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1 Abkürzungen

Häufig verwendete Abkürzungen:

• ACC: American College of Cardiology

• ACE-Hemmer: Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer

• ACVB: Aortokoronarer Venenbypass

• AHA: American Heart Association

• CCS: Canadian Cardiovasculatory Society

• CRP: C-reaktives Protein

• DHM: Deutsches Herzzentrum München

• DNA: Desoxiribonukleinsäure

• dNTP: Desoxiribonukleotide

• KHK: Koronare Herzkrankheit

• LAD: Arteria coronaria sinistra, Ramus interventricularis anterior

• LCx: Arteria coronaria sinistra, Ramus circumflexus

• MACE: Major adverse cardiac events

• OR: Odds ratio

• PAI-1: Plasminogen Aktivator Inhibitor-1

• PCR: Polymerase-Kettenreaktion

• PTCA: Perkutane transarterielle Koronarangioplastie

• RCA: Arteria coronaria dextra

• TGF: Transforming growth factor
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1 Abkürzungen

• TIMI: Thrombolysis in myocardial infarction

• TNF: Tumor Nekrose Faktor

• t-PA: Tissue-type Plasminogen Aktivator

• UK: Urokinase

• UV: Ultraviolett
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2 Einleitung

Die vorliegende Arbeit wurde am Deutschen Herzzentrum München

(DHM) in Zusammenarbeit mit der Technischen Universität München

unter der Leitung von Prof. Dr. Adnan Kastrati durchgeführt.

Bei der koronaren Herzerkrankung gilt die koronare Stentimplantati-

on heute als die Standardtherapie. Hierbei konnte jedoch das Haupt-

problem, die Ausbildung von Restenosen, noch nicht gelöst werden.

Die Entstehung der Restenosen scheint einem multifaktoriellen Pro-

zess zu unterliegen. Es gibt Hinweise, dass auch das Fibrinolysesys-

tem am Prozess der Restenoseentstehung beteiligt ist. Hierbei ist ins-

besondere PAI-1 (Plasminogen Aktivator Inhibitor-1) zu nennen. Es

ist ein biallelischer Polymorphismus des PAI-1-Gens bekannt, dessen

funktionelle Relevanz in einer unterschiedlichen PAI-1-Produktion re-

sultiert. Das Ziel dieser Studie ist es, in einer großen Patientenkohor-

te eine mögliche Assoziation zwischen diesem 4G5G-Polymorphismus

von PAI-1 und der Restenose nach koronarer Stentimplantation festzu-

stellen.
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3 Hintergrund

3.1 Koronare Herzkrankheit

Die Koronare Herzkrankheit und ihre thrombotischen Komplikationen

stellen die Hauptmortalitäts- und Hauptmorbiditätsursache in den west-

lichen Ländern dar.

3.1.1 Risikofaktoren

Hauptrisikofaktoren für das Auftreten der KHK (Koronare Herzkrank-

heit) sind: Störungen des Lipoproteinstoffwechsels, Adipositas, Diabe-

tes mellitus, arterielle Hypertonie, Nikotinabusus, Alter, männliches Ge-

schlecht, Familienanamnese mit frühzeitiger Manifestation einer koro-

naren Herzerkrankung, Homocystein; auch erhöhte Entzündungspara-

meter wie CRP (C-reaktives Protein) oder Fibrinogen sowie chronische

Chlamydien- oder Helicobacter pylori-Infektionen werden mit dem Risi-

ko für das Auftreten einer KHK in Zusammenhang gebracht.
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3 Hintergrund

3.1.2 Diagnostik

Die Stadieneinteilung der Angina pectoris richtet sich nach der Klassifi-

zierung der CCS (Canadian Cardiovascular Society) (Tab.:3.1) [9]. EKG

und Belastungs-EKG stellen wichtige Diagnostika dar. Im Anfall können

ST-T-Veränderungen im EKG auftreten. Laboruntersuchungen, wie die

Messung von Troponin T und I oder der CK, sind bei der Diagnostik

der instabilen Angina pectoris oder dem Myokardinfarkt von Bedeu-

tung. Die Koronarangiographie mit linksventrikulärer Angiographie gilt

als das Diagnostikum der Wahl, denn sie erlaubt die selektive, präzise

Darstellung der Koronararterien sowie die Beurteilung der regionalen

und globalen linksventrikulären Funktion.

