheiten wie Darmkrebs, Herzinfarkt, Asthma,
chrenische  Darmentzindungen, Krampfaderleiden (Varikosis) oder Zahn-
fleischerkrankungen nehmen immer mehr zu. Wir wollen wissen, wie solche
Krankheiten durch Veranderungen des genetischen Bauplanes eines Menschen
mitverursacht werden. Mithilfe dieses neuen Wissens kénnen solche Krankheiten in
Zukunft besser und schneller diagnostiziert werden. Dadurch hoffen wir, zukinftig
gefahrdeten sowie bereits erkrankten Menschen frihzeitiger und besser helfen zu
konnen.

Deshalb wenden wir uns heute an Sie.
Bitte helfen Sie un Krampfaderleiden aufzukladren!

Wir méchten Sie einladen, an unserer Untersuchung teilzunehmen und bitten um
eine Blutprobe und die Beantwortung eines Fragebogens.

Aus dem Blut wird die DNA (Erbsubstanz) gewonnen. Sie enthalt die genetische
Informaticon eines Menschen. Wir vergleichen darin bestimmte Risikofaktoren flr das
Krampfaderleiden (so genannte Risikogene) mit uns vorliegenden Kontrolldaten von
gesunden Menschen. So wird sich herausstellen, ob die Risikegene tatsachlich die
Rolle spielen, die wir vermuten.

MEDIZINISCHE LEITUNG:
Cr. smdd, Susanns Nkasus
Telulor +45-431 /507- 4118
MEDIZINISCHE MITARBEIT:
Frau Krusche

Tal: +&3.

STUDENZENTRALE:
Toloton +49.431 / 587 3710
(507 3730
en e
Imernet: www.copgende

Towfax +

Email nfg

PROJEKTLEITUNG:

Oipl soz. Huberta von Ederstein
Tedefon +48-431 J 507- 3170
PROKEKTWISSENSCHAFTLER:
Ot rer. rat. Ancriss Fiateig

Teledon: +40-431 / 507- 3852
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Ilhre Daten werden streng vertraulich behandelt. Die Mosel- Eifel- Klinik und das
Universitatsklinikum Schleswig- Holstein haben jahrzehntelange Erfahrung mit dem
Schutz von Patientendaten. Die Forschungsergebnisse werden ohne Namen, nur mit
einem Code versehen gespeichert. Da unser Projekt unter arztlicher Leitung steht,
unterliegen alle Mitarbeiter der arztlichen Schweigepflicht. Zudem Uberwacht das
schleswig-holsteinische Landesdatenschutzzentrum unser Projekt zusammen mit der
Ethikkommission des Universitatsklinikums Schleswig- Holstein.

Warum ist die Erforschung des Krampfaderleidens wichtig?

Das Krampfaderieiden ist als Volkskrankheit zu bezeichnen, die, je nach Auswahl
der Kriterien, bis zu 23% der Bevdlkerung betrifft (Bonner Venenstudie von Prof.
Rabe, 2003). Folgeerkrankungen der Varikosis sind hdufig tiefe
Beinvenenthrombosen und daraus resultierende Lungenarterienembolien. Die
Kosten, die durch die Behandlung von Varikosis bzw. der Folgeerkrankungen
entstehen, belaufen sich fur die Krankenkassen auf Gber 1 Milliarde Euro im Jahr
(Angaben der Deutschen Venen-Ligz e.V.). Die Erkrankung zeigt eine deutliche
familidre Haufung. Wenn die Ursachen fir die Varikosis, an der immer mehr
Menschen leiden, nicht gefunden werden, wird es keine bessere Therapie geben.
Die in unserem Projekt gefundenen Erkenntnisse Uber die Krankheitsursachen
werden wir der Offentlichkeit zugénglich machen, so dass sie allen Menschen
nutzen. Daher wird dieses Forschungsprojekt vom Bundesministerium fir Bildung

und Forschung finanziell geférdert.

