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APO-E Apolipoprotein-E

bp Basenpaare

LDL Low-Density-Lipoprotein

MCP-1 Monocyte-Chemoattractant-Protein-1

PCR Polymerase-Chain-Reaction

PDGF Platelet-Derived-Growth-Factor

PPAR Peroxisome-Proliferator-Activated-Receptor
PPRE Peroxisome-Proliferator-Response-Element

VEGF

Vascular-Endothelial-Growth-Factor
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Die koronare Herzkrankheit und ihre Folgen gelten bereits im mittleren Lebensalter als die
Haupttodesursache in westlichen Industrielindern [Bocker et al. 2001b; Chen et al. 2003].
Durchschlagenden Erfolg bei der Behandlung der koronaren Herzkrankheit hat die koronare
Intervention mit Stentimplantation. Jedoch schrinkt die Restenosierung der behandelten
Koronargefidle den Langzeiterfolg immer noch bedeutend ein [Kastrati et al. 2000a].
Individuelle Unterschiede beim Restenosegrad lassen eine Beteiligung genetischer Faktoren
am Pathomechanismus der Restenose vermuten [Kastrati et al. 1998; Kastrati et al. 2000a]. In
mehreren Studien wurden bereits genetische Risikofaktoren fiir Restenose nach koronarer
Intervention gefunden [Kastrati et al. 1999; Kastrati et al. 2000a; Kastrati et al. 2000b; Koch
et al. 2001]. Erkenntnisse {liber genetische Risikofaktoren fiir Restenose konnen einen Beitrag
zur weiteren Aufklidrung des Pathomechanismus der Restenose liefern und mdglicherweise

auf Risikopatienten hinweisen.
2.1 Pathomechanismus und Behandlung der koronaren Herzkrankheit

Die Atherosklerose ist eine entziindliche Erkrankung multifaktorieller Genese, die groBere
und mittlere muskuldre und elastische Arterien betrifft [Bocker et al. 2001b]. Die im
Folgenden erlduterte ,,reaction-to-injury-Hypothese® ist eine heute anerkannte Erkldrung der
Pathogenese der Atherosklerose [Bocker et al. 2001b]. Eine zentrale Rolle bei der Entstehung
einer atherosklerotischen Plaque spielen Endothelzellen, Leukozyten
(Monozyten/Makrophagen, Lymphozyten), Thrombozyten und glatte GefaBBmuskelzellen
[Bocker et al. 2001b; Duez et al. 2001]. Am Anfang des atherosklerotischen Prozesses steht
eine endotheliale Dysfunktion, die durch Hypertonie, Nikotinabusus, Hyperlipiddmie und
Immunfaktoren hervorgerufen werden kann [Bocker et al. 2001b; Hsueh et al. 2001a].
Aufgrund der durch die endotheliale Dysfunktion hervorgerufenen gesteigerten
Endothelpermeabilitdit kommt es zum Einstrom von Lipoproteinen aus dem Blut in die
Gefaflintima, insbesondere von Low Density Lipoprotein (LDL), das bei Endotheldurchtritt
oxidiert wird [Bocker et al. 2001b]. Endotheldefekte und die endotheliale Expression von
Adhisionsmolekiilen [Hsueh et al. 2001a; Hsueh et al. 2001b; Pasceri et al. 2000], sowie die
Degradation der extrazelluldren Matrix durch Matrixmetalloproteinasen [Kintscher et al.
2000], ermoglichen die Migration von Monozyten aus dem Blut in den subendothelialen
Raum. Die Monozytenmigration wird weiterhin durch Chemokine vermittelt, wie z.B.
Monocyte-Chemoattractant-Protein-1 (MCP-1), das von glatten Muskelzellen und
Endothelzellen produziert wird [Collins et al. 2001; Kintscher et al. 2000]. Im
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subendothelialen Raum differenzieren sich Monozyten zu Makrophagen und koénnen tiiber
thren CD36-Scavenger-Rezeptor LDL-gebundenes Cholesterin aufnehmen [Bocker et al.
2001b; Chawla et al. 2001; Hsueh et al. 2001a; Niskanen et al. 2003]. Mit Hilfe weiterer
Faktoren, wie Apolipoprotein E (APO-E) und High-Density-Lipoprotein (HDL), gelangt
Cholesterin in die Leber, wo es verstoffwechselt wird. Bei einem Uberangebot von
Cholesterin wird dieses in Makrophagen verestert und in deren Zytoplasma abgelagert.
Dadurch wandeln sich Makrophagen in Schaumzellen um und sammeln sich in der Intima an,
was makroskopisch als Fettstreifen erkennbar wird [Bocker et al. 2001b]. Neben ihrer
zentralen Rolle in der frithen Pathogenese der Atherosklerose haben Makrophagen auch eine
wichtige Bedeutung bei der weiteren Entwicklung einer atherosklerotischen Plaque [Bocker et
al. 2001b; Hsueh et al. 2001a]. Makrophagen sezernieren inflammatorische Substanzen, wie
Interleukine und Tumornekrosefaktor-alpha, die ihrerseits zu einer vermehrten Adhésion von
Leukozyten an endotheliale Zellen fiihren sowie glatte GefdBmuskelzellen zur Proliferation
stimulieren [Bocker et al. 2001b]. AuBBerdem wandern im Bereich der atherosklerotischen
Lasion Lymphozyten ein [Duez et al. 2001]. Ein weiterer Mechanismus in der Pathogenese
der Atherosklerose ist die Adhdsion von Thrombozyten am geschiddigten Endothel [Bocker et
al. 2001b]. Thrombozyten produzieren den Wachstumsfaktor Platelet-Derived-Growth-Factor
(PDGF), der, zusammen mit den vom Endothel und von den Makrophagen gebildeten
Mitogenen, glatte Muskelzellen in der Gefaflintima zum Wachstum stimuliert [Bocker et al.
2001b; Hsueh et al. 2001a]. Die Bildung eines Thrombus fordert zudem die Migration glatter
Muskelzellen von der Media in die Intima. Fiir die Migration glatter Muskelzellen sind
Metalloproteinasen notig, um die extrazelluldire Matrix zu degradieren. Intimale glatte
Muskelzellen differenzieren sich zu sekretorisch aktiven Zellen und produzieren Kollagen,
Elastin und Proteoglykane [Bocker et al. 2001b]. Es entsteht eine Neointima aus glatten
Muskelzellen und der von ihnen produzierten extrazelluldren Matrix [Hsueh et al. 2001a]. Das
Fortbestechen der dargestellten Vorginge filhrt zum weiteren Wachstum der
atherosklerotischen Plaque und zu komplexen Lésionen, die zudem sekunddr verkalken
konnen [Bocker et al. 2001b]. Schlielich kann es zur Plaqueruptur kommen, sowie zu einem
akuten Gefélverschluss durch Thrombose, was einen Herzinfarkt oder Schlaganfall zur Folge
hat [Duez et al. 2001].

Der Pathomechanismus der Atherosklerose ist in Abbildung 1 (S. 4) graphisch dargestellt.
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Abbildung 1: Pathomechanismus der Atherosklerose ([Bocker et al. 2001b] S.467)

Die fithrende Rolle bei der Behandlung koronarer atherosklerotischer Lasionen nimmt die
Ballondilatation betroffener Koronargefdlle mit oder ohne Stentimplantation ein. Gefdl3e, die
nur durch Ballondilatation behandelt wurden, restenosieren schneller als Gefdlle, bei denen
nach Ballondilatation ein Stent implantiert wurde, wie auch durch neuere Studien gezeigt

wurde [Hoffmann et al. 1996; Kimura et al. 1997; Schomig et al. 2004].
2.2 Pathomechanismen der Restenose

Fir den langfristigen Behandlungserfolg der Intervention spielt die Restenose der
aufgedehnten Koronargefdfle die bedeutendste Rolle. Der Pathomechanismus der Restenose
ist ein multifaktorieller Prozess [Grewe et al. 2000]. Wie aus dem folgenden Textabschnitt
hervorgeht, stimmen die Pathomechanismen von Restenose und Atherosklerose in mehreren
Punkten {iberein (Endothelverletzung; Thrombozytenaktivierung; Rekrutierung von
Leukozyten; Ausbildung einer Neointima). Das pathomorphologische Korrelat der Restenose
ist die Neointima, die durch das iiberschieBende intimale Wachstum glatter Muskelzellen und
der von ihnen produzierten extrazelluliren Matrix, entsteht. Ausloser fiir die Migration der

glatten Muskelzellen aus der GefiBmedia in die Intima, ihre Proliferation und
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Phénotypénderung zu sekretorisch aktiven Zellen, sind die Verletzung des Endothels durch
Ballondilatation und Stentimplantation, die initiale Interaktion von Thrombozyten mit dem
verletzten Endothel und die Leukozyteninfiltration des verletzten Gewebes [Farb et al. 2002;
Grewe et al. 2000; Kimura et al. 1997; Mintz et al. 1996].

Die Ballondilatation, sowie die Implantation eines Stents verursachen eine komplette
Destruktion des Endothels, wodurch eine Entziindungsreaktion in Gang gesetzt wird [Grewe
et al. 2000]. Durch den Endotheldefekt werden subendotheliale Strukturen freigesetzt, wie
z.B. Kollagen, Fibronektin und Laminin. Subendotheliale Strukturen sowie die
Stentoberfliache sind thrombogen und fithren zur Adhision von Thrombozyten [Herrmann et
al. 1998]. In der Initialphase nach Intervention (innerhalb der ersten 30 Tage) bildet sich im
Bereich des verletzten Endothels eine Thrombozytenschicht aus, die zu einer frithen
Gefdlverengung nach Intervention fithren kann [Grewe et al. 2000; Kimura et al. 1997].
Adhérierte Thrombozyten produzieren auflerdem Wachstumsfaktoren (PDGF, Epidermal-
Growth-Factor, Transforming-Growth-Factor ), die glatte intimale Muskelzellen zur
Proliferation stimulieren [Grewe et al. 2000]. Im Bereich des verletzten Endothels kommt es
weiterhin zur Einwanderung von Leukozyten (Makrophagen und Lymphozyten), die ebenfalls
die Hyperproliferation glatter Muskelzellen fordern [Farb et al. 2002; Grewe et al. 2000].
Zum Beispiel bilden Makrophagen PDGF, einem der stirksten mitogenen Substanzen fiir
glatte GefaBmuskelzellen [Grewe et al. 2000]. Die Bedeutung von Leukozyten fiir die
Bildung neointimalen Gewebes wird durch Tierversuche verdeutlicht, bei denen durch die
Hemmung endothelialer Adhdsionsmolekiile fiir Leukozyten eine Reduktion der Ausbildung
einer Neointima beobachtet wurde [Farb et al. 2002]. Das Fehlen einer Endothelschicht, die
frithestens 12 Wochen nach Intervention wieder vollstdndig vorhanden ist, gilt als zusétzlicher
Wachstumsreiz fiir glatte GefdBmuskelzellen [Grewe et al. 2000]. Glatte GefdaBmuskelzellen
dndern ihren Phénotyp und produzieren extrazelluldre Matrix [Grewe et al. 2000; Hsueh et al.
2001a; Mintz et al. 1996]. Es entsteht innerhalb von 6 Monaten eine Neointima, die, wenn sie
in liberschiefendem Mal3e gebildet wird, zur Restenose fiihren kann [Grewe et al. 2000].

Es wird vermutet, dass die Neovaskularisierung, die im Bereich von Stents gefunden wurde,
eine sekundidre Rolle bei Restenose spielt [Brasen et al. 2001]. Experimentelle Studien
zeigten, dass eine Verletzung des Endothels zur vermehrten Expression von Vascular-
Endothelial-Growth-Factor (VEGF) fiihrt, der ein Wachstumsfaktor fiir glatte
GefaBmuskelzellen ist und das Wachstum von Mikrogefdf3en induziert [Farb et al. 2002].
Thrombotische Friihkomplikationen nach koronarer Intervention werden heute mit einer

antithrombotischen Kombinationstherapie erfolgreich behandelt [Schomig et al. 1996].
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Weiterhin ist, wie auch neuere Studien belegen [Schomig et al. 2004], die Ballondilatation mit
nachfolgender Stentimplantation der alleinigen Ballondilatation iiberlegen [Hoffmann et al.
1996; Kimura et al. 1997]. Der Stent wirkt der spateren GefaBBkonstriktion entgegen, die durch
den Verlust elastischer Fasern und der Fibrosierung der Adventitia hervorgerufen wird
(,,Remodeling*) [Hoffmann et al. 1996; Kimura et al. 1997]. Die Entstehung einer Neointima
schriankt jedoch den langfristigen Behandlungserfolg der koronaren Intervention immer noch
ein. Neben duBeren Einfliissen, wie Anzahl und Grof3e der Stents in einem Gefa3abschnitt,
Lisionsldnge, GroBe des GefiBes, Ballondruck und Plaqueruptur wéhrend der Intervention
[Farb et al. 2002; Kastrati et al. 1997], spielen auch genetische Faktoren des Patienten eine
Rolle bei der Restenosehdufigkeit [Kastrati et al. 1998; Kastrati et al. 1999; Kastrati et al.
2000a; Kastrati et al. 2000b; Koch et al. 2001]. Das Aufdecken genetischer Risikofaktoren fiir
Restenose konnte moglicherweise auf Risikopatienten hinweisen und zudem einen Beitrag zur
weiteren Aufklidrung des Pathomechanismus der Restenose liefern. Ein Faktor, bei dem es
mehrere Hinweise auf eine Assoziation mit Restenose und Atherosklerose gibt, ist der
Peroxisome-Proliferator-Activated-Receptor y (PPARy) [Chawla et al. 2001; Chinetti et al.
1998; Collins et al. 2001; Duez et al. 2001; Hsueh et al. 2001b; Hsueh et al. 2004; Jiang et al.
1998; Kersten et al. 2000; Kintscher et al. 2000; Law et al. 2000; Marx et al. 1998; Nagy et al.
1998; Pasceri et al. 2000; Ricote et al. 1998; Takagi et al. 2000; Tontonoz et al. 1998]. Da die
Pathomechanismen von Atherosklerose und Restenose in mehreren Punkten iibereinstimmen
(Endothelverletzung; Thrombozytenaktivierung; Rekrutierung von Leukozyten; Ausbildung
einer Neointima), ist bei einer mdglichen Assoziation von PPARy mit Atherosklerose auch

ein Zusammenhang zwischen PPARYy und Restenose denkbar.
2.3  Genstruktur und Funktion von PPARY