3.1.3 Therapie

Als Therapie der koronaren Herzkrankheit stehen inzwischen, neben

der Einstellung der kardiovaskulären Risikofaktoren sowie einer me-

dikamentösen Therapie bestehend aus Betablocker, Thrombozytenag-

gregationshemmer und Cholesterol-Synthese-Enzym-Hemmer, die in-

terventionellen Verfahren mit PTCA (perkutane transluminale Korona-

rangioplastie) und Stentimplantation sowie weiterhin die aortokoronare

Bypassoperation (ACVB) zur Verfügung.

Invasive, interventionelle Therapie

PTCA: Die interventionelle Therapie der koronaren Herzkrankheit

wurde durch die Einführung der Ballondilatation von Andreas Grüntzig

1977 initiiert [39].
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3.1 Koronare Herzkrankheit

Tabelle 3.1: Einteilung der Symptomatik nach der CCS

Schweregrad 1 Schweregrad 2 Schweregrad 3 Schweregrad 4

Alltägliche
Arbeiten und
Leben ohne
Beschwerden

Geringe Ein-
schränkung der
täglichen Arbeit

Erhebliche Ein-
schränkung der
täglichen Arbeit

Alltägliche Akti-
vität ohne An-
gina nicht mehr
möglich

Angina nur
bei extremen
Belastungen
oder schneller
oder sehr lan-
ger Belastung
während der
Arbeit

Angina bei
schnellerem
Gehen und
Steigen, Auf-
wärtsgehen,
Gehen nach
dem Essen,
Gehen in der
Kälte und im
Wind, unter
psychischer
Belastung und
in den ersten
Stunden nach
dem Aufwachen

Angina beim
Gehen von
wenigen Me-
tern, von einer
Straße zur
anderen, Erstei-
gen einer Etage
bei normalen
Bedingungen
und normaler
Geschwindig-
keit

So haben sich interventionelle Verfahren immer stärker durchgesetzt

und die PTCA gehört seit 15 Jahren zu den Standardverfahren in der

Behandlung der koronaren Herzkrankheit und ist hier die am häufigsten

verwandte Therapieoption [58].

Den bei der PTCA auftretenden Problemen von hoher Restenoserate

und Dissektion versucht man durch Stentimplantation beizukommen.

Stent: Die Entwicklung von Stents geht auf die Untersuchungen von

Charles Dotter in den 60er Jahren zurück [23]. Ziel ist es, die Gefäß-
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3 Hintergrund

wand abzustützen und damit den Erfolg der Aufdehnung oder Aufwei-

tung zu sichern und drohende Verschlüsse, z.B. durch Dissektion, zu

verhindern [43, 97, 104, 111].
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3.1 Koronare Herzkrankheit

Die koronare Stentimplantation entwickelte sich zu einer etablierten

Methode in der Behandlung suboptimaler Ergebnisse nach konventio-

neller Angioplastie (PTCA) [4, 35, 89, 106, 110]. Heute ist die Stentim-

plantation ein Routineverfahren in der interventionellen Kardiologie. Ob-

wohl die Stentimplantation technisch schwieriger ist als die Standard-

PTCA, kann eine hohe primäre Erfolgsrate von 94 - 97 % erreicht wer-

den [42, 43, 84, 104, 111]. 1997 wurden in den USA ca. 300000 und

in Deutschland 55000 koronare Stentimplantationen durchgeführt [58].

1998 beinhalteten mehr als 75 % der PTCAs eine Stentimplantation

[58]. Die koronare Stentimplantation hat im Vergleich zur konventio-

nellen Ballonangioplastie die Restenoseinzidenz signifikant vermindert

[58]. Allerdings treten auch nach koronarer Stentimplantation Resteno-

seraten von ca. 20 - 30 % auf [58].

Zur Prognoseabschätzung nach koronarer Stentimplantation wird

häufig eine modifizierte ACC/AHA-Einteilung (American College of Car-

diology/American Heart Association-Einteilung) (Tab.:3.2) [100, 99] be-

nutzt, in der Typ A und B1-Läsionen als einfache, Typ B2- und C-

Läsionen als komplexe Läsionen gewertet werden.