Ihre Teilnal ird hr helfen

Sollten Sie noch Fragen haben, wenden Sie sich bitte an uns. Sie erreichen unser
Studienbdro in Kiel unter der Telefonnummer

B

popzr 0431/597-3710.
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und Forschung
I MOSEL-EIFEL-KLINIK

N :\Uf:m‘\m NGEN pop@m

iiber 23 Jabren

K GEFORDERT VOM

UNIVERSITATSKLINIKUM

Vorname: ; :
Schleswig-Holstein
Name:
9 Campus Kiel
Stralle: 1. Medizinische Klinik
Biobank popgen
PLZ Arnold-Heller-Str.3
24105 Kiel
Ort: Telefon +49-431 / 597- 3710
Telefax +49-431 / 597- 3730
Email: info@popgen.de
Internet: www.popgen.de
POPGEN-STUDIE:

GENETISCHE URSACHEN DES KRAMPFADERLEIDENS (VARIKOSIS)
Patientenaufklirung / Einwilligungserkldrung

Wir fihren an der Klinik fiir Allgemeine Innere Medizin des Universitétsklinikums Schleswig-Holstein in Kiel das
Forschungsvorhaben popgen zur genetischen Veranlagung von weit verbreiteten Krankheiten durch.
Untersucht werden dabei neben chronischen Venenerkrankungen u.a. auch chronische entztindliche
Darmerkrankungen, Reizdarm, Darmkrebs, Gallensteine, Erkrankungen der HerzkranzgefdBe (KHK),
entziindliche Erkrankungen des Zahnfleisches und des Zahnhalteapparates und einige neurologische
Erkrankungen wie Krampfleiden und Morbus Parkinson (Schiittelldhmung). Um unsere Forschungserkenntnisse
Uberpriifen zu kdnnen, bitten wir Sie um die Einwilligung, lhnen

30 ml peripher venéses Blut
entnehmen zu dirfen und die daran gewonnen genetischen Daten ebenso wie lhre zusétzlichen Angaben auf
dem beiliegenden Fragebogen ausschlieBlich zu den oben genannten Forschungszwecken zu speichern. Wir
beabsichtigen, aus Ihrem Blut DNA (Erbsubstanz) zu gewinnen, um die genetische Veranlagung zu einer der
oben genannten Erkrankungen zu Uberprifen. Die dafir verantwortlichen Gene kdnnen sich tberall im
gesamten Erbgut befinden. Es werden jedoch nur die jeweils als relevant bekannten Gene untersucht.

Risiken der Blutentnahme:

Wie zu einer Routineblutentnahme werden lhnen unter sterilen Bedingungen 30 ml Blut aus einer peripheren
Vene entnommen. Dazu ist die Punktion einer Vene notwendig. Die Risiken einer Blutentnahme sind: Lokale
Infektion (“bakterielle Entziindung, Vereiterung”), Fehlpunktion der Vene und anschlieBende Ausbildung eines
Blutergusses (Hamatom), sehr selten Fehlpunktion einer Schlagader, Schadigung eines Hautnervs mit der
méglichen Folge dauerhafter Schmerzen und/oder bleibenden Funktionseinschrénkungen. Alle oben genannten Risiken
sind bei sachgeméfer Durchfithrung extrem selten.

Speicherung von Daten:

lhre persénlichen Daten (Name, Vorname, Adresse, Geburtsdatum) werden getrennt von den Probendaten
gespeichert. Die Proben werden durch eine fortlaufende Strichkodierung pseudonymisiert. Die mit der Probe
verbundenen Informationen (d.h. Angaben aus dem Fragebogen, Genotypen) sind nur Uber diese Kodierung
abrufbar. Zur Qualitatskontrolle unserer Daten bitten wir Sie um die Genehmigung, vorhandene
Patientenunterlagen einsehen zu dirfen. Fir diese spezielle Situation entbinden Sie den behandelnden Arzt
von der Schweigepflicht gegeniiber verantwortlichen arztlichen Mitarbeitern des Forschungsvorhabens.