Peroxisome-Proliferator-Activated-Receptors (PPARs) sind ligandenabhéngige
Transkriptionsfaktoren und gehdren zur Familie der Kernrezeptoren. Sie haben strukturelle
Ahnlichkeiten mit den Kernrezeptoren steroidaler und thyroidaler Hormone [Barbier et al.
2002; Berger et al. 2002; Hsueh et al. 2001a; Law et al. 2000; Stumvoll et al. 2002; Welch et
al. 2003]. Es gibt drei PPAR-Isoformen: PPARa, PPARy und PPARS/B [Berger et al. 2002;
Neve et al. 2000]. Das Gen fiir PPARY ist auf Chromosom 3, Band 3p25 lokalisiert [Beamer
et al. 1997]. Weiterhin werden die PPARy-Isoformen PPARy1 und PPARYy2 unterschieden.
PPARy!1 wird in hoherem Maf3e als PPARY2 und in vielen verschiedenen Geweben exprimiert
[Berger et al. 2002; Fajas et al. 1997]. PPARY2 hingegen ist spezifisch fiir Fettgewebe [Law
et al. 2000; Werman et al. 1997]. PPARy1 besteht aus 8 Exonen, PPARY2 aus 7 Exonen,

wobei die Exone 1 bis 6 fiir beide Isoformen identisch sind [Fajas et al. 1997].
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Unterschiedliche Exone kodieren fiir das jeweilige N-terminale Ende der beiden Isoformen,
das bei PPARy2 im Vergleich zu PPARy1 28 zusétzliche Aminosduren enthélt [Deeb et al.
1998; Fajas et al. 1997].

PPARs sind wie alle nukledren Rezeptoren aus funktionellen Doménen aufgebaut [Berger et
al. 2002]. Die Struktur der DNA-bindenden und der ligandenbindenden Doméne ist innerhalb
der verschiedenen PPAR-Isoformen relativ konstant [Berger et al. 2002; Neve et al. 2000].
Die Bindung eines Agonisten an der ligandenbindenden Domine am C-terminalen Ende von
PPAR fiihrt zur Konformationsdnderung des Rezeptors und damit zu seiner Aktivierung
[Neve et al. 2000]. In aktivierter Form bildet PPAR mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) ein
Heterodimer. Das PPAR/RXR Heterodimer bindet an ein spezifisches Peroxisome-
Proliferator-Response-Element (PPRE) in der DNA von PPAR-abhingigen Genen. Durch die
Aktivierung von PPARy werden Gene reguliert, die bei der Differenzierung von Fettzellen,
im Lipidstoffwechsel und bei der Glukosehomeostase eine Rolle spielen [Berger et al. 2002;
Chawla et al. 2001; Fajas et al. 1997; Hsueh et al. 2001a; Kersten et al. 2000; Neve et al.
2000; Stumvoll et al. 2002]. Es gibt drei Isoformen von RXR, die alle durch den endogenen
Agonisten 9-cis-Retinoidsdure aktiviert werden konnen. Welche spezifischen Funktion diese
drei Isoformen haben und wie sie sich auf die PPAR-Aktivierung auswirken, ist noch nicht
bekannt [Berger et al. 2002; Neve et al. 2000]. Nukledre Rezeptoren interagieren mit
Kofaktoren [Berger et al. 2002]. Kofaktoren konnen die Transkription der von nukledren
Rezeptoren regulierten Gene induzieren oder unterdriicken [Berger et al. 2002]. Die Bindung
des PPAR/RXR Heterodimers an PPRE kann zur Rekrutierung von Kofaktoren, wie z.B.
Steroid-Receptor-Coactivator, fiihren [Berger et al. 2002; Neve et al. 2000]. Zudem wurde
eine Phosphorylierung von PPARY beobachtet, durch die die Rekrutierung von Kofaktoren
sowie die Transkriptionsaktivitit von PPARY beeinflusst werden kann [Neve et al. 2000].

Die Bindungstasche der ligandenbindenden Doméne von PPAR ist nicht spezifisch fiir einen
bestimmten Liganden. Es konnen eine Reihe von Liganden binden, die strukturell sehr
unterschiedlich sind [Berger et al. 2002]. Die Liganden von PPARY werden in endogene und
synthetische Liganden eingeteilt [Berger et al. 2002]. Endogene Liganden sind im
Organismus vorkommende Substanzen, wie z.B. ungesittigte Fettsduren, oxidiertes LDL und
Arachnoidonsduremetabolite (z.B. 15-deoxy-A12,14-Prostaglandin J2) [Berger et al. 2002;
Nagy et al. 1998]. Bei den synthetischen Liganden wird zwischen Thiazolidinedione, wie z.B.
Troglitazon, Rosiglitazon und Pioglitazon, und nicht-Thiazolidinedione, wie z.B. Non-

Steroidal-Antiinflammatory Drugs, unterschieden [Berger et al. 2002; Neve et al. 2000]. Die
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auch unter dem Namen ,Insulin-Sensitizer bekannten Thiazolidinedione werden zur
Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 eingesetzt [Neve et al. 2000].

Im Bereich des N-terminalen Endes von PPARy wurde eine ligandenunabhéngige
Aktivierungsdomine gefunden [Werman et al. 1997]. Die ligandenunabhéngige
Aktivierungsdomine ist bei PPARY2 aufgrund des lingeren Aminosdure-Restes fiinf bis zehn

Mal effektiver als bei PPARy1 [Deeb et al. 1998; Werman et al. 1997].
2.4 Bedeutung von PPARY bei Restenose und Atherosklerose

Zahlreiche Arbeiten stiitzten eine Beteiligung von PPARy an Restenose und Atherosklerose.
Gesichert ist diese Vermutung jedoch nicht. In vielen Studien wurde die Funktion von PPARY
bei Restenose und Atherosklerose mit Hilfe von PPARy-Liganden untersucht [Collins et al.
2001; Deeb et al. 1998; Goetze et al. 1999a; Hsueh et al. 2001b; Jiang et al. 1998; Kintscher
et al. 2000; Law et al. 1996; Marx et al. 1998; Marx et al. 1999; Neve et al. 2000; Pasceri et
al. 2000; Ricote et al. 1998; Takagi et al. 2000; Takeda et al. 2000; Takeda et al. 2001;
Wakino et al. 2000]. PPARy-Liganden konnen jedoch auch unabhidngig von PPARy
entziindliche Vorgéinge beeinflussen, und somit ist nicht geklért, welche Effekte der PPARY-
Liganden tatsdchlich auf eine Aktivierung von PPARy zuriickzufiihren sind [Chawla et al.
2001; de Dios et al. 2003; Okura et al. 2000; Sugawara et al. 2001; Thieringer et al. 2000; Zhu
et al. 2003]. Zudem besteht Uneinigkeit dariiber, ob PPARy fordernd oder hemmend auf
Restenose und Atherosklerose wirkt, was aus den im Folgenden dargestellten Studien
hervorgeht. Es gibt nur wenige Befunde, die eindeutig auf eine Assoziation von PPARY mit
Restenose und Atherosklerose hinweisen. Zum Beispiel wird PPARy in glatten
Gefdlmuskelzellen, Endothelzellen, Lymphozyten und Makrophagen exprimiert [Berger et al.
2002; Chawla et al. 2001; Law et al. 2000; Marx et al. 1998; Ricote et al. 1998; Tontonoz et
al. 1998; Welch et al. 2003; Xin et al. 1999]. Weiterhin zeigten Versuche an Ratten, dass nach
mechanischer Endothelverletzung die Konzentration von PPARYy in neointimalen glatten
Muskelzellen hoher war im Vergleich zu glatten Muskelzellen in gesunden GefdBabschnitten
[Law et al. 2000]. Zudem wird das Gen des CD36-Scavenger-Rezeptors, mit dem
Makrophagen LDL-gebundenes Cholesterin phagozytieren konnen, durch PPARY reguliert
[Chawla et al. 2001]: Chawla et al. zeigten, dass in Wildtypmakrophagen nach Gabe von
Thiazolidinedionen der CD36-Scavenger-Rezeptor exprimiert wurde, und Makrophagen,
denen beide Allele des Gens fehlten, das fiir PPARy kodiert, den CD36-Scavenger-Rezeptor
nicht induzierten. [Chawla et al. 2001]. Dieses Ergebnis spricht fiir eine fordernde Wirkung
von PPARYy auf Atherosklerose.
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PPARy-Liganden konnen eine Reihe von Effekten hervorrufen, die in Zusammenhang mit
Restenose und Atherosklerose und insbesondere mit der Ausbildung einer Neointima stehen,
bei denen aber nicht geklirt ist, ob sie unter Beteiligung von PPARY erzielt werden oder nicht.
Zu diesen Effekten gehort die durch PPARy-Liganden hervorgerufene Reduktion der fiir die
Monozytenanheftung wichtigen endothelialen Adhéisionsmolekiile Vascular-Cell-Adhesion-
Molecule-1 und Intercellular-Adhesion-Molecule-1 [Hsueh et al. 2001b; Marx et al. 1999;
Pasceri et al. 2000]. In Tierversuchen wurde durch eine Hemmung der Expression von
Adhésionsmolekiilen die Ausbildung einer Neointima reduziert [Farb et al. 2002]. Neben der
Monozytenadhdsion am Endothel inhibieren PPARy-Liganden die Monozytenmigration in
den subendothelialen Bereich, indem sie die Produktion und Freisetzung von Chemokinen,
wie z.B. MCP-1 hemmen [Jiang et al. 1998; Kintscher et al. 2000]. AuBBerdem kommt es
durch PPARy-Liganden zur Unterdriickung proinflammatorischer Signalwege in
Makrophagen [Welch et al. 2003]. Weiterhin beeinflussen PPARy-Liganden Faktoren, die fiir
Zellwachstum und —migration wesentliche Bedeutung haben [Fu et al. 2003; Goetze et al.
1999b; Hsueh et al. 2001b; Law et al. 1996; Marx et al. 1998]. Zum Beispiel hemmen
PPARy-Liganden die Produktion von Metalloproteinase-9 (MMP-9). [Hsueh et al. 2001b;
Marx et al. 1998]. Wie Versuche an Ratten zeigten, wird MMP-9 innerhalb der ersten Tage
nach Ballondilatation von glatten GefidBmuskelzellen im Bereich des verletzten Endothels
gebildet [Marx et al. 1998]. MMP-9 ermoglicht durch die Degradierung der extrazelluldren
Matrix die Migration der Monozyten und glatten GefdBmuskelzellen [Marx et al. 1998].
AuBlerdem inhibieren PPARy-Liganden die Produktion von Transforming-Growth-Factor f3
und PDGF, sowie die Freisetzung von VEGF, Faktoren die die Migration und Proliferation
glatter GefdaBmuskelzellen fordern [Fu et al. 2003; Law et al. 1996; Marx et al. 1998]. Neben
diesen Effekten der PPARy-Liganden, die sich hemmend auf Restenose und Atherosklerose
auswirken, gibt es auch Befunde, die fiir eine féordernde Wirkung von PPARy-Liganden auf
kardiovaskuldre Erkrankungen sprechen: Es gibt Untersuchungen, die zeigten, dass PPARY-
Liganden die Produktion des antithrombotisch wirkenden Stickstoffmonoxids (NO) [Bocker
et al. 2001a] hemmen [Ricote et al. 1998]. Marx et al. beobachteten, dass PPARy-Liganden
die  Expression von  Plasminogen-Activator-Inhibitor-Type-1 ~ erhdhen,  dessen
Plasmakonzentration mit dem Herzinfarkt- und Thromboserisiko korrelieren [Marx et al.
1999].