Komplikationen der Stentimplantation

Die Risikoabschätzung nach Koronarintervention ist eng mit der

Gefäßanatomie verbunden. Unterschieden wird in eine 1-, 2-, 3-

Gefäßerkrankung in Abhängigkeit von der Zahl der Läsionen mit einer

Durchmesserstenose von mehr als 50 %. Die Einteilung der Segmente

wird entsprechend der ACC/AHA-Einteilung (Tab.:3.2) vorgenommen

[2, 98]. Die Koronarperfusion wird in vier Klassen eingeteilt, um eine

semiquantitative Abschätzung zu erreichen. Verwendet wird die Gradu-
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3 Hintergrund

Tabelle 3.2: Stenosegraduierung modifiziert nach der ACC/AHA

Typ A-Stenose
(Erfolgsquote > 95 %) • umschrieben (weniger als 1 cm)

• konzentrisch
• glatt konturiert
• leicht erreichbar
• wenig anguliert (< 45◦)
• nur wenig Kalk
• entfernt vom Ostium
• nicht am Abgang von Seitenästen
• kein Thrombus

Typ B-Stenose

➀ Typ B1-Stenose:
ein Kriterium
(Erfolgsquote 90 - 95 %)

➁ Typ B2-Stenose:
mehr als ein Kriterium
(Erfolgsquote 80 - 85 %)

• tubuläre Stenose (1 - 2 cm)
• exzentrische Stenose
• irreguläre Kontur
• geschlängeltes Gefäß
• stark anguliert (> 45◦)
• geringe bis ausgedehnte Verkalkung
• Ostiumstenose
• Bifurkationsstenose
• sichtbarer Thrombus

Typ C-Stenose
(Erfolgsquote 75 %) • diffuse Stenosierung (> 2 cm)

• stark geschlängeltes Gefäß
• starke Angulierung (> 90◦)
• Einbeziehung eines großen Seitenastes
• degenerativ veränderter koronarer By-

pass
• Gefäßverschluss
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3.1 Koronare Herzkrankheit

ierung nach der TIMI-Klassifizierung (thrombolysis in myocardial infarc-

tion) (Tab.:3.3) [13]. Mit 50 - 70 % ist auch heute noch die Erfolgsrate

bei Rekanalisationsversuchen niedrig. Die Rezidivrate nach alleiniger

Ballonangioplastie liegt bei stabiler Angina pectoris bei 30 bis 40 %,

bei instabiler Angina pectoris bei 40 bis 50 %, bei rekanalisierten Ver-

schlüssen bei 50 %. Die gleichzeitige Implantation von intrakoronaren

Stents reduziert diese Rezidivraten um jeweils etwa 10 %. Die Stents

sichern bei ungünstigem Dilatationsergebnis oder Dissektionen (bail-

out-stents) die Koronarperfusion und reduzieren die Zahl der erforderli-

chen Notoperationen. Das Risiko der PTCA ist heute geringer als noch

vor wenigen Jahren, da die Stentimplantation insbesondere bei Dis-

sektionen eine Abstützung der Gefäßwand ermöglicht und damit eine

notfallmäßige operative Intervention meist vermieden werden kann.
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3 Hintergrund

Die Ausweitung der Indikation auch auf Mehrgefäßerkrankungen hat

jedoch dazu geführt, dass die Zahl der schweren Komplikationen insge-

samt nicht abgenommen hat. In den letzten Jahren wurden 3 Hauptkri-

terien bzw. Haupteinschränkungen der konventionellen PTCA deutlich:

1. Läsionen, die für die konventionelle PTCA primär ungeeignet er-

scheinen oder bei denen die PTCA erfolglos abgebrochen wer-

den muss (ca. 6 %)

2. Akute Gefäßverschlüsse durch Dissektion, Thromben oder Ge-

fäßspasmen (2 - 9 %)

3. Eine Restenoserate von mindestens 30 - 45 % nach primär er-

folgreicher PTCA.

Die Einführung neuer Behandlungsverfahren hat sicherlich die Ri-

sikobeurteilung beeinflusst. Dissektionen können durch Stentimplan-

tationen stabilisiert werden. Bei instabiler Angina pectoris kann wahr-

scheinlich die Gefährdung durch die Vorbehandlung mit dem Glycopro-

tein IIb/IIIa Rezeptor-Blocker gesenkt werden [1, 118]. Der Erfolg nach

Öffnung eines Gefäßverschlusses wird mit Hilfe der TIMI-Klassifikation

(Tab.:3.3) abgeschätzt, wobei eine Reperfusion entsprechend einer

TIMI-Klassifikation Grad 3 erreicht werden sollte.