Auf die Daten haben nur autorisierte Mitarbeiter des Forschungsprojektes Zugriff. Da das Projekt unter
arztlicher Leitung steht, unterliegen alle Mitarbeiter der &rztlichen Schweigepflicht. Eine Weitergabe Ihrer Daten
an unberechtigte Dritte (insbesondere Arbeitgeber, Versicherungen) ist ausgeschlossen. Die Weitergabe von
Proben und Informationen an wissenschaftliche Kooperationspartner erfolgt ohne Angaben zu |hrer Person. Bei
Beendigung der Forschungsaktivitdten (frihestens nach 20 Jahren) werden die Proben und die dazu
gehdérenden Daten vernichtet. Das Konzept zur Sammlung und Speicherung aller Daten wurde vom
Unabhéngigen Landeszentrum fir Datenschutz Schleswig-Holstein (AZ LD4-16.1/03.001) und der
Medizinischen Ethikkommission der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel (AZ A 156/03) geprift und positiv
bewertet.
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Die Herausgabe einzelner persoénlicher Untersuchungsergebnisse ist aus forschungsmethodischen Griinden
nicht méglich. Durch diese Untersuchungen wird eine Vielzahl von genetischen Merkmalen getestet werden. Es
ist der Zweck der Untersuchung, eine Risikoabschatzung fiir bestimmte genetische Erkrankungen in der
,Durchschnittsbevélkerung” zu erstellen. Dieses schlief3t eine persénliche Risikobewertung nicht ein. Es ist
daher nicht zu erwarten, dass sich durch die Untersuchungen persénlichkeitsrelevante Erkenntnisse ergeben.
Auf lhren Wunsch informieren wir Sie gerne uber den allgemeinen Fortgang des Forschungsprojektes. In
diesem Fall wirden wir lhren Namen, Ihren Vornamen und lhre Adresse gemaR den datenschutzrechtlichen
Bestimmungen des Landes Schleswig Holstein in einer gesonderten Adressdatei speichern, um lhnen einen
Projektbericht zusenden zu kénnen.

Patentrechte

Es kann sein, dass im Rahmen zukinftiger Forschungsergebnisse Patente entstehen, die auf Erkenntnissen
basieren, die aus lhren Proben gewonnen wurden. Solche Patente sind die Voraussetzung fiir die Entwicklung
neuer Medikamente. In diesem Fall besteht kein individueller Patentanspruch, basierend auf Ihrem individuellen
biologischen oder genetischen Material.

Widerruf

Die Teilnahme an diesen wissenschaftlichen Untersuchungen ist absolut freiwillig. Solange lhre persénlichen
Daten nicht geldscht sind, kann Ihre Zustimmung jederzeit widerrufen werden. Daraus entstehen Ihnen keinerlei
Nachteile. Gegebenenfalls bereits entnommene Proben werden dann unverziiglich vernichtet, und lhre Daten
werden umgehend geléscht. Einen etwaigen Widerruf Ihrer Zustimmung richten Sie bitte schriftlich an die
administrative Leitung popgen, 1. Medizinische Klinik, Universitatsklinikum Schleswig- Holstein, Campus Kiel,
Arnold-Heller-Str. 3, D- 24105 Kiel.

Weitere Fragen
Wiinschen Sie ein weitergehendes, ausfuhrliches Arztgespréach, so vereinbaren Sie bitte einen Termin unter

0431/597-3710.

Verantwortliche drztliche Leitung
Dr. med. Susanna Nikolaus

Klinische Kooperationspartner
Dr. med. Norbert Frings, Arzt fir Chirurgie- GeféRchirurgie- Phlebologe

Petra Krusche, Arztin fiir Physikalische und Rehabilitative Medizin- Phlebologin

Projektwissenschaftler
Dr. rer. nat. Andreas Fiebig

Administrative Leitung
Dipl. soz. Huberta von Eberstein

Ich willige in die Entnahme von 30 ml Blut und die Speicherung der in diesem Zusammenhang
gewonnenen Daten ein. Das Eigentum an diesem Material geht damit an das Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein iiber.

Ich hatte ausreichend Zeit und Gelegenheit zur Entscheidung. Mir ist bekannt, dass durch eine Nicht-
Teilnahme keinerlei Nachteile fiir mich entstehen kénnen.

Ich erteile die Genehmigung zur Einsicht in vorhandene Patientenunterlagen in der Mosel-Eifel-Klinik
durch den/die verantwortliche Studienarzt/-drztin.