Brasen et al. vermuteten, dass die Angiogenese eine sekundidre Rolle bei Restenose spielt
[Brasen et al. 2001]. Die durch VEGF induzierte Angiogenese wurde durch PPARy-Liganden
gehemmt [Murata et al. 2001; Xin et al. 1999]. AuBlerdem inhibierten PPARy-Liganden Gene,
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die bei der Angiogenese eine wichtige Rolle spielen (VEGF-Rezeptor 1 und 2, Urokinase
Plasminogen Activator) [Xin et al. 1999]. Remodeling ist ein weiterer Teilaspekt der
Restenose, dem durch Implantation eines Stents entgegengewirkt werden kann. In einer
Studie von Mujumdar et al. wird vermutet, dass Homocystein iiber eine Inaktivierung von
PPARy Remodeling induziert [Mujumdar et al. 2002]. Mujumar et al. beobachteten in einem
in vitro-Modell an Endothelzellen und glatten Muskelzellen deren Kontraktion bei Zugabe
von Homocystein. Dieser Effekt wurde durch anschlieBende Gabe des PPARy-Liganden
15deoxy-A12,14-Prostaglandin J2 (PPARy-Aktivator) wieder aufgehoben. Daraus schlossen

die Autoren, dass Homocystein hemmend auf PPARy wirkt.

2.5 Bedeutung von PPARY bei Diabetikern

Diabetes mellitus ist ein Risikofaktor fiir Restenose und Atherosklerose [Bocker et al. 2001b;
Elezi et al. 1998]. Neben der Fettzelldifferenzierung und dem Lipidstoffwechsel reguliert
PPARYy auch die Glukosehomeostase [Berger et al. 2002; Chawla et al. 2001; Kersten et al.
2000; Stumvoll et al. 2002]. Dies wird therapeutisch zur Behandlung von Diabetes mellitus
Typ 2 mit Hilfe der Thiazolidinedione genutzt. Die antidiabetische Wirkung der
Thiazolidinedione beruht auf einer direkten Bindung an PPARy, wie in Tierversuchen
nachgewiesen wurde [Berger et al. 1996]. Zudem ergab eine Studie von Takagi et al. eine
signifikante Reduktion der Neointimabildung bei Diabetikern, die nach Intervention mit dem
Thiazolidinedione Troglitazon behandelt wurden im Vergleich zu Diabetikern, die nach
Intervention kein Troglitazon erhielten [Takagi et al. 2000]. Der Mechanismus iiber den die
Hemmung der Neointimabildung erfolgt, wird in der Arbeit von Takagi et al. nicht geklért.
Troglitazon enthédlt im Gegensatz zu anderen Thiazolidinedionen einen Tocopherol-Rest
[Collins et al. 2001]. Es wire denkbar, dass die antiproliferative Wirkung von Troglitazon auf
glatte GefdaBmuskelzellen durch den Tocopherol-Rest von Troglitazon hervorgerufen wird
[Sugawara et al. 2001; Yasunari et al. 1999]. Der Tocopherol-Rest baut aufgrund
antioxidativer Eigenschaften oxidativen Stress ab, der seinerseits die Proliferation glatter
Muskelzellen fordert [Yasunari et al. 1999]. Oxidativer Stress wird ebenso durch hohe
Glukosekonzentrationen beglinstigt [Elezi et al. 1998; Yasunari et al. 1999]. Da
Thiazolidinedione das glykdmische Milieu iiber eine direkte Bindung an PPARy verbessern
[Berger et al. 1996], ist es denkbar, dass PPARY iiber den Einfluss auf die Glukosehomeostase
bei der Proliferationshemmung glatter Muskelzellen beteiligt ist. Einer PPARy-abhidngigen
Hemmung der Proliferation glatter Muskelzellen durch Thiazolidinedione widerspricht aber
die Beobachtung, dass die Bindungsstirke des PPARy-Liganden nicht mit seiner Potenz zur

Wachstumshemmung glatter Muskelzellen in Einklang steht. Zum Beispiel haben



11 Einleitung

Rosiglitazon und Pioglitazon quantitativ den gleichen antiproliferativen Effekt, obwohl
Rosiglitazon eine doppelt so hohe Bindungsaffinitidt zu PPARy hat wie Pioglitazon [de Dios et
al. 2003]. Troglitazon hat als schwichster PPARy-Ligand innerhalb der Thiazolidinedione die
hochste Potenz zur Proliferationshemmung glatter Muskelzellen [de Dios et al. 2003; Hsueh
et al. 2001a]. Es wird vermutet, dass Thiazolidinedione sowohl PPARy-abhidngig als auch
PPARy-unabhingig das Zellwachstum hemmen koénnten [de Dios et al. 2003]

Da die Rolle von PPARy bei kardiovaskuldren Erkrankungen unklar ist und Studien mit
PPARy-Liganden die Funktion von PPARy bei Restenose und Atherosklerose nicht kldren,
wurde in dieser Arbeit mit Hilfe genetische Analysen untersucht, ob eine Beteiligung von

PPARY bei Restenose erkennbar ist.
2.6 PPARy-Polymorphismen 34C/G und 1431C/T und Restenose

Genetische Analysen konnen z.B. anhand von Polymorphismen durchgefiihrt werden.
Polymorphismen sind in der Bevolkerung hiufig vorkommende Varianten innerhalb der
DNA-Sequenz eines Gens. Es gibt polymorphe Genabschnitte, die sich voneinander nur in
einer einzelnen Base unterscheiden (Einzelbasenpolymorphismen). Was diese
Polymorphismen bewirken, ist bisher nur zum Teil bekannt. Polymorphismen kénnen zur
Verdanderung von Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren fiihren oder ein verdndertes
SpleiBen der mRNA bedingen, sowie einen Austausch von Aminosduren innerhalb der
mRNA zur Folge haben ['t Hooft et al. 1999; Deeb et al. 1998; Siffert et al. 1998].

Der Einzelbasenpolymorphismus 34C/G auf Exon B, das fiir das N-terminale Ende der
PPARYy2-Isoform kodiert und mRNA fiir die y2 Isoform von PPARY produziert, bewirkt den
Aminosédureaustausch Prolin/Alanin an der Nukleotidposition 12 von PPARY2 [Yen et al.
1997]. Die Alanin Isoform (34G-Allel) bedingt eine verbesserte Insulinsensitivitit [Beamer et
al. 1998; Deeb et al. 1998; Frederiksen et al. 2002; Gonzalez Sanchez et al. 2002; Koch et al.
1999; Stumvoll et al. 2002; Tschritter et al. 2003]. Weiterhin wurde eine Assoziation des
34C/G Polymorphismus mit Diabetes mellitus Typ 2 gefunden [Altshuler et al. 2000].
Diabetes mellitus ist ein Risikofaktor fiir Restenose und Atherosklerose [Bocker et al. 2001b;
Elezi et al. 1998]. Durch die Verbesserung der Insulinsensitivitit sinkt die
Insulinkonzentration im Blut. Da Insulin ein Wachstumsfaktor fiir glatte GefaBmuskelzellen
ist [Aronson et al. 1996; Hsueh et al. 2001a], ist es denkbar, dass bei 34G-Allel-Tréagern durch
eine im Vergleich zu Patienten mit 34CC-Genotyp niedrigere Insulinkonzentration im Blut,
die Entstehung einer Neointima und somit Restenose nach Intervention geringer ist.
AuBlerdem wurde in einer japanischen Studie an Diabetikern eine Assoziation des 34C/G

Polymorphismus mit Atherosklerose gefunden [Iwata et al. 2003]. In dieser Studie wurde bei
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154 Japanern mit Diabetes mellitus Typ 2 der 34C/G Genotyp bestimmt und die Dicke der
Gefafimedia und —intima in der Karotis gemessen, die als ein MaB fiir Atherosklerose gilt. Bei
34G-Allel-Tragern war die Dicke von GefiBBmedia und —intima signifikant geringer als bei
Patienten mit Genotyp 34CC. Auch in einer amerikanischen Studie mit 523
Studienteilnehmern, die einen Herzinfarkt erlitten hatten, und 2092 Studienteilnehmern ohne
kardiovaskuldren Erkrankungen innerhalb der letzten 13,2 Jahre, wurde ein signifikanter
Zusammenhang zwischen 34G-Allel-Tragern und einem reduzierten Herzinfarktrisiko
beobachtet [Ridker et al. 2003].

Ein weiterer Einzelbasenpolymorphismus des PPARyY-Gens ist der 1431C/T Polymorphismus
an der Nukleotidposition 161 des Exons 6, der mRNA fiir die PPARy-Isoformen y1 und y2
synthetisiert (1431 bezieht sich auf die Nukleotidposition in der Sequenz fiir PPARY2; die
Position in der Sequenz fiir PPARy1 ist 1347) [Elbrecht et al. 1996; Fajas et al. 1997; Yen et
al. 1997]. Der 1431C/T Polymorphismus verursacht keinen Aminosdureaustausch in PPARy1
oder PPARYy2 (His449His bei PPARy1 und His477His bei PPARYy2) [Fajas et al. 1997; Yen et
al. 1997]. Es wurde jedoch ein Zusammenhang zwischen dem 1431C/T Polymorphismus und
Atherosklerose beobachtet [Wang et al. 1999]: Wang et al. bestimmten von 647
Studienteilnehmer mit oder ohne koronarer Herzkrankheit den 1431C/T Genotyp.
Unabhiingig von Ubergewicht und Anomalititen im Lipidstoffwechsel fanden Wang et al. ein
signifikant niedrigeres kardiovaskuldres Risiko fiir 1431T-Allel Triager im Vergleich zu
Studienteilnehmern mit Genotyp 1431CC. Daraus schlossen Wang et al., dass PPARy
moglicherweise liber einen direkten Effekt an der GefdBzellwand eine wichtige Rolle fiir
Atherosklerose spielen kdnnte. Denkbar ist aber auch, dass der 1431C/T Polymorphismus mit
anderen, fiir die Atherosklerose funktionell relevanten Polymorphismen gekoppelt ist, was
eine Studie von Peng et al. vermuten ldsst [Peng et al. 2003]. Peng et al. fanden eine
Interaktion zwischen PPARy und APO-E, durch die das kardiovaskuldre Risiko beeinflusst
wurde [Peng et al. 2003]. In der Studie von Peng et al. wurde der APO-E Genotyp und der
1431C/T Genotyp bei 150 Patienten mit kardiovaskuldrer Erkrankung und bei 157 Patienten
ohne kardiovaskuldrer Erkrankung bestimmt. APO-Ee4-Tréager hatten im Vergleich zu Nicht-
APO-Ee4-Trdgern signifikant hohere LDL-Konzentrationen und damit ein erhdhtes
kardiovaskuléres Risiko. APO-Ee4-Trager mit 1431C/T Genotyp hatten verglichen mit Nicht-
APO-Ee4-Triagern zwar immer noch hohere Serumcholesterinwerte. Im Vergleich zu APO-
Ee4-Tragern mit 1431CC-Genotyp war aber die Serumcholesterinkonzentration bei APO-
Ee4-Triager mit 1431CT Genotyp geringer. Dieses Ergebnis spricht fiir einen protektiven
Effekt des 1431T-Allels bei kardiovaskuldren Erkrankungen.
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Die Hinweise auf eine Assoziation zwischen den 34C/G und 1431C/T Polymorphismen und
Atherosklerose lassen vermuten, dass es auch eine Assoziation zwischen den
Polymorphismen und Restenose gibt, da die Pathogenese der Restenose in mehreren Punkten
mit der Pathogenese der  Atherosklerose iibereinstimmt (Endothelverletzung;
Thrombozytenaktivierung; Rekrutierung von Leukozyten; Ausbildung einer Neointima).

Diabetes mellitus hat einen Einfluss auf die Effekte von Polymorphismen. Zum Beispiel
wurde bei Diabetikern mit 34CG und 34GG Genotyp eine hohere Konzentration von
Antikorpern gegen oxLDL gefunden als bei Diabetikern mit 34CC Genotyp. Bei Nicht-
Diabetikern hingegen wurde dieses Phdnomen nicht beobachtet [Niskanen et al. 2003]. Da
Ergebnisse, die bei Nicht-Diabetikern gefunden wurden, nicht ohne Einschrinkung auf
Diabetiker iibertragen werden konnen und umgekehrt, wurden in dieser Arbeit neben einer

kontinuierlichen Patientengruppe eine Diabetikergruppe untersucht.
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3  Fragestellung und Zielsetzung

Die Restenosierung koronarer Gefélle nach koronarer Intervention, die heute als Methode der
Wahl zur Behandlung des akuten Koronarsyndroms gilt, schrinkt den Langzeiterfolg dieser
Methode immer noch bedeutend ein. Malgeblich hierfiir wird die Ausbildung einer
Neointima im Bereich der behandelten Gefde angesehen. Zusdtzlich kommt es zur
GefaBkontraktion (Remodeling), der durch die Implantation eines Stents entgegengewirkt
wird. Neben zahlreichen dufleren Einflussfaktoren wéhrend der Intervention gelten auch
genetische Faktoren des jeweiligen Patienten als Risikofaktor fiir die Ausprigung der
Restenose. Zahlreiche Studien weisen auf eine Assoziation von PPARy mit Atherosklerose
bzw. Restenose hin. PPARY ist ein ligandenabhéngiger Transkriptionsfaktor, der zur Familie
der Kernrezeptoren gehort und bei der Regulation des Fett- und Glukosestoffwechsels eine
wichtige Rolle spielt. Zellen, die am Pathomechanismus von Atherosklerose bzw. Restenose
beteiligt sind, exprimieren PPARy. Aulerdem wurden nach mechanischer Endothelverletzung
in neointimalen glatten Muskelzellen erhdhte Konzentrationen an PPARy im Vergleich zu
unverletztem Endothel gefunden. Weiterhin wird in einer Studie eine Assoziation zwischen
PPARy und Remodeling vermutet. Jedoch herrscht Uneinigkeit dariiber, ob PPARy auf
Restenose bzw. Atherosklerose fordernd oder hemmend wirkt. Zahlreiche Studien, die eine
Assoziation zwischen PPARy und Restenose bzw. Atherosklerose postulierten, stiitzen sich
auf Ergebnisse, die mit PPARy-Liganden erzielt wurden. Da PPARy-Liganden aber auch
unabhdngig von PPARY entziindliche Vorginge beeinflussen, ist nicht geklart, welche Effekte
der PPARy-Liganden tatsdchlich auf eine Aktivierung von PPARy zuriickzufiihren sind.
Daher wurde in dieser Arbeit ein Weg gewdhlt, unabhingig von PPARy-Liganden eine
mogliche Assoziation von PPARy mit Restenose zu untersuchen.