Die langfristige Erfolgsbeurteilung nach koronarer Stentimplantation

wird am Auftreten von kardiovaskulären Ereignissen (MACE - major ad-

verse cardiac events) gemessen. Hierzu zählen Tod, akuter Stentver-

schluss und Revaskularisierung. Ebenso werden die Restenosen sowie

cerebrale Insulte berücksichtigt. Technische Verfeinerungen und Fort-

schritte in der postprozeduralen Therapie haben die Rate der kardio-
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3.1 Koronare Herzkrankheit

Tabelle 3.3: TIMI-Klassifizierung

TIMI 0 Verschluss mit fehlender Darstellung im distalen Gefäßanteil

TIMI 1 Verschluss mit Darstellung von wenigen Teilen des distalen Gefäß-
abschnittes

TIMI 2 Darstellung des Gefäßes distal der Stenose mit verlangsamtem
Fluss des Kontrastmittels im Vergleich zu anderen Gefäßarealen

TIMI 3 Normaler Ein- und Abstrom des Kontrastmittels

vaskulären Ereignisse (MACE) während der frühen Nachbehandlungs-

phase reduziert [15, 107]. Auch heute noch stellen die Reduzierung der

Restenoserate und die Verringerung der Inzidenz von Stentverschlüs-

sen sehr große Herausforderungen der interventionellen Kardiologie

dar [31, 35, 70, 73, 76, 108]. In den nächsten Kapiteln wird auf die-

se beiden Probleme näher eingegangen.

Operative Therapie: Als dritte Option neben PTCA und Stentimplan-

tation gibt es die Bypassoperation, die jedoch an eine strenge Indikati-

onsstellung geknüpft ist. Einen umfassenden Einblick hierzu geben die

ACC/AHA Guidelines for Coronary Artery Bypass Graft Surgery: Exe-

cutive Summary and Recommendations.
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3 Hintergrund

3.2 Stent-Restenose

3.2.1 Einleitung

Nach der Einführung der Ballonangioplastie im Jahre 1977 durch -

Grüntzig muss die Anwendung von Stents (Gefäßstützen), die im Jahre

1986 erstmals in menschliche Koronargefäße implantiert wurden, als

die bedeutsamste Innovation im Bereich der interventionellen Kardiolo-

gie gewertet werden, die sich im Gegensatz zu alternativen Techniken

in allen kardiologischen Zentren durchgesetzt hat [93, 110].

Durch die Implantation von Gefäßstützen konnten die akute Komplika-

tionsrate der PTCA und die Häufigkeit der Notfall-Bypass-Operationen,

die zumeist durch okkludierende Dissektate bedingt waren, in allen

Zentren signifikant gesenkt werden.

Darüber hinaus konnte im Jahre 1993 in zwei unabhängigen Studien in

den Vereinigten Staaten und in Europa gezeigt werden, dass sich die

Restenoserate der PTCA durch Stents um etwa ein Drittel senken lässt.

In der europäischen BENESTENT-Studie wurde eine signifikante Sen-

kung von 32 % auf 22 % (p < 0,05) und in der amerikanischen STRESS-

Studie von 42 % auf 32 % (p = 0,046) nachgewiesen [30, 109].

Eine flächendeckende Verbreitung erlangten die Stents jedoch erst,

nachdem die Probleme der subakuten Stentthrombose und der hepa-

rininduzierten Blutungskomplikationen durch die Gabe der Thrombozy-

tenaggregationshemmer Ticlopidin und später Clopidogrel relativ sicher

gelöst werden konnten [107].

Der positive Effekt eines Stents auf die Restenoserate ist jedoch rein

mechanischer Natur und beruht ausschließlich auf einer initialen Ver-
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3.2 Stent-Restenose

hinderung der elastischen Rückstellkräfte („recoil“), was zu einem grö-

ßeren Lumengewinn nach PTCA führt. Trotz dieses positiven Effektes

auf die Restenoserate begünstigen andererseits jedoch sowohl das

chronische Barotrauma der Gefäßwand als auch der Fremdkörper-

reiz des Metallimplantates die Transformation von glatten Muskelzellen

und die Proliferation einer Neointima, die bei etwa 20 % der Patien-

ten zu dem hartnäckigen und bislang ungelösten Problem der In-Stent-

Restenose führt.

3.2.2 Interaktion zwischen Koronarstent und

Gefäßwand

Für die Ausbildung der Restenose spielen sowohl der Stent als auch

die Gefäßwand selbst eine Rolle. Zudem wird bei der Implantation ein

Trauma gesetzt. In Abhängigkeit von der operativen Technik kann da-

her die Qualität der Interaktion entscheidend mit beeinflusst werden.