Ich weiB, dass ich meine Zustimmung jederzeit widerrufen kann, ohne dass mir daraus Nachteile
entstehen.

Mir ist bekannt, dass ich zusidtzliche Fragen in einem persdnlichen Gesprich mit dem/der
verantwortlichen Studienarzt/-arztin klaren kann.

{8 L1 C=T o] 0] 4 TP PPPPP
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Herzlich willkommen! Wir freuen uns dariber, dass Sie an unserer Studie teilnehmen. Zu

Beginn haben wir einige aligemeine Fragen zu lhrer Person und lhrer Herkunft, bzw. der

Herkunft lhrer Eltern.

1) Heutiges Datum
(DCDOD

2) Geschlecht 4 maénnlich
4 weiblich

3) Geburtsdatum ‘
| !’ag | | Mlunall I I Jlﬂh'l |

4)

KérpergraRe (cm): D:D
Gewicht (kg): [Dj

]

5)  Sind Sie in Deutschland geboren? 2 ja a2 nein
Sind Sie in Schleswig-Holstein geboren? J ja J nein
Wenn nicht in Schleswig-Holstein, in welchem Bundesland sind Sie dann geboren?
Bundesland:

Wenn nicht in Deutschland, in welchem Land sind Sie dann geboren?
Lana:

6) Wo sind Sie aufgewachsen? 0 landliche Gegend (Dorf) a2 Stadt
Wo leben Sie heute? 0 landliche Gegend (Dorf) 2 Stadt

7)  IstlIhrVaterin Deutschland geboren? J ja J nein
Ist Ihr Vater in Schleswig-Holstein geboren? J ja J nein
Wenn nicht in Schleswig-Holstein, in welchem Bundesland ist Ihr Vater dann
geboren?

Bundesland:
Wenn nicht in Deutschland, in welchem Land ist Ihr Vater dann geboren?
Lanad:

8) Ist Ihre Mutter in Deutschland geboren? a ja 2 nein |

Ist Ihre Mutter in Schleswig-Holstein geboren? a ja a nein

Wenn nicht in Schleswig-Holstein, in welchem Bundesland ist Ihre Mutter dann
geboren?

Bundesland:

Wenn nicht in Deutschland, in welchem Land ist Ihre Mutter dann geboren?
Lana:
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9)  Wie schitzen Sie Ihre gegenwartige kdrperliche Verfassung ein?
g sehrgut
g qgut
O weniger gut
o schlecht
10) Falls Sie gesundheitliche Beschwerden haben, welche sind das?

Im Folgenden werden lhnen Fragen zu lhrer Erkrankung Krampfadern (Varikosis) gestelit:
11) Haben Sie sichtbare Krampfadern?

J

g nein

Wenn ja, wann traten die ersten Anzeichen dafir auf?

Jahr: D:I]:] oder damaliges Alter: D]

12) Hatten Sie jemals eine tiefe Beinvenen-Thrombose (Blutgerinnsel)?
a
o nein

13) Hatten Sie jemals eine Lungen-Embolie?
4 ja
4 nein

14) Hatten Sie jemals eine Venenentziindung?
a ja

4 nein

15) Nehmen Sie Medikamente zur Blutverdinnung ein?
o nein
Marcumar oder dhnliche Medikamente

Aspirin oder &hnliche Medikamente

U U u

Sonstige Medikamente
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16) Hatten Sie schon schwere Operationen?
J ja
4 nein
Wenn mehr als einmal, wann zum letzten Mal?
Jahr: [Dj]
Wie haufig insgesamt?
Anzahl:

17) Waren Sie schon einmal schwanger?
2 ja
g  nein
Wenn ja, wann zum ersten Mal?

Wenn mehr als einmal, wann zum letzten Mal?

Wie haufig insgesamt?

Anzahl: Dj

Hatten Sie schon einmal eine Mehrlingsschwangerschaft?