Wir fiihrten genetische Analysen anhand der PPARy-Polymorphismen 34C/G und 1431C/T
durch. Es gibt Studien, die eine Assoziation zwischen dem 34C/G Polymorphismus und
Insulinresistenz bzw. Diabetes mellitus beobachteten. Da Diabetes mellitus ein Risikofaktor
fir Restenose und Atherosklerose ist, konnte auch eine Assoziation zwischen dem 34C/G
Polymorphismus und Restenose bestehen. Zudem gibt es Studien, die eine Bedeutung der
34C/G und 1431C/T Polymorphismen fiir Atherosklerose beobachteten. Da die
Pathomechanismen von Atherosklerose und Restenose in mehreren Punkten iibereinstimmen,
ist auch ein Zusammenhang zwischen den Polymorphismen und Restenose denkbar.

Die Fragestellung dieser Arbeit war:
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1. Ist ein Genotyp des 34C/G- bzw. des 1431C/T-Polymorphismus mit einem erhdhten
Restenoserisiko nach koronarer Intervention verbunden?

2. Ist ein Genotyp des 34C/G- bzw. des 1431C/T-Polymorphismus mit einem erhéhten
Risiko fiir akute und subakute thrombotische Ereignisse innerhalb der ersten 30 Tage
nach Intervention assoziiert?

3. Gibt es einen signifikanten Unterschied in der kombinierten Todes- und
Herzinfarktrate zwischen den Genotypen der Polymorphismen 34C/G bzw. 1431C/T
innerhalb des ersten Jahres nach Intervention?

Zusétzlich wurde die Frage gestellt, wie die Polymorphismen bei Patienten mit Diabetes
mellitus Typ II Restenose nach koronarer Intervention beeinflussen, da bereits Unterschiede
bei der Auswirkung des 34C/G Polymorphismus bei Diabetikern im Vergleich zu Nicht-
Diabetikern gefunden wurden. Weiterhin wurde untersucht, ob sich durch die Interventionsart
(Ballondilatation mit oder ohne Stentimplantation) ein Unterschied in der Auswirkung der
34C/G- und 1431C/T-Polymorphismen auf Restenose zeigt.

Ziel unserer Arbeit war es, eine mogliche Assoziation von PPARy mit Restenose durch die

Untersuchung der 34C/G und 1431C/T Polymorphismen aufzuzeigen.
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4 Material und Methoden

4.1 Patientenkollektive und Studienverlauf

Die Studie umfasste zwei Gruppen: die eine bestand aus 1001 kontinuierlich rekrutierten
Patienten (Kaukasier) mit symptomatischer koronarer Herzkrankheit, die im Zeitraum
September 2000 bis September 2001 am Deutschen Herzzentrum Miinchen behandelt
wurden. 800 (79,9%) dieser Patienten wurde nach Intervention ein koronarer Stent
implantiert, bei 201 Patienten (20,1%) wurde nur eine Ballondilatation ohne
Stentimplantation durchgefiihrt. Die Art des Eingriffs wurde individuell entschieden. Die
zweite Gruppe umfasste 935 Diabetiker (Kaukasier) mit symptomatischer koronarer
Herzkrankheit, bei denen am Deutschen Herzzentrum Miinchen oder am Klinikum Rechts der
Isar Miinchen nach koronarer Intervention eine Stentimplantation durchgefiihrt wurde. Die
pharmakologische Therapie nach Intervention bestand bei der Gruppe der 1001
kontinuierlichen rekrutierten Patienten aus der Gabe von Aspirin (2x am Tag 100mg) und
Clopidogrel (75 mg tédglich iiber einen Zeitraum von 4 Wochen). Die Diabetiker erhielten
Clopidogrel (75 mg téglich iiber einen Zeitraum von 4 Wochen) oder Ticlopidin (2x am Tag
250mg iiber einen Zeitraum von 4 Wochen). Clopidogrel sowie Ticlopidin hemmen die ADP-
abhingige Thrombozytenaktivierung. Patienten mit erhohtem kardiovaskuldrem Risiko
erhielten zudem den Glykoprotein-IIb/Illa-Rezeptorblocker Abciximab, welcher als Bolus
wiahrend der Stentimplantation und anschlieBend als 12-stiindige Dauerinfusion appliziert
wurde. Keiner der Diabetiker wurde mit antidiabetisch wirkenden Thiazolidinedionen
behandelt, da Thiazolidinedione zum einen PPARy-Agonisten sind und zum anderen
unabhingig von PPARYy entziindliche Vorgédnge beeinflussen kdnnen [Chawla et al. 2001; de
Dios et al. 2003; Okura et al. 2000; Sugawara et al. 2001; Thieringer et al. 2000; Zhu et al.
2003] und somit Storfaktoren bei der Untersuchung der Funktion von PPARy wiren. Daten
iiber die Anamnese der Patienten und iiber den Verlauf des Eingriffs wurden gesondert
erstellt. Die Folgeuntersuchungen nach Intervention, die nach 30 Tagen sowie zwischen 9 und
15 Monaten nach Intervention stattfanden, erfolgten entweder am Deutschen Herzzentrum
Miinchen bzw. am Klinikum Rechts der Isar Miinchen oder in Kliniken, die die Nachsorge
der Patienten iibernahmen und die Daten iibermittelten. Auferdem war eine
Kontrollangiographie sechs Monate nach Intervention vorgesehen, die am Deutschen
Herzzentrum Miinchen oder am Klinikum Rechts der Isar Miinchen durchgefiihrt wurden.
Das Auftreten klinischer Ereignisse wurde anhand von Informationen aus Aufnahmeakten,

durch Befragen der behandelnden Arzte oder iiber Telefongespriche mit Patienten erhoben.
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Bei allen Patienten, die wihrend dieses Telefonats iiber kardiale Symptome klagten, wurde
mindestens eine klinische und elektrokardiographische Untersuchung veranlasst. Sdmtliche
Patientendaten, ebenso wie die Patienten-DNA wurden dieser Arbeit zur Verfligung gestellt.
Der klinische Teil der Studie war vor Beginn dieser Arbeit bereits abgeschlossen. Die
Kriterien einer Doppel-Blind-Studie waren erfiillt.

Alle Patienten wurden tiber die Studie aufgekldrt und erkldrten sich zur Teilnahme bereit.
Dies beinhaltete das Einverstindnis beziiglich des Eingriffs, der Routinekontrolle nach 6
Monaten mittels Angiographie sowie das Einverstindnis zur Analyse anamnestischer,
prozeduraler und genetischer Daten, die vertraulich behandelt wurden. Das Studienprotokoll,
das wiéhrend der Intervention und innerhalb des darauf folgenden Jahres erstellt wurde,
entsprach der Declaration of Helsinki [World Medical Association declaration of Helsinki
1997] und war von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der TU Miinchen

genehmigt worden.
4.2 Definitionen

Ein arterieller Hypertonus lag vor, wenn bei mindestens zwei aufeinander folgenden
kontrollierten Messungen der systolischen Blutdruck hoher als 140 mmHg und/oder der
diastolische Blutdruck hoéher als 90 mmHg war (Guidelines Subcommittee, 1999). Eine
Hypercholesterindmie bestand bei einer Niichtern-Serumcholesterinkonzentration von mehr
als 240 mg/dl. Als Raucher galten Patienten, die in den letzten 6 Monaten regelmaBig
rauchten. Diabetiker waren Patienten, die insulinpflichtig waren oder mit oralen Antidiabetika
behandelt wurden. Eine unstabile Angina pectoris war definiert als Angina pectoris Anfille,
bei denen die Schmerzen im Vergleich zu fritheren Anfdllen zunahmen, eine Angina pectoris
mit stindigen Schmerzen oder neu aufgetretene Angina pectoris Anfille (innerhalb eines
Monats) bei nicht eindeutigen EKG-Verdnderungen und erhéhten Herzenzymen [Rutherford
et al. 1988]. Die Diagnose eines akuten Herzinfarkts basierte auf den Kriterien, die in der
»Evaluation of Platelet IIb/Illa Inhibitor for Stenting™ [The EPISTENT Investigators 1998]
angewendet wurden (pathologische Q-Welle im EKG oder ein Anstieg der Kreatinkinase oder
threr MB  Isoenzyme auf mindestens das dreifache der Norm). Die
Kreatinkinasekonzentration wurde {iber 48 Stunden nach Intervention beobachtet. Ein zeitlich
weiter zuriickliegender Herzinfarkt wurde anhand typischer Verdnderungen in einem 12-

Kanal-EKG diagnostiziert.
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4.3 Koronare Angiographie

Es wurden unmittelbar vor und nach der Intervention, sowie wihrend der
Kontrollangiographie nach 6 Monaten, Angiogramme erstellt. Wahrend des Ersteingriffs
wurden im Bereich jeder zu behandelnden Lision folgende angiographische Parameter
festgehalten: behandeltes Gefd (Hauptstamm der Arteria coronaria sinistra, Ramus
interventricularis anterior der Arteria coronaria sinistra; Ramus circumflexus der Arteria
coronaria sinistra, Arteria coronaria dextra), Anzahl der chronischen und restenosierten
Lasionen, Lange der Lésion, Referenzdurchmesser (=GefdaBdurchmesser im gesunden
Bereich), minimaler Lumendurchmesser der Stenose und Durchmesser Stenose vor und nach
der Intervention, sowie Ballondruck und —durchmesser wund Verhiltnis des
Ballondurchmessers zum Gefd8durchmesser. Auflerdem wurde der akute Lumengewinn
bestimmt. Die qualitative Beurteilung des Stenosegrades erfolgte nach der Klassifikation des
American College of Cardiology (ACC) und der American Heart Association (AHA) [Ryan et
al. 1988]. Diese Klassifikation unterteilt den Stenosegrad in die Schweregrade Typ A, B1, B2
und C. Typ B2 und Typ C bezeichnen komplexe Lésionen [Schomig et al. 1996]. Bei der
Kontrollangiographie nach 6 Monaten wurden im bereits behandelten Gefd3 der minimale
Lumendurchmesser, der Durchmesser Stenose, der spidte Lumenverlust und der Verlustindex
bestimmt. Unter spitem Lumenverlust versteht man die Differenz zwischen dem mittleren
Lumendurchmesser unmittelbar nach der Intervention und dem mittleren Lumendurchmesser
nach 6 Monaten. Der Verlustindex ist das Verhéltnis zwischen anfanglichem Lumengewinn
und spitem Lumenverlust im behandelten Gefal3. Als anfanglichen Lumengewinn wurde die
Differenz zwischen minimalem Lumendurchmesser des Gefdfles unmittelbar nach der
Intervention und dem minimalen Lumendurchmesser des Gefilles unmittelbar vor der
Intervention definiert.

Die quantitative Analyse der Angiogramme erfolgte auf einem separaten Computersystem
(CMS, Medis Medical Imaging Systems, Leiden, Niederlande) durch Personen, die wéhrend
der Stentimplantation nicht anwesend waren und unabhingig vom Labor arbeiteten.

Diese Daten lagen bei Beginn der Studie bereits vor.
4.4 Endpunkte der Studie

Primérer Endpunkt der Studie war die Restenose am behandelten GefdaBabschnitt. Es wurden
zwel Definitionen filir Restenose verwendet: 1. Verengung des GefdBBlumens um 50% oder
mehr innerhalb von 6 Monaten nach Intervention (angiographische Restenose). 2.

Notwendigkeit der Revaskularisierung eines Gefilles durch erneute koronare Intervention
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oder durch Bypass-Operation innerhalb des ersten Jahres nach Erstintervention aufgrund einer
Ischdmie bei Vorliegen einer angiographischen Restenose. Sekundirer Endpunkt war die
kombinierte Todes- und Herzinfarktrate innerhalb des ersten Jahres nach der Intervention.

Weiterhin wurden Ereignisse erfasst, die auf eine Thrombosierung des Gefdlles nach der
Intervention zuriickzufiihren waren und die sich innerhalb der ersten 30 Tage nach dem
Eingriff ereigneten. Diese Ereignisse waren Tod, nicht tddlicher Herzinfarkt sowie die

dringliche Revaskularisierung eines bereits behandelten Gefdles.

4.5 DNA-Isolierung und Genotypbestimmung mit Hilfe der TagMan-
Methode

Die Isolierung der DNA aus Leukozyten wurde mit Hilfe eines Kits nach den
Herstellerangaben durchgefiihrt (High Pure PCR Template Preparation Kit von Roche
Applied Science, Mannheim, Deutschland; QIAampDNA Blood Mini Kit von Qiagen,
Hilden, Deutschland). Die DNA wurde dieser Arbeit zur Verfligung gestellt.