Der Stent selbst beeinflusst die Interaktion durch die Materialeigen-

schaften unter mehr oder minder hoher biomechanischer Belastung.

Die Gefäßwand reagiert in ihrer Gesamtheit, das heißt mit den zellu-

lären und den extrazellulären Bestandteilen, auf die Implantation der

Stents. Dabei muss berücksichtigt werden, dass das Ausmaß der Re-

aktionen von Zellen und Geweben auf die Implantation von der Vorge-

schichte der Gefäßwand mitbestimmt wird.

Ein Stent wird in eine mehr oder minder erkrankte Gefäßregion implan-

tiert. Diese Erkrankung bringt eine starke Veränderung der lokalen Re-

aktionsfähigkeit der Gefäßwand mit sich. Es ist sowohl mit einer grö-

ßeren Neigung zur Reaktion der Gefäßwand mit dem Blut (verstärkte
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3 Hintergrund

Anheftung von Blutzellen und Thrombozyten bis hin zur Bildung von

Thromben) als auch mit Änderungen des Gefäßtonus und damit der

Neigung zur Einengung des Gefäßlumens und schließlich mit länger

dauernden obstruierenden Prozessen der Gefäßwand zu rechnen. Die

Reaktion der Gefäßwand im Sinne der Bildung einer Neointima wird im

wesentlichen von glatten Muskelzellen der Gefäßwand getragen.

3.2.3 Pathophysiologie der Neointimabildung

Frühere Studien haben vermuten lassen, dass chronisches Stent-

Recoil zur signifikanten Stent-Restenose führt [62]. Neuere intravas-

kuläre Ultraschall-Studien zeigen jedoch, dass das chronische Stent-

Recoil minimal ist und der Lumenverlust sowie die In-Stent-Restenose

die Folge von neointimaler Gewebsneubildung darstellen [37, 48, 86].

Neointimale Hyperplasie nach perkutaner Koronarintervention spielt al-

so die Schlüsselrolle im Restenoseprozess. Der Prozess der Neointi-

mabildung geschieht durch Migration und Proliferation glatter Muskel-

zellen sowie Bildung einer extrazellulären Matrix.

Normalerweise finden sich glatte Muskelzellen in der Media einer Ar-

terienwand und regeln durch Kontraktion den Tonus dieser Arterie. Bei

der Arteriogenese bzw. als Antwort auf eine Gefäßverletzung werden

diese Zellen aktiviert und wandern in die Intima ein, wo sie proliferieren

und eine extrazelluläre Matrix aufbauen. Dies führt letztlich zur Bildung

einer fibrösen Abdeckung, einer Plaque bzw. zur Restenose. Die Stimu-

lation der glatten Muskelzellen, welche von einem ruhenden kontrakti-

len Phänotyp in einen synthetischen proliferativen Zustand übergehen,

geschieht durch eine Reihe von Wachstumsfaktoren wie „platelet deri-
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3.2 Stent-Restenose

ved growth factor“ (PDGF), „transforming growth factor β “ (TGFβ ) und

„basic fibroblast growth factor“ (b-FGF). Sie werden aus Thrombozyten,

Endothelzellen, Makrophagen und der glatten Muskulatur selbst frei-

gesetzt und begünstigen die Migration von glatten Gefäßmuskelzellen

und Fibroblasten von der Gefäßmedia in die Intima, wo vermehrt ex-

trazelluläre Matrix produziert wird. Es kommt zu einem Remodeling der

Gefäßwand, welches vor allem die Veränderung in der Zusammenset-

zung der extrazellulären Matrix beinhaltet und durch Dickenzunahme

oder Gewebsschrumpfung das Ausmaß der Restenose beeinflusst.

Komatsu et al. untersuchten die Histopathologie der Neointimabildung

an einer kleinen Patientenkohorte. Die Neointima beinhaltete neuge-

formte Kapillargefäße und reichlich Makrophagen sowie eine umfas-

sende Ansammlung glatter Muskelzellen [67].

3.2.4 Genpolymorphismen

Es mehren sich die Hinweise, dass genetische Faktoren zumindest

teilweise das exzessive Restenoserisiko bestimmter Patienten erklären

können. Genpolymorphismen können zu quantitativen oder funktionel-

len Veränderungen des jeweiligen Genprodukts führen.