O nein

4 ja, Anzahl: D

18) Nehmen Sie die Hormone?
o nein
a ja, Anti-Baby-Pille
0 ja, Wechseljahrshormone

O ja, andere:

19) Haben Sie Fettstoffwechselstérungen?
i
g nein

20) Tragen Sie regelméfig Kompressionsstrimpfe?
J ja

2 nein

21) Leiden Sie unter Schweregefuhl oder Spannungsgefihl der Beine?
1 ja

2 nein
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22) Haben Sie vor allem abends auftretende Beinschwellungen?
d ja
4 nein
23) Leiden Sie unter Ekzemen an den Beinen?
o ja
2 nein
24) Haben Sie Schmerzen nach langerem Stehen oder Sitzen?
a
a  nein
25) Haben Sie Schmerzen nach langerem Gehen?
J
4 nein
28) Leiden Sie unter Juckreiz der Beine?
2 ja
o nein
27) Leiden Sie haufig unter Warme- bzw. Hitzegefih! der Beine?
aja
g nein
28) Haben Sie Fuft- oder Wadenkrampfe?
aja
o nein
29) lhre berufliche Tatigkeit ist Uberwiegend verbunden mit
g Stehen
o  Sitzen
4 sich abwechselnder kérperlicher Belastung
0 korpericher Schwerstarbeit
30) Treiben Sie Sport, wenn ja welchen regelmaRig?
g nein
o  Wandern & Walking
o  Joggen
o Schwimmen
o Skilanglauf
g Skiabfahrt
g Gymnastik
g Krafttraining
0 Ballsportarien
g Sonstiges:
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Die nachsten Fragen beschaftigen sich mit weiteren wichtigen Informationen zu lhren

Krampfademn:

31) Umlbr Leiden zu lindern wurden folgende therapeutische MaRnahmen vorgenommen:

Q

Q

Jd

Q

a

eine Operation

Verddung / Laser
Kompressionsstrumpf oder Verband
andere:

keine

32) Leiden Ihre Eltern, Ihre Geschwister oder |hre Kinder unter Krampfadern (Varikosis)?

Bitte kreuzen Sie in der folgenden Tabelle an ( * ), wie viele Geschwister und / oder

Kinder Sie

haben und wer davon verstorben ist. Geben Sie das jeizige Alter an bzw.

das Alter zum Todeszeitpunkt. Bitte tragen Sie ein, wer aus |hrer Familie ebenfalls

unter Krampfadern (Varikosis) leidet.

Auch wenn keiner [hrer Familienangehorigen unter Krampfadern leidet, fullen Sie
bitte den dickumrandeten Teil der Tabelle aus.

Familienangehdrige/r

jetziges Alter bzw. Alter | leidet unter

Haben/ Krampfadern

hatten Sie ...

verstorben | bei Todeszeitpunk:

Mutter

&

Vater
Bruder 1

Bruder 2
Bruder 3

Schwester 1
Schwester 2

Schwester 3
Tochter 1

Tochter 2

Sohn 1

0O 00 o0o0ooooM

Oo0ooooDonooaoaoQo oo

Sohn 2

]

(=]

O 000 o0oo0o0oooo0ooao

Haben Sie weitere Kinder oder Geschwister, und wer leidet unter Krampfadern?




106

33) Im Folgenden geht es um die exakte medizinische Beurteilung Ihrer Krampfadem:

(Vom Arzt auszufiillen!)
Klassifikations- | C = Klinische Zeichen Rechtes Bein ' Linkes Bein | Beide Beine
gruppe
o Keine sichtbaren oder
tastbaren Zeichen einer
Venenerkrankung
C: Besenreiser, retikuldre Varizen,
Corona phlebectatica
C: Varizen
C; Odeme ohne
Hautverdnderungen
C: Hautveranderungen
- Ekzem
- Siderose
- Dermatoliposklerose
- Hypodermitis
- Atrophie blanche
Cs Abgeheiltes Ulkus
Cs Florides Ulkus
E = Atiologie
E: Kongenital
E» Primar
Es Sekundar

A = Anatomische Lokalisation

As Superfizial (oberfléchliche
Venen

Az Besenreiser / retikuldre Varizen

Asy V. saphena magna -
Oberschenkel

Asr Crossenrezidiv V. saphena
magna

Asona Neo-Angiogenese

Asy V. saphena magna-
Unterschenkel

Ass V. saphena parva
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Klassifikations- | C = Klinische Zeichen Rechtes Bein = Linkes Bein | Beide Beine

gruppe

Asen Crossenrezidiv V. saphena
parva

Ass Seitendste

Ao Deep (tiefe Venen)