Die Genotypbestimmung erfolgte mit dem TagMan-Verfahren, das Polymerasekettenreaktion
(PCR) und 5’-Nuklease-Reaktion kombiniert (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
[Livak 1999]. Mit Hilfe dieser Methode konnen Allele durch allelspezifische Sonden
unterschieden werden. Primer und Sonden fiir das TagMan-Verfahren wurden von Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland bezogen.

Die PCR ist ein zyklisches Verfahren, bei dem nach jedem Zyklus die Anzahl der Molekiile
eines definierten DNA-Abschnitts verdoppelt wird. Somit kommt es zu einem exponentiellen
Anstieg der DNA-Menge. Zundchst werden die DNA-Doppelstringe durch Erhitzen in
Einzelstrange denaturiert. In dieser Arbeit geschah dies bei einer Temperatur von 95°C fiir 15
Sekunden. AnschlieBend wurde die Temperatur fiir eine Minute auf ein Optimum (60°C) fiir
die nun folgende spezifische Bindung von Primern an bestimmte Sequenzen des DNA-
Einzelstrangs und den Anbau von Nukleotiden (dNTP) (10mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
GeneAmp® Gibco BRL, Karlsruhe Invitrogen) an den DNA-Einzelstrang gesenkt. Primer sind
Oligonukleotide und dienen als Startpunkt fiir den Anbau von Nukleotiden an den DNA-
Einzelstrang, den die Tag-(DNA)-Polymerase (Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland)
katalysiert. Es wurden 40 solcher Zyklen durchgefiihrt. Zur Durchfiihrung der PCR wurden
das ,,Gene Amp PCR System 9600%, das ,,Gene Amp PCR System 9700“ oder das ,,ABI
Prism 7700 Sequence Detection System* verwendet.

Fir die Amplifizierung der beiden PPARy-Polymorphismen 34C/G (dbSNP Cluster ID:
rs1801282) und 1431C/T (dbSNP Cluster ID: rs3856806) dienten die Primerpaare PG 101/PG
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102 und PG 111/PG 112 (Applied Biosystems). Die Primersequenzen sind in Tabelle 1
dargestellt.

Tabelle 1: Sequenzen der Primer (Applied Biosystems) fiir die Genotypanalyse mit der TagMan-Methode

Primer Primersequenzen
34C/G PG 101 5" CCATGCTGTTATGGGTGAAACTC 3’

PG102 5" GATATGTTTGCAGACAGTGTATCAGTGA 3’
1431C/T PGI111 5" CCAGAAAATGACAGACCTCAGACA 3°

PGI112 5" GGAGCGGGTGAAGACTCATG 3°

Fir die Genotypisierung der Polymorphismen wurden je zwei allelspezifische Sonden
verwendet (TagMan-Methode), die am 5’-Ende und am 3’-Ende vom Hersteller (Applied
Biosystems) mit Fluoreszenzfarbstoff (Reporterfarbstoff bzw. Quencherfarbstoff) markiert
worden waren. Zur Identifikation des 34C/G Genotyps war die Sonde fiir das C-Allel am 5°-
Ende mit dem Reporterfarbstoff FAM (6-Carboxyfluorescein) und die Sonde fiir das G-Allel
am 5’-Ende mit dem Reporterfarbstoff VIC (iiber die Struktur des Farbstoffs gibt es keine
publizierten Daten) markiert. Analog war die Sonde fiir das 1431C-Allel mit FAM und die
Sonde fiir das 1431T-Allel mit VIC markiert. Am 3’-Ende jeder Sonde befand sich der
Quencherfarbstoff TAMRA (6-Carboxytetramethylrhodamin). Die Sequenzen der Sonden
sind in Tabelle 2 (S. 21) aufgefiihrt. Das Prinzip der Identifikation des Genotyps besteht
darin, dass die Sonde, die an dem zu ihr komplementiren DNA-Abschnitt gebunden hat,
durch die 5’2>3’-Exonukleaseaktivitit der Taq-Polymerase hydrolysiert wird, wodurch
Reporter- und Quencherfarbstoff rdumlich voneinander getrennt werden. Dies fiihrt zu einer
Erhohung der Fluoreszenzintensitit des Reporterfarbstoffes. Mittels der Quantitdt und
Qualitét der Fluoreszenz wurde mit dem automatisch arbeitenden ,,ABI Prism 7700 Sequence
Detection System* bestimmt, welches Allel vorlag und ob es sich um homozygote oder
heterozygote Alleltrdger handelte. Abbildung 2 (S. 22) zeigt eine schematische Darstellung
des TagMan-Verfahrens.
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Tabelle 2: Sequenzen der Sonden fiir die Genotypanalyse mit der TagMan-Methode.

Allel Sondensequenzen

34C FAM-5" TTCTCCTATTGACCCAGAAAGCGATTCC 3’-TAMRA
34G VIC-5 TCTCCTATTGACGCAGAAAGCGATTCC 3’-TAMRA
1431C FAM 5> ATTGTCACGGAACACGTGCAGCTACT 3’-TAMRA
1431T VIC 5 TTGTCACGGAACATGTGCAGCTACTG 3’-TAMRA

Die Allel-spezifischen Nukleotide sind unterstrichen.

Die Sequenzen der Primer und Sonden wurden anhand der PPARy-Gensequenzen (GenBank
oder EMBL Datenbank) unter den Nummern AC 093174 (34C/G) und D 83233 (1431C/T))

unter Verwendung der Primer Express Software (Version 2.0.0.; Applied Biosystems,

Darmstadt) festgelegt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des TagMan-Verfahrens nach einer Abbildung im Protokoll fiir den

»TagMan Universal PCR Master Mix“ (Applied Biosystems).
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Zur Durchfilhrung des TagMan Assays wurden 96-Well-Platten (MicroAmp® Optical 96-
Well Reaction Plate; Applied Biosystems, Darmstadt) verwendet. Je 96-Well-Platte wurde der
34C/G bzw. 1431C/T Genotyp von 72 Patientenproben analysiert. Hierzu wurde je
Patientenprobe 2ul DNA (entspricht 10-100ng DNA) und 20ul Reaktionsmix in jede
Vertiefung der Platte gegeben. Der Reaktionsmix bestand fiir eine 96-Well-Platte aus 1100ul
eines TagMan Universal Mastermix, je 33ul der beiden Primer sowie 33ul der jeweiligen
FAM- bzw. VIC-markierten Sonden. Der TagMan Universal Mastermix, die Primer und
Sonden wurden von Applied Biosystems Darmstadt bezogen. Fiir die Eichung wurden in 8
Vertiefungen anstelle der Patienten-DNA je 2ul Standard-DNA (=DNA mit homozygotem
Genotyp) fiir das 34C-Allel/1431C-Allel und in weitere 8 Vertiefungen je 2pl Standard-DNA
fiir das 34G-Allel/1431T-Allel pipettiert. Als Negativ-Kontrolle wurden in die restlichen 8
Vertiefungen der 96-Well-Platte je 2l destilliertes Wasser gegeben.

Die Genotypanalyse erfolgte mit dem ABI Prism 7700 Sequence Detection System. Hier
wurde die nach der PCR akkumulierte Fluoreszenz gemessen und wie folgt ausgewertet: ein
isolierter Signalanstieg fir FAM oder VIC bedeutete Homozygotie, ein Anstieg beider
Signale bedeutete Heterozygotie. Zur Uberpriifung der ermittelten Genotypen wurde bei
einem zufillig ausgewdhlten Fiinftel der Patienten der Genotyp nochmals bestimmt. Dafiir
wurde getrennt isolierte DNA von den Original-Blutproben verwendet. Die Genotypisierung
erfolgte ohne Kenntnis der klinischen und angiographischen Daten der Patienten. Standard-

DNA und Patienten-DNA wurden zur Verfiigung gestellt.
4.6 Restriktionsenzymanalyse

Zur automatischen Genotypbestimmung mit dem ABI Prism 7700 Sequence Detection
System ist der Einsatz von DNA, die homozygote Genotypen tragen, erforderlich. Zur
Ermittlung der DNA-Standards wurde eine Restriktionsenzymanalyse durchgefiihrt. Hierzu
wurden aus einer laboreigenen DNA-Bank von 153 DNA-Spendern homozygote Allel-Triager
fir die Allele 34C, 34G bzw. 1431C und 1431T bestimmt. Mittels PCR wurde mit den
Primern PG 101 und PG 12 ein 69 Basenpaare (bp) grofler DNA-Abschnitt, der die
polymorphe Sequenz 34C/G in Exon B des PPARy-Gens enthielt, amplifiziert. Die
polymorphe Sequenz 1431C/T in Exon 6 des PPARy-Gens wurde mit den Primern PG 111
und PG 112 vervielfdltigt. Hierbei entstand ein 98 bp langes PCR-Produkt. Die Primer PG
101, PG 111 und PG 112 wurden auch beim TagMan-Verfahren eingesetzt. [hre Sequenzen
sind in Tabelle 1 (S.20) dargestellt. Die Primersequenz von PG 12 war 3’
GTATCAGTGAAGGAATCGCTTTCCG 5°. Der Reaktionsmix fiir die PCR enthielt, auller
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den Primern, 10fach verdiinnten PCR-Puffer (Qiagen GmbH, Hilden). Die Vervielfiltigung
der DNA-Abschnitte mit der polymorphen Sequenz 34C/G und 1431C/T erfolgte in 35
Zyklen nach folgendem Protokoll: Die DNA (je Probe 10-100ng entspricht 2ul) wurde zwei
Minuten lang bei 95°C denaturiert. Die Bindung der Primer (je 200uM) an die DNA-
Einzelstringe erfolgte eine Minute lang bei 95°C, die Verldngerung der Einzelstringe mittels
dNTP (200uM) und Tag-Polymerase (2U/ul) geschah in einer Minute bei 60°C (34C/G) bzw.
61°C (1431C/T). Der Syntheseschritt wurde im letzten Zyklus um 7 Minuten bei 72°C
verlangert. Damit wurde sichergestellt, dass auch DNA-Strange, die noch nicht vollstédndig
verdoppelt wurden, am Ende als Doppelstrang vorlagen. Andernfalls wiren unvollstindige
DNA-Doppelstringe als storende Banden in der spiter durchgefiihrten Elektrophorese
sichtbar geworden.

Die Genotypbestimmung erfolgte durch die Restriktionsenzymanalyse. Restriktionsenzyme
sind Enzyme, die DNA an bestimmten Basensequenzen schneiden. Das 69 bp lange C-Allel-
spezifische PCR-Produkt wurde mit dem Restriktionsenzym Mspl (New England Biolabs)
hydrolysiert. Mspl schneidet das C-Allel-spezifische PCR-Produkt in 2 Fragmente von 44 bp
und 25 bp Lange. Das 69 bp lange G-Allel-spezifische Produkt wird nicht geschnitten. DNA
mit Genotyp 34CG lag nach dem Enzymverdau mit Mspl in 3 Fragmenten von 69 bp, 44 bp
und 25 bp Léange vor. Fiir die polymorphe Stelle 1431C/T wurde das Restriktionsenzym
Eco721 (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Das C-Allel-spezifische PCR-Produkt
wurde in zwei Fragmente mit einer Lidnge von 57 bp und 41 bp geschnitten. Das PCR-Produkt
mit Genotyp 1431TT hatte keine Schnittstelle und war 98 bp lang. DNA mit Genotyp 1431CT
lag in drei Fragmenten von 98 bp, 57 bp und 41 bp vor. Um die Fragmente zu identifizieren,
wurde eine Elektrophorese durchgefiihrt. Hierzu wurde 8%iges Polyacrylamidgel (Novex,
Karlsruhe Invitrogen) verwendet. Um ein MaB fiir die GroBe der entstandenen Fragmente zu
erhalten, wurde 1ul Molekulargewichtsmarker VIII (Roche Applied Science) mit 9ul
destilliertem Wasser und 2,5ul Sfach konzentrierter Ficoll-Losung neben den zu
untersuchenden fragmentierten DNA-Proben (10ul) aufgetragen. Der verwendete Laufpuffer
war 10mM TBE-Puffer (Gibco BRL, Karlsruhe Invitrogen). Die Auftrennung der DNA-
Fragmente erfolgte durch Anlegen eines Spannungsfeldes von 100V fiir 40 Minuten. Nach
abgeschlossener Elektrophorese wurden die entstandenen Banden nach Anférben mit 1%iger
Ethidiumbromidldsung (Serva, Mannheim) unter UV-Licht (312nm) sichtbar gemacht. Die
Photodokumentation der Gele erfolgte mit dem digitalen System GelPrint 2000, MWG -
Biotech. Abbildung 3 (S. 25) zeigt exemplarisch die DNA-Bandenmuster der Genotpen
34CC, 34CG und 34GG bzw. 1431CC, 1431CT, 1431TT auf dem Polyacrylamidgel.
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Abbildung 3: Photodokumentation eines Elektrophorese-Gels zur Bestimmung des 34C/G bzw. 1431C/T
Genotyps durch Restriktionsenzymanalyse mit den Enzymen Mspl (34C/G) und Eco72I (1431C/T). Linke
Abbildung: A=Molekulargewichtsmarker VIII (Roche Applied Science, Mannheim), B=ungeschnittene
Kontroll-DNA, C=34CC, D=34CG, E=34GG. Rechte Abbildung: A=Molekulargewichtsmarker VIII (Roche
Applied Science, Mannheim), B=ungeschnittene Kontroll-DNA, C=1431CC, D=1431CT; E=1431TT. Am
linken Rand der jeweiligen Abbildung ist die Lénge des Fragments in bp angegeben.