Aoy varizenbedingt

Aco postthrombotisch

Ao Perforansvenen

Asiy Perforansvenen Oberschenkel

Apss Perforansvenen Unterschenkel

P = Pathologische Klassifikation

Pr Reflux

Ps Obstruktion

Pro Reflux und Obstruktion

Nun kommen wir zu anderen weit verbreiteten Krankheiten:

34) st Ihr Blutzuckerspiegel erhoht?
a ja
0 ich weilt nicht
a nein Wenn nein, bitte weiter mit Frage 39.

35) Ist bei Innen eine Zuckerkrankheit (Diabetes) von einem Arzt diagnostiziert worden?
J
o nein

36) Welcher Diabetes-Typ liegt nach Ihrem Wissen vor?
o Jugendlicher Diabetes” (Typ 1)
o Altersdiabetes” (Typ 2)
0 sonstiger Diabetes (z.B. Diabetes nach Bauchspeicheldrisenentziindung,
Schwangerschafisdiabetes)
0 ich weilt nicht

37) Geben Sie bitte an, wann |hre Diabetes- Erkrankung festgestell: wurde.

Jahr: D:D:] oder damaliges Alter: EI:l
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38)

39)

Wie wird Ihre Blutzuckerkrankheit behandelt?

J  nurmit Tabletien

9 nur mit Insulin (Spritzen)

g mit Insulin und Tabletten

4 nur Gber eine angemessene Ermahrung

g keine Behandlung
Leiden Sie an einer chronisch entzindlichen Darmerkrankung (M. Crohn, Colitis
ulceresa, Colitis intermediata)?

J

g nein

a ich weild nicht

40)

Hatten Sie von einem Arzt festgestellte Gallensteine?
a9 ja
o nein

41)

42)

Wurde bei Ihnen ein Nierenleiden festgestellt?
a ja
g nein
Wenn ja, nehmen Sie regelmaRig an einem Dialyse-Programm (Blutwésche) teil?
J
g nein
Ist bei Ihnen eine Krebserkrankung festgestellt worden?
a ja
o nein
Wenn ja, um welche handelt es sich:

O Brustkrebs 2  Magenkrebs

o Lungenkrebs J Hautkrebs

0 Prostatakrebs 2 Blutkrebs

o Darmkrebs a2 Sonstige, welche:

43)

Sind Sie an einem Krampfleiden (Epilepsie) erkrankt?
9 ja
o nein
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44) Besteht bei Ihnen eine von einem Arzt fesigestellie Atemwegserkrankung?
aja
g nein

Wenn ja, um welche handelt es sich?

4 chronische Bronchitis
g Asthma
a  Sarkoidose (Morbus Boeck)
O sonstige, welche:

45) Hat ein Arzt bei Ihnen eine der folgenden Hautkrankheiten festgestell:?
2 Neurodermitis (atopisches Ekzem, Milchschorf)
2 Schuppenflechte (Psecriasis)
O sonstige, welche:

4 keine

46) Wie haufig haben Sie in den letzten 2 Jahren im Durchschnitt Alkohol getrunken?
o Mehrals 1-2 mal pro Woche
o 1-2 mal pro Woche
o selenerals 1 mal pro Woche
o nie

47) Haben Sie in Ihrem Leben Uber einen langeren Zeitraum (mehr als 2 Jahre) mindestens
5 Zigaretten pro Tag geraucht?

a
g nein

Herzlichen Dank fiir Ihre Mitwirkung!

Bitte beachten Sie auch die nichste Seite.
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Wir haben noch einige abschlieBende Fragen an Sie:

Wir kénnen lhnen leider keine persénlichen Untersuchungsergebnisse mitteilen.

Aufgrund vieler Ruckfragen von Patienten flihren wir jedoch eine separate Adressendatei fir die
Zusendung allgemeiner Informationen zum Forigang des Projexktes. Winschen Sie die
Zusendung per E-Mail, geben Sie bitte Ihre E-Mail Adresse an.

Machten Sie weiter Uber die allgemeinen Ergebnisse der Studie auf dem Laufenden gehalten
werden? Wenn ja, werden wir lhren Namen und lhre Adresse aufbewahren, um Sie Uber die
neuesten Fortschritte zu informieren. Diese Daten werden natdrlich getrennt von lhren
personlichen Untersuchungsdaten gespeichert.

a ja, ich mochte weiter informier: werden

a nein, ich machte nicht weiter informiert werden
E-Mail- Adresse:

in Zukunft werden Folgestudien zu dieser Untersuchung durchgefuhrt. Wir wirden uns freuen,
wenn auch Sie wieder daran teilnehmen. In diesem Fall werden wir Ihren Namen und lhre Adresse
getrennt von lhren Studiendaten fiir eine erneute Kontaktaufnahme zu Beginn der Folgestudie
speichern.

Sind Sie bereit, an einer Folgestudie teilzunehmen?
a ja
J  nein

Haben Sie Fragen, wenden Sie sich bitte an das popgen -Team (Tel.: 0431/587-3710). Sie
kénnen uns auch eine E-mail schicken: info@popgen.de

Nochmals vielen Dank! Und alles Gutes fiir Sie!

Forschungsteam



111

Danksagung

Nach vielen Jahren intensiver Arbeit liegt sie nun vor Thnen: meine Dissertation. Damit ist es
an der Zeit, mich bei denjenigen zu bedanken, die mich in dieser Phase meiner akademischen

Laufbahn beruflich und privat begleitet haben.

Mein besonderer Dank geht an Herrn Prof. Dr. med. Stefan Schreiber fiir die Bereitstellung
des Themas sowie Nutzung der Labore und Mitarbeit im Institut fiir Klinische

Molekularbiologie (IKMB).

Ich bedanke mich herzlich bei Frau Prof. Dr. med. Susanna Nikolaus fir die freundliche und

konstruktive Betreuung.

Herrn Dr. rer. nat. Andreas Fiebig danke ich fiir die jahrelange Betreuung, dem
Ideenaustausch und fiir die konstruktiven Verbesserungsvorschldge im Rahmen der

Fertigstellung dieser Arbeit.

Herrn Prof. Dr. Michael Nothnagel, aktuell Cologne Center for Genomics, Department of
Statistical Genetics and Bioinformatics der Universitit zu Koln, fiir die statistischen Analysen

am Institut fiir Medizinische Informatik und Statistik der CAU zu Kiel.

Frau Dr. rer. nat. Silke Szymczak aus dem Institut fiir Medizinische Informatik und Statistik
der CAU zu Kiel danke ich fiir die konstruktiven Vorschldge und Betreuung beziiglich der

statistischen Aufarbeitung.

Dem Laborteam insbesondere Ilona Urbach, Catharina Fiirstenau, Irene Pauselius,
Catharina von der Lancken, Tanja Henke, Jan Sebastian Tammen und Susan Ehlers
danke ich fiir die Unterstiitzung im Rahmen der Labortdtigkeit und der freundlichen

Arbeitsatmosphére.

Mein Dank gilt auch der Biodatenbank popgen insbesondere Birgit Timm und Lukas

Tittmann fiir die Unterstiitzung in der Arbeit mit der Biodatenbank.



112

Der Capio Mosel-Eifel-Klinik insbesondere Herrn Dr. med. Norbert Frings sowie Dr. med.
Petra Krusche und Herrn Aljoscha Greiner danke ich fiir die Rekrutierung der Patienten und

der freundlichen Kooperation, welches den Grundstein fiir die anschlieende Studie legte.

Herrn Dr. med. Christoph Alexander Kopetsch und Herrn Dr. med. Claudio Cim Conrad
danke ich fiir die Unterstiitzung und der gemeinsamen Arbeit im Rahmen der DNA-Isolation

und Eingabe der Patientendaten in die Biodatenbank.

Bei meinen Eltern Elke und Jorg Gawlick mochte ich mich ganz besonders herzlich bedanken
fiir die uneingeschrinkte, liebevolle und vielseitige Unterstiitzung, die wesentlich zum

Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.