4.7 Zusatzlich verwendete Material und Gerite

4.7.1 Gerite

Spannungsquelle:

-Power N Pac 300 Bio-Rad, Miinchen

Elektrophorese-Kammer:

Xceell IT Novex, Karlsruhe Invitrogen

Zentrifugen:

-Zentrifuge CR3-12 Jouan, St. Herblain, Frankreich
-Zentrifuge A 14 Jouan, St. Herblain, Frankreich
-Biofuge fresco Herraeus Instruments, Hanau

-Vortexer Genio2™ Bender&Hobein AGV Ziirich, Schweiz
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-Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg

4.7.2 Chemikalien, Enzyme und sonstige Materialien

PCR-Gefdle:
-PCR Tubes, 0,5 ml ultradiinn Eppendorf, Hamburg
-MicroAmp® Optical Caps (8 Caps/Strip) Applied Biosystems, Weiterstadt

4.8 Statistische Analyse

Diskrete Variablen wurden als Zahl oder als prozentualer Anteil (%) angegeben und mit Hilfe
des Chi-Quadrat-Test oder, wenn dessen Vorraussetzungen nicht erfiillt waren, mit dem
exakten Test nach Fischer verglichen. Kontinuierliche Variablen wurden als Mittelwert +/-
Standardabweichung angegeben und mit dem nicht gepaarten, zweiseitigen t-Test oder einer
Varianzanalyse fiir mehr als zwei Gruppen verglichen. Klinische, ldsionsbezogene und
prozedurale Variablen mit einem p-Wert < 0,2 in der univariaten Analyse (potentielle
Storfaktoren) wurden in einer Multivarianzanalyse fiir das Restenoserisiko beriicksichtigt
(95%). Zur Analyse des Risikos wurde jeweils die odds ratio und das 95%ige
Konfidenzintervall (95% KI) berechnet. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Programm S-Plus, Version 4.0 Professional (Mathsoft, Inc., Seattle, WA). Ein p-Wert < 0,05
wurde als signifikant definiert. Die Ergebnisse der statistischen Analyse wurden der Arbeit

zur Verfligung gestellt.
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5  Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden zwei Patientengruppen untersucht. Eine Gruppe bestand aus
kontinuierlich rekrutierten Patienten (n=1001), in der zweiten Gruppe waren alle
Studienteilnehmer Diabetiker (n=935). Die kontinuierliche Patientengruppe bestand aus den
Untergruppen ,Patienten mit Stentimplantation (n=800) und ,Patienten ohne

Stentimplantation® (n=201).
5.1 Genotypverteilung

Bei allen Patienten, die an dieser Studie teilnahmen, wurde der 34C/G und der 1431C/T
Genotyp bestimmt. Die Genotypverteilung in der kontinuierlichen Patientengruppe, deren
Untergruppen, und in der Diabetikergruppe ist in Tabelle 3 (S. 27) dargestellt.

Der Anteil der Patienten mit Genotyp 34GG betrug 2,5% oder weniger, der Anteil der
Patienten mit Genotyp 1431TT war 1,5% oder weniger, wie aus Tabelle 3 (S. 27) hervorgeht.
Fiir eine aussagekriftige statistische Analyse ist die Anzahl der Patienten mit Genotyp 34GG
bzw. 1431TT zu gering. Zur weiteren Analysen wurden daher die Genotypgruppen 34CG und
34GG bzw. 1431CT und 1431TT zusammengefasst und den Gruppen mit Genotyp 34CC
bzw. 1431CC gegeniibergestellt.

Die Kontrollangiographie 6 Monate nach Intervention wurde nur bei einem Teil der Patienten
durchgefiihrt: Von den Patienten der kontinuierlichen Population (n=1001) waren es 752
(75,1%). Davon gehorten 601 (79,9%) zur Untergruppe ,,Patienten mit Stentimplantation®
und 151 (20,1%) zur Untergruppe ,,Patienten ohne Stentimplantation®. Bei den urspriinglich
935 Diabetikern wurde nur bei 695 (74,3%) eine Kontrollangiographie durchgefiihrt.
Abbildung 4 (S. 27) zeigt den Anteil der Patienten mit Genotyp 34CC bzw. 1431CC und den
Anteil der Patienten der Genotypgruppe 34CG+34GG bzw. 1431CT+1431TT in der

kontinuierlichen Patientengruppe, deren Untergruppen und in der Diabetikergruppe.
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5.2  Basale, lidsionsbezogene und prozedurale Daten
5.2.1 Kontinuierliche Patientengruppe und Untergruppen

Es gab beziiglich der basalen Daten der kontinuierlichen Patientengruppe (n=1001) keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Patienten mit Genotyp 34CC und den Patienten der
Genotypgruppe 34CG+34GG sowie zwischen den Patienten mit Genotyp 1431CC und den
Patienten der Genotypgruppe 1431CT+1431TT, wie aus Tabelle 4 (S.27) hervorgeht.
Verglichen mit den Patienten mit Genotyp 34CC hatten mehr Patienten der Genotypgruppe
34CG+34GG Angina pectoris Anfille, der Unterschied war jedoch nicht signifikant (p=0,07).
Innerhalb der Untergruppen der kontinuierlichen Patientengruppe (,,Patienten mit
Stentimplantation” und ,,Patienten ohne Stentimplantation) unterschieden sich die basalen
Daten nicht signifikant zwischen Patienten mit Genotyp 34CC und 34G-Allel-Tragern (34CG
oder 34GG) (p=0,13 in der Untergruppe ,,Patienten mit Stentimplantation und p>0,06 in der
Untergruppe ,Patienten ohne Stentimplantation). In der Untergruppe ,Patienten mit
Stentimplantation“ (n=800) hatten 27,3 % der 1431T-Allel-Trager (1431CT und 1431TT) und
36,2% der Patienten mit Genotyp 1431CC bereits zu einem fritheren Zeitpunkt vor
Intervention einen Herzinfarkt erlitten (p=0,02). Ein weiterer signifikanter Unterschied
bestand nicht zwischen Patienten mit Genotyp 1431CC und 1431T-Allel-Trigern (1431CT
und 1431TT) in der Untergruppe ,,Patienten mit Stentimplantation* (p>0,17) und ,,Patienten
ohne Stentimplantation® (p>0,11).

In Tabelle 5 (S. 27) sind die ldsionsbezogenen und prozeduralen Daten der kontinuierlichen
Patientengruppe (n=1001) dargestellt. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen
Patienten mit Genotyp 34CC und Patienten der Genotypgruppe 34CG+34GG sowie zwischen
Patienten mit Genotyp 1431CC und Patienten der Genotypgruppe 1431CT+1431TT, mit
Ausnahme folgender Parameter: Der Referenzdurchmesser, der Ballondurchmesser, sowie der
minimale Lumendurchmesser unmittelbar nach Ballondilatation war in GefdBen der Patienten
der Genotypgruppe 34CG+34GG signifikant groBer als in Gefdllen der Patienten mit Genotyp
34CC (p<0,04). In den Koronargefdlen von Patienten der Genotypgruppe 1431CT+1431TT
wurde ein signifikant groBerer Ballondurchmesser sowie ein signifikant groBerer minimaler
Lumendurchmesser unmittelbar nach Ballondilatation gemessen als in den Koronargefdf3en
der Patienten mit Genotyp 1431CC (p<0,04).

Der minimale GefaBBdurchmesser vor GetfdBaufdehnung war in Gefdllen von Patienten der

Genotypgruppe 34CG+34GG grofler als in GefdBBen von Patienten mit Genotyp 34CC, aber
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nicht signifikant verschieden (p=0,07).Der Referenzdurchmesser in Gefa3en der Patienten der
Genotypgruppe 1431CT+1431TT war groBer als in Gefden von Patienten mit Genotyp
1431CC, der Unterschied war aber nicht signifikant (p=0,05).

In der Untergruppe ,,Patienten mit Stentimplantation* (n=800) gab es keinen signifikanten
Unterschied bei den ldsionsbezogenen und prozeduralen Parametern zwischen Patienten mit
Genotyp 34CC und 34G-Allel-Tragern (p>0,10), mit Ausnahme des Ballon- und
Referenzdurchmessers: Der Ballondurchmesser betrug 3,41mm in GefdBen von Patienten mit
Genotyp 34 CC und 3,51mm in GefaBlen von Patienten der Genotypgruppe 34CG+34GG
(p=0,02). Der Referenzdurchmesser war 2,92mm in GefaBlen von Patienten mit Genotyp
34CC und 3,02mm in Gefdflen von Patienten der Genotypgruppe 34CG+34GG (p=0,03). Es
wurden bei mehr Patienten mit Genotyp 34CC chronische koronare GefdBverschliisse
behandelt als bei Patienten der Genotypgruppe 34CG+34GG, ein signifikanter Unterschied
bestand jedoch nicht (5,8% versus 2,5%; p=0,07). Zwischen den Patienten mit Genotyp
1431CC und 1431T-Allel-Tragern gab es keinen signifikanten Unterschied beziiglich der
lasionsbezogenen und prozeduralen Parameter (p>0,10). Der Ballondurchmesser und der
Referenzdurchmesser waren in Gefillen von Patienten der Genotypgruppe 1431CT+1431TT
grofler als in Gefden von Patienten mit Genotyp 1431CC (Ballondurchmesser: 3,49mm
versus 3,41lmm; p=0,08; Referenzdurchmesser: 3,0lmm versus 2,92mm; p=0,05), die
Unterschiede waren aber nicht signifikant.

In der Untergruppe ,,Patienten ohne Stentimplantation® (n=201) gab es keine signifikanten
Unterschiede bei den ldsionsbezogenen und prozeduralen Daten zwischen den Patienten mit
Genotyp 34CC und Patienten der Genotypgruppe 34CG+34GG (p=>0,15), sowie zwischen
Patienten mit Genotyp 1431CC und Patienten der Genotypgruppe 1431CT+1431TT (p=0,07),
mit Ausnahme folgender Parameter: Unmittelbar nach Intervention betrug der minimale
Lumendurchmesser 1,86mm in Gefden von Patienten mit Genotyp 34CC und 2,12mm in
Gefallen von Patienten der Genotypgruppe 34CG+34GG (p=0,02). In Gefdllen von Patienten
mit Genotyp 1431CC war der minimale Lumendurchmesser vor Intervention sowie
unmittelbar nach Intervention signifikant grofer als in Gefdlen von Patienten der
Genotypgruppe 1431CT+1431TT (vor Intervention: 0,82mm versus 1,01mm; p=0,03; nach

Intervention: 1,84mm versus 2,18mm; p=0,002).
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5.2.2 Diabetikergruppe

Die basalen, ldsionsbezogenen und prozeduralen Daten der Diabetikergruppe sind in Tabelle
6 (S.27) und Tabelle 7 (S. 27) dargestellt. Die Analyse dieser Daten ergab mit Ausnahme
folgender Parameter keinen signifikanten Unterschied zwischen Diabetikern mit Genotyp
34CC und 34G-Allel-Tragern (p>0,10), sowie zwischen Diabetikern mit Genotyp 1431CC
und 1431T-Allel-Tragern (p>0,11): Es litten signifikant mehr Diabetiker der Genotypgruppe
34CG+34GG unter unstabiler Angina pectoris als Diabetiker mit Genotyp 34CC (p=0,03).
Der Referenzdurchmesser war bei 34G-Allel-Trigern signifikant grofer als bei Patienten mit
Genotyp 34CC (p=0,04). Eine unstabile Angina pectoris wurde bei 35,9% der Patienten der
Genotypgruppe 1431CT+1431TT und bei 26,0% der Patienten mit Genotyp 1431CC
diagnostiziert (p=0,004). Die Patienten mit dem Genotyp 1431CC erhielten mehr orale
Antidiabetika und weniger oft Insulin im Vergleich zu den Patienten der Genotypgruppe

1431CT+1431TT (p=0,03).
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5.3 Restenose
5.3.1 Kontinuierliche Patientengruppe und Untergruppen

In der kontinuierlichen Patientengruppe wurde nur bei 752 (75,1%) der urspriinglichen 1001
Patienten eine Kontrollangiographie durchgefiihrt. Davon gehorten 601 (79,9%) zur
Untergruppe ,,Patienten mit Stentimplantation” und 151 (20,1%) zur Untergruppe ,,Patienten
ohne Stentimplantation®. Die Genotypverteilung der Patienten, bei denen die Daten der
Kontrollangiographie vorlagen, unterschied sich jedoch nicht signifikant von der
Genotypverteilung aller Patienten zum Zeitpunkt der Erstintervention. Beim Vergleich der
Genotypverteilung in den Patientengruppen bei Erst-Intervention mit der Genotypverteilung
in den Patientengruppen mit Kontrollangiographie betragen die p-Werte: p=0,71 fiir 34C/G
und p=0,90 fiir 1431C/T in der kontinuierlichen Patientengruppe; p=0,76 fir 34C/G und
p=0,90 fiir 1431C/T in der Untergruppe ,,Patienten mit Stentimplantation; p=0,81 fiir 34C/G
und p=0,61 fiir 1431C/T in der Untergruppe ,,Patienten ohne Stentimplantation. Somit ist die
Kontinuitdt und die Vergleichbarkeit der Daten gewéhrleistet.

Die Untergruppen der kontinuierlichen Patientengruppe wurden separat analysiert, um zu
untersuchen, ob es durch die Interventionsart (Ballondilatation mit oder ohne
Stentimplantation) einen Unterschied beziiglich der mdoglichen Assoziation zwischen den

34C/G- und 1431C/T-Polymorphismen und Restenose gibt.

In der kontinuierlichen Patientengruppe sowie in deren Untergruppen gab es keinen
signifikanten Unterschied in der H&ufigkeit einer angiographischen Restenose zwischen
Patienten mit Genotyp 34CC und Patienten der Genotypgruppe 34CG+34GG (p>0,51) ebenso
wie zwischen Patienten mit Genotyp 1431CC und Patienten der Genotypgruppe
1431CT+1431TT (p=0,37). In Abbildung 5 (S.27) sind die Ergebnisse graphisch dargestellt.
Auch ein Vergleich der bei der Kontrollangiographie erhobenen Messergebnisse, wie
minimaler Lumendurchmesser, Durchmesser Stenose, spiter Lumenverlust und Verlustindex
ergab bei der kontinuierlichen Patientengruppe (s. Tabelle 8 auf S.27) und deren
Untergruppen keinen signifikanten Unterschied zwischen den Genotypgruppen des
Polymorphismus 34C/G (p=>0,12) und 1431C/T (p=>0,22). Der minimale Lumendurchmesser
bei der Kontrollangiographie war innerhalb der Untergruppe ,Patienten mit
Stentimplantation“ in Gefdlen von Patienten der Genotypgruppe 34CG+34GG grofler als in
Gefallen von Patienten mit Genotyp 34CC, der Unterschied war aber nicht signifikant

(1,96mm versus 1,83mm; p=0,08). Die Hé&ufigkeit einer dringlichen Revaskularisierung
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innerhalb des ersten Jahres nach Intervention aufgrund von Ischdmiezeichen bei Vorliegen
einer angiographischen Restenose (klinische Restenose) unterschied sich in der gesamten
kontinuierlichen Patientengruppe (n=1001) und deren Untergruppen (n=800; n=201) nicht
signifikant zwischen den Genotypgruppen der Polymorphismen 34C/G (p>0,45) und 1431C/T
(p>0,52) (s. Abbildung 6 auf S.27).

5.3.2 Diabetikergruppe

Von den urspriinglichen 935 Patienten der Diabetikergruppe wurde nur bei 695 (74,3%) eine
Kontrollangiographie nach 6 Monaten durchgefiihrt. Der Anteil der Patienten in den
Genotypgruppen der 34C/G und 1431C/T Polymorphismen zum Zeitpunkt der
Kontrollangiographie entsprach dem bei der Erst-Intervention (p=0,83 fiir 34C/G und p=0,52
fiir 1431C/T). In der Diabetikergruppe unterschied sich der Anteil der Patienten, die eine
angiographische Restenose erlitten, nicht signifikant zwischen den Gruppen der 34C/G und
1431C/T Polymorphismen, wie Abbildung 5 (S.27) zeigt (p=0,73; 34CC versus 34G; p=0,98
1431CC versus 1431T). Die antidiabetische Therapie (Insulin oder orale Antidiabetika) hatte
keinen Einfluss auf die Restenoserate (p=0,28; 34CC versus 34G; p=0,45, 1431CC versus
1431T). Weiterhin gab es keinen signifikanten Unterschied beziiglich des Restenoserisikos
zwischen Miannern und Frauen (p=0,17; 34CC versus 34G; p=0,59; 1431CC versus 1431T).
Bei 134 Diabetikern war der 34CC Genotyp mit dem 1431CC Genotyp gekoppelt. Es gab
keinen signifikanten Unterschied in der Restenosehdufigkeit zwischen diesen Patienten und
Patienten bei denen die Genotypen 34CC und 1431CC nicht gekoppelt waren (n=561) (36,6%
versus 36,9%; p=0,94). Die bei Kontrollangiographie erhobenen Messparameter minimaler
Lumendurchmesser, Durchmesser Stenose, spiter Lumenverlust und Verlustindex (s. Tabelle
9 auf S.27) unterschieden sich nicht signifikant zwischen Patienten mit Genotyp 34CC und
34G-Allel-Tragern sowie zwischen Patienten mit Genotyp 1431CC und T-Allel-Trigern
(p=>0,56, 34CC versus 34G; p>0,65, 1431CC versus 1431T). Wie Abbildung 6 (S.27) zeigt,
unterschied sich die Inzidenz der klinischen Restenose fiir die gesamte Diabetikergruppe
(n=935) nicht signifikant zwischen Patienten mit Genotyp 34CC und 34G-Allel-Tragern,
sowie zwischen Patienten mit Genotyp 1431CC und 1431T-Allel-Tragern (p=0,98; 34CC
versus 34G; p=0,52; 1431CC versus 1431T).

Mit einer Multivarianzanalyse wurde ein moglicher Einfluss der basalen, ldsionsbezogenen
und prozeduralen Parameter auf den Zusammenhang zwischen den 34C/G und 1431C/T
Polymorphismen und angiographischer Restenose ausgeschlossen. Die Odds Ratios waren
1,08 (95% Konfidenzintervall 0,74-1,59) (34C/G Polymorphismus) und 0,96 (95%
Konfidenzintervall 0,65-1,40) (1431C/T Polymorphismus).
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5.4 Thrombotische Ereignisse nach der Intervention

5.4.1 Kontinuierliche Patientengruppe und Untergruppen

Es wurden Ereignisse erfasst, die auf eine Thrombose innerhalb der ersten 30 Tage nach
Intervention zuriickzufiihren waren. Dazu zédhlten Tod, Herzinfarkt oder dringliche
Revaskularisierung (Intervention oder Bypass-Operation). Die Haufigkeit thrombotischer
Ereignissen bereits behandelter Lisionen unterschied sich in der kontinuierlichen
Patientengruppe nicht signifikant zwischen Patienten mit Genotyp 34CC und 34G-Allel
Trigern (6,0% versus 4,8%; p=0,49), sowie zwischen Patienten mit Genotyp 1431CC und
1431T-Allel Triagern (6,0% versus 4,8%; p=0,49). Diesbeziiglich gab es auch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypgruppen der 34C/G und 1431C/T
Polymorphismen in den Untergruppen ,,Patienten mit Stentimplantation® (34CC versus 34G:
6,1% versus 4,0%; p=0,26; 1431CC versus 1431T: 6,1% versus 4,0%; p=0,26;) und
»Patienten ohne Stentimplantation* (34CC versus 34G: 5,3% versus 7,8%; p=0,51; 1431CC
versus 1431T: 5,3% versus 7,8%; p=0,51).

5.4.2 Diabetikergruppe

In der Diabetikergruppe unterschied sich der Anteil der Patienten mit Genotyp 34CC, bei
denen es innerhalb der ersten 30 Tage nach Intervention zu thrombotischen Komplikationen
kam, nicht signifikant von dem Anteil der Patienten der Genotypgruppe 34CG+34GG (6,8%
versus 7,1%; p=0,86). Auch der Vergleich zwischen den Patienten mit Genotyp 1431CC und
den Patienten der Genotypgruppe 1431CT+1431TT ergab hinsichtlich der Haufigkeit
thrombotischer Ereignisse keinen signifikanten Unterschied (6,7% versus 7,4%; p=0,72).

5.5 [Ein-Jahresergebnisse

5.5.1 Kontinuierliche Patientengruppe und Untergruppen

Die Daten der Folgeuntersuchungen innerhalb eines Jahres nach Intervention waren fiir alle
Patienten verfiigbar, unabhingig davon, ob eine Kontrollangiographie durchgefiihrt wurde
oder nicht. Die kombinierte Todes- und Herzinfarktrate betrug in der kontinuierlichen
Patientengruppe 6,0% fiir Patienten mit Genotyp 34CC und 4,8% fiir Patienten der
Genotypgruppe 34CG+34GG (p=0,49). Es erlitten 26,1% der Patienten mit Genotyp 1431CC
und 24,9% der Patienten der Genotypgruppe 1431CT+1431TT diese Spitkomplikationen
(p=0,72).
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Hinsichtlich der Todesfall- und Herzinfarkthdufigkeit gab es in den Untergruppen ,,Patienten
mit Stentimplantation” (n=800) und ,,Patienten ohne Stentimplantation” (n=201) keinen
signifikanten Unterschied zwischen Patienten mit Genotyp 34CC und Patienten der
Genotypgruppe 34CG+34GG (p>0,28) sowie zwischen Patienten mit Genotyp 1431CC und
Patienten der Genotypgruppe 1431CT+1431TT (p>0,28).

5.5.2 Diabetikergruppe

In der Gruppe der Diabetiker kam es bei 27,6% der Patienten mit Genotyp 34CC und 28,0%
der Patienten der Genotypgruppe 34CG+34GG innerhalb des ersten Jahres nach Intervention
zu Tod oder Herzinfarkt (p=0,67). Es waren 27,7% der Diabetiker mit Genotyp 1431CC und
27,7% der Diabetiker der Genotypgruppe 1431CT+1431TT von diesen Spédtkomplikationen
betroffen (p=0,65).
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6 Diskussion

Dies ist die erste Studie, in der der Einfluss der 34C/G und 1431C/T Polymorphismen auf den
klinischen Verlauf nach koronarer Intervention untersucht wurde.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen nicht fiir einen Zusammenhang der 34C/G und
1431C/T Polymorphismen des PPARy-Gens mit Restenose in Koronargefdlen nach
Intervention.

Die Polymorphismen eignen sich auch nicht zur Risikoabschitzung frither (30 Tage) oder
spiter (1 Jahr) koronarer Komplikationen nach Intervention, unabhdngig von Diabetes

mellitus und der Interventionsart (Ballondilatation mit oder ohne Stentimplantation).
6.1 Restenose

Ziel dieser Arbeit war es, eine mdgliche Assoziation zwischen den 34C/G- und 1431C/T-
Polymorphismen des PPARy-Gens mit Restenose nach koronarer Intervention zu
untersuchen. Die Genotypverteilung der 34C/G- und 1431C/T-Polymorphismen in unserer
Arbeit war mit der Genotypverteilung in anderen Studien mit kaukasischen
Studienteilnehmern vergleichbar [Beamer et al. 1998; Deeb et al. 1998; Meirhaeghe et al.
1998; Peng et al. 2003; Ridker et al. 2003; Wang et al. 1999; Yen et al. 1997]. Hinweise fiir
einen moglichen Zusammenhang zwischen dem 34C/G Polymorphismus und Restenose
gaben Studien, eine Assoziation des 34C/G Polymorphismus mit Insulinresistenz und
Diabetes mellitus fanden (protektiver Effekt des 34G-Allels auf Insulinresistenz) [Altshuler et
al. 2000; Beamer et al. 1998; Deeb et al. 1998; Frederiksen et al. 2002; Gonzalez Sanchez et
al. 2002; Koch et al. 1999; Stumvoll et al. 2002; Tschritter et al. 2003]. Da Diabetes mellitus
ein Risikofaktor fiir Restenose ist [Elezi et al. 1998], wire eine Assoziation des 34C/G-
Polymorphismus mit Restenose denkbar. Weiterhin gibt es eine Studie, die ein signifikant
geringeres Herzinfarktrisiko bei Patienten mit 34G-Allel fanden im Vergleich zu Patienten
mit dem Genotyp 34CC [Ridker et al. 2003]. In einer Studie mit japanischen Diabetikern
wurde eine Assoziation zwischen dem 34C/G-Polymorphismus und der Dicke von Media und
Intima beobachtet wurde, einem Mal} fiir Atherosklerose [Iwata et al. 2003]. Da die
Pathomechanismen von Restenose und Atherosklerose in mehreren Punkten iibereinstimmen
(Endothelverletzung; Thrombozytenaktivierung; Rekrutierung von Leukozyten; Ausbildung
einer Neointima), konnte bei einem moglichen Einfluss des 34C/G-Polymorphismus auf
Atherosklerose auch eine Assoziation zwischen dem Polymorphismus und Restenose
bestehen. Die Isoform PPARY2, die fiir den polymorphen Genabschnitt 34C/G kodiert, wird

beim Menschen zwar nicht in glatten GefaBBmuskelzellen und atherosklerotischen Bereichen
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exprimiert [Law et al. 2000]. Es wire aber denkbar, dass eine noch nicht entdeckte Kopplung
mit in der Nidhe liegenden Genabschnitten besteht, die Marker fiir Restenose sind. Trotz
diesen Uberlegungen und den Hinweisen in der Literatur [Altshuler et al. 2000; Beamer et al.
1998; Deeb et al. 1998; Frederiksen et al. 2002; Gonzalez Sanchez et al. 2002; Iwata et al.
2003; Ridker et al. 2003; Stumvoll et al. 2002; Tschritter et al. 2003] wurde kein
Zusammenhang zwischen dem 34C/G Polymorphismus und Restenose gefunden.

Es herrscht Uneinigkeit dahingehend, ob eine Assoziation zwischen dem 34C/G-
Polymorphismus und koronarer Herzkrankheit besteht [Bliiher et al. 2002; Ridker et al. 2003;
Wang et al. 1999]. Weiterhin ist die Arbeit von Iwata et al., in der eine signifikante
Assoziation zwischen dem 34C/G-Polymorphismus und der Intima-Media-Dicke bei
Diabetikern gefunden wurde, nicht uneingeschrinkt mit unserer Arbeit zu vergleichen. Iwata
et al. untersuchten japanische Patienten, wéhrend an unserer Studie ausschlieBlich Patienten
kaukasischer =~ Abstammung teilnahmen. Dementsprechend differierten auch die
Genotypverteilungen. 93% der von Iwata et al. untersuchten Patienten hatten den Genotyp
34CC und 7% hatten den Genotyp 34CG. Es wurden keine Patienten mit 34GG Genotyp
untersucht. In der Diabetikergruppe unserer Arbeit hatten 75,9% der Patienten den Genotyp
34CC, 22,9% hatten den Genotyp 34CG und 1,2% hatten den Genotyp 34GG. Die
Genotypverteilung in der Studie von Ridker et al. entsprach der Genotypverteilung in unserer
Arbeit [Ridker et al. 2003]. Trotzdem ist ein direkter Vergleich dieser Studie mit unserer
Arbeit nur eingeschrinkt moglich, da Ridker et al. nur Ménner untersuchten. Zu erwéhnen ist,
dass der Autor einrdumt, dass bei Genotypanalysen auch falsch positive Ergebnisse in
Betracht gezogen werden miissen und noch weitere Studien beziiglich einer Assoziation
zwischen dem 34C/G-Polymorphismus und Herzinfarktrisiko durchgefiihrt werden miissen,
um sichere Aussagen machen zu konnen. Die Qualitdt der Studie von Ridker et al. (lange
Studiendauer, viele Patienten) spricht aber fiir einen Zusammenhang zwischen 34C/G
Polymorphismus und Herzinfarktrisiko.

Anlass fiir die Untersuchung des 1431C/T Polymorphismus auf eine Assoziation mit
Restenose gab eine Studie von Wang et al., in der fiir 1431T-Allel-Tréger ein signifikant
niedrigeres Risiko fiir koronare Herzkrankheit im Vergleich zu Studienteilnehmern mit
Genotyp 1431CC gefunden wurde [Wang et al. 1999]. Der 1431C/T Polymorphismus bewirkt
keinen Aminosdureaustausch in PPARy1 oder PPARYy2 [Fajas et al. 1997; Yen et al. 1997]. Es
ist aber moglich, dass eine Kopplung mit anderen, funktionell relevanten Polymorphismen
besteht, wie eine Studie von Peng et al. vermuten ldsst [Peng et al. 2003]. Peng et al.

beobachteten, dass der 1431C/T Polymorphismus mit dem APO-E Polymorphismus
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gekoppelt ist und dadurch Einfluss auf das Risiko fiir koronare Herzkrankheit hat. Die
Ergebnisse von Wang et al. und Peng et al. konnten jedoch in einer Studie von Bliiher et al.,
in der kein Zusammenhang zwischen 1431C/T Polymorphismus und koronarer Herzkrankheit
gefunden wurde, nicht bestdtigt werden [Bliiher et al. 2002].

Wir nahmen an, dass bei einer moglichen Assoziation zwischen den 34C/G- und 1431C/T-
Polymorphismen mit der koronaren Herzkrankheit auch eine Assoziation zwischen diesen
Polymorphismen und Restenose bestehen konnte, da die Pathomechanismen von Restenose
und Atherosklerose in mehreren Punkten identisch sind. Die Pathomechanismen von
Restenose und Atherosklerose gleichen sich aber nicht vollstindig (z.B. keine
Schaumzellbildung bei Restenose). Somit ist es moglich, dass zwar eine Beteiligung der
34C/G und 1431C/T Polymorphismen an Atherosklerose besteht, die Bedeutung der
Polymorphismen bei Restenose aber gering ist.

Es gibt nur wenige direkte Hinweise flir eine Beteiligung von PPARy an Restenose und
Atherosklerose (s. Abschnitt 2.4, S.8). Diese Hinweise stammen aus Zell- und Tierversuchen
[Chawla et al. 2001; Law et al. 2000; Marx et al. 1998; Ricote et al. 1998; Tontonoz et al.
1998; Welch et al. 2003; Xin et al. 1999]. Eine Ubertragung dieser Ergebnisse auf den
Menschen ist, wenn tiberhaupt, nur eingeschrankt moglich. Zu erwidhnen ist aber, dass die
Genstruktur sowie die Proteinsequenz von PPARy bei Nagern und Menschen zu 95%
identisch ist (das menschliche Protein enthdlt zwei zusétzliche Aminosduren) [Fajas et al.
1997].

Viele Studien, die einen Zusammenhang zwischen PPARy und Restenose bzw.
Atherosklerose postulierten, wurden mit Hilfe von PPARy-Liganden durchgefiihrt, die auch
unabhdngig von PPARYy entzilindliche Vorginge beeinflussen konnen [Chawla et al. 2001; de
Dios et al. 2003; Okura et al. 2000; Sugawara et al. 2001; Takeda et al. 2001; Thieringer et al.
2000; Zhu et al. 2003]. AuBlerdem konnen PPARy-Liganden auch andere PPAR-Isoformen
aktivieren, wie z.B. PPARq, der bei Enziindung eine wichtige Rolle spielt [Kersten et al.
2000]. Die Funktion von PPARY bei Restenose konnte somit limitiert sein, was die Ergebnisse
dieser Arbeit erklidren wiirde.

Die Interaktion von PPARy mit anderen Signalkaskaden, sowie der Einfluss verschiedener
Kofaktoren auf die Transkription von PPARy, deren Rekrutierung wiederum von der
Phosphorylierung von PPARY abhéngt [Berger et al. 2002; Neve et al. 2000], erschweren die
Untersuchung der Funktion von PPARy. Moglich wire es, dass durch das Zusammenspiel
verschiedener Faktoren bei der Regulation von PPARy der Zusammenhang zwischen den

Polymorphismen und Restenose verdeckt wird. Die komplexe Regulation von PPARY konnte



49 Diskussion

auch die Uneinigkeit in den Studien tiber die 34C/G und 1431C/T Polymorphismen erkléren
[Bliiher et al. 2002; Iwata et al. 2003; Peng et al. 2003; Wang et al. 1999].

6.2 Thrombotische Ereignisse und Ein-Jahresergebnisse

Nach Endothelverletzung durch Ballondilatation kommt es zu entziindlichen Vorgingen, die
in der Akutphase nach Intervention (30 Tage) zum thrombotischen Verschluss der
behandelten Lésion fiihren kdnnen [Grewe et al. 2000; Kimura et al. 1997]. Innerhalb von 7
bis 14 Tagen nach Ballondilatation wurde in GefiBlen von Ratten eine erhohte PPARYy-
Expression beobachtet [Law et al. 2000]. Es gibt Untersuchungen, die zeigten, dass PPARy-
Liganden die Produktion des antithrombotisch wirkenden Stickstoffmonoxids (NO) [Bocker
et al. 2001a] hemmen [Ricote et al. 1998]. Zudem erhohten PPARy-Liganden die Expression
von Plasminogen-Inhibitor-Activator-Type-1, einem Faktor, der mit Herzinfarkt und
Thrombose assoziiert ist [Marx et al. 1999]. Ob diese thrombotischen Effekte tatsdchlich
durch eine Aktivierung von PPARy hervorgerufen wurden, ist nicht bewiesen. Die mogliche
Beteiligung von PPARY an thrombotischen Ereignissen nach koronarer Intervention wurde in
dieser Arbeit mit den PPARy-Polymorphismen 34C/G und 1431C/T untersucht, es wurde
jedoch keine Assoziation zwischen den Polymorphismen und frithen thrombotischen
Ereignissen innerhalb von 30 Tagen nach Intervention gefunden. Ein moglicher Grund fiir den
fehlenden Zusammenhang konnte die niedrige Rate an Frithkomplikationen durch den Einsatz
antithrombozytidrer Medikamente sein, die aufgrund der signifikanten Reduktion
thrombotischer Frithkomplikationen heutzutage routineméBig eingesetzt werden. FEine
kombinierte antithrombozytire Therapie wirkt sich auf die Thrombozytenfunktion aus
[Gawaz et al. 1998]. Ein Einfluss der 34C/G- und 1431C/T-Polymorphismen auf
thrombotische Komplikationen konnte durch die antithrombozytdre Therapie verdeckt worden
sein.

Obwohl das Risiko fiir thrombotische Ereignisse v.a. wihrend den ersten 30 Tagen nach
Intervention von Bedeutung ist [Schiihlen et al. 1998], kann es auch noch spiter (nach
Absetzten der antithrombotischen Therapie) zur Thrombose im Bereich der behandelten
GefaBe kommen [Schwartz 1998]. In dieser Studie wurden thrombotische
Spatkomplikationen, wie Tod und/oder Herzinfarkt als sekundérer Endpunkt untersucht, eine
Assoziation der 34C/G- und 1431C/T-Polymorphismen mit der Todes- und
Herzinfarkthiufigkeit innerhalb des ersten Jahres nach Intervention wurde aber nicht
gefunden.

Die Ergebnisse schlieBen jedoch eine Beteiligung von PPARY an thrombotischen Ereignissen

nicht aus. Vielmehr stiitzt eine Studie, die nach dieser Arbeit verdffentlicht wurde und in der
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eine PPARy-Expression durch menschliche Thrombozyten entdeckt wurde [Akbiyik et al.

2004], die Vermutung iiber eine mogliche Assoziation von PPARy mit Thrombose.
6.3 Bedeutung der Ergebnisse und Ausblick

Obwohl in dieser Arbeit keine Assoziation zwischen den PPARy-Polymorphismen 34C/G und
1431C/T mit Restenose gefunden wurde, ist eine Assoziation zwischen PPARy und Restenose
bzw. Atherosklerose nicht auszuschlieen. Auf der Grundlage einer Haplotypkartierung des
menschlichen Genoms [Altshuler et al. 2005] wire es jetzt moglich eine umfassende
Untersuchung der Bedeutung sédmtlicher Polymorphismen im PPARy-Gen fiir die Restenose
und Atherosklerose durchzufiihren. Der Vorteil einer solchen Untersuchung wére, dass ein

solches Verfahren der Untersuchung individueller Einzelbasenpolymorphismen tiberlegen ist.
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7  Zusammenfassung

Die koronare Herzkrankheit und ihre Folgen gelten bereits im mittleren Lebensalter als die
Haupttodesursache in westlichen Industrieldindern. Durchschlagenden Erfolg bei der
Behandlung der koronaren Herzkrankheit hat die koronare Intervention mit Stentimplantation.
Jedoch schrankt die Restenosierung der behandelten Koronargefile den Langzeiterfolg
immer noch bedeutend ein. Neben zahlreichen &uBeren Einflussfaktoren wéhrend der
Intervention spielen auch genetische Faktoren eine Rolle fiir die Auspridgung der Restenose.
Es gibt mehrere Hinweise auf eine mogliche Assoziation von PPARy, einem
ligandenabhédngigen Transkriptionsfaktor, mit Restenose und Atherosklerose. Die genaue
Bedeutung von PPARy bei kardiovaskuldren Erkrankungen ist jedoch noch unklar. Wir
untersuchten anhand der PPARy-Polymorphismen 34C/G und 1431C/T eine mogliche
Assoziation zwischen PPARy und Restenose. Weitere Fragestellungen dieser Arbeit waren,
ob die Polymorphismen mit frithen oder spiten Komplikationen nach Intervention assoziiert
sind und ob die Interventionsart (Ballondilatation mit oder ohne Stentimplantation) Einfluss
auf die mogliche Assoziation der Polymorphismen mit Restenose hat. AuBlerdem wurde
untersucht, ob sich der mogliche Zusammenhang zwischen Polymorphismen und Restenose
bei Diabetikern anders auswirkt als bei Nicht-Diabetikern. Auf der Grundlage der
Polymerasekettenreaktion (TagMan-Methode) wurden die Genotypen der beiden
Polymorphismen bei 1001 kontinuierlich rekrutierten Patienten und bei 935 Diabetikern
bestimmt. Alle Studienteilnehmer hatten mittels koronarer Intervention behandelt werden
miussen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen nicht fiir einen Zusammenhang der 34C/G und
1431C/T Polymorphismen mit Restenose in Koronargefilen nach Intervention. Den
Ergebnissen dieser Arbeit zufolge sind die Polymorphismen nicht mit frithen oder spiten
koronaren Komplikationen nach der Intervention assoziiert, unabhingig von Diabetes mellitus
und der Art der Intervention (Ballondilatation mit oder ohne Stentimplantation).

Trotzdem kann eine Beteiligung von PPARy an Restenose nicht ausgeschlossen werden.
Mittlerweile sind die Polymorphismen im PPARy-Gen weitgehend bekannt und es wurde eine
Haplotypkartierung des menschlichen Genoms erstellt. Diese konnte in Zukunft dazu genutzt
werden, um eine umfassende Untersuchung der Bedeutung sémtlicher Polymorphismen im
PPARy-Gen fiir die Restenose und Atherosklerose durchzufiihren.

Teile dieser Arbeit wurden in der Zeitschrift Diabetologia Band 47, S. 1126-1127 im Mai
2004 veroffentlicht.
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