Neuere Untersuchungen zeigen eine signifikante Assoziation zwischen

Restenose nach Koronarintervention und verschiedenen polymorphen

Allelen, die für Proteine kodieren, die beim Restenoseprozess von Re-

levanz sind [20, 27, 61]. Diesbezüglich am besten untersucht sind Po-

lymorphismen jener Gene, die für das Angiotensin converting enzyme

und für thrombozytäres Glykoprotein IIIa kodieren [20, 61].

Eine Vielzahl abgeschlossener und noch laufender Studien konzentriert

21



3 Hintergrund

sich auf Polymorphismen in Genen, die für Proteine kodieren, welche

am Lipidmetabolismus, der Hämostase, der NO-Produktion, den inflam-

matorischen Mechanismen, der Proliferation glatter Muskelzellen und

der Matrixproduktion beteiligt sind.

Die Ergebnisse dieser Forschung werden wesentliche pathophysiologi-

sche und therapeutische Implikationen für den Kampf gegen die Res-

tenose haben [58].

3.2.5 Das fibrinolytische System

Es gibt Hinweise für einen Einfluss des fibrinolytischen Systems bei

der Entstehung von Restenosen. Hierbei soll in den folgenden Kapiteln

näher auf die Rolle von PAI-1 eingegangen werden.

3.3 PAI-1

3.3.1 Gen

Das Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-(PAI-)1 Gen ist in der Region

q21.3-q22 auf dem Chromosom Nummer 7 lokalisiert [64]. Das PAI-1-

Gen ist ca. 12,2 Kilobasenpaare lang und besteht aus 9 Exonen sowie

8 Intronen [71]. Es existiert ein Insertions-Deletions-Polymorphismus in

der Promotorregion des PAI-1-Gens, 675 Basenpaare vom Transkrip-

tionsstart entfernt, bei der auf der Deletion oder Insertion eines G/C-

Basenpaares beruht.
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3.3 PAI-1

3.3.2 Protein

PAI-1-cDNA (komplementäre Desoxyribonukleinsäure) enkodiert ein

Protein, das 402 Aminosäuren enthält und eine Molekülmasse von 45

kD aufweist [36]. Der Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1, welcher 1986

als neues Mitglied der Serpin-Proteinase-Inhibitor-Familie identifiziert

wurde [87], ist der wichtigste Inhibitor von t-PA (tissue-type Plasmino-

gen Aktivator) im Blut und hat somit seine Hauptfunktion in der Hem-

mung der Fibrinolyse.

PAI-1 wird in der Gefäßwand selbst durch Endothelzellen und glatte

Muskelzellen produziert. Die Bildung von PAI-1 wurde aber auch in Ma-

krophagen, der Milz und der Leber nachgewiesen [14].

Die Biosyntheserate von PAI-1 ist hoch und die relativ geringen Plas-

makonzentrationen sind von der kurzen biologischen Halbwertszeit (ca.

8 – 10 min) abhängig. Die normale Plasmakonzentration von PAI-1-

Antigen beträgt 6 – 80 ng/ml. Ungefähr 80 % des PAI-1 wird in einer

»latenten« Form in Plättchen gespeichert und kann in vivo bei Bedarf

aktiviert werden (z.B. nach Gefäßtrauma mit nachfolgender Plättchen-

aktivierung und -aggregation).

Die exakten Mechanismen, wie aus latentem Plättchen-PAI-1 aktiver

PAI-1 entsteht, sind nicht restlos aufgeklärt [28, 78].

3.3.3 Funktion

Die Hauptaufgabe von PAI-1 liegt in der Hemmung der Fibrinolyse

durch plasmatische, spezifische Inhibition von tissue-type Plasminogen

Aktivator (t-PA) und Urokinase (UK) [68]. Die endogene fibrinolytische
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Aktivität wird im Plasma primär durch das freie und aktive t-PA be-

stimmt. Die im Plasma messbare t-PA-Aktivität ist jedoch relativ gering,

da der größte Teil des im Plasma vorkommenden t-PA inaktiv und über-

wiegend an PAI-1 gebunden ist (zum kleineren Teil an α2-Antiplasmin

und α2-Makroglobulin) [55].

PAI-1 ist der einzige Plasminogen-Aktivator-Inhibitor, der in humanem

Plasma an t-PA gebunden vorkommt. Die Geschwindigkeitskonstan-

te für die Interaktion zwischen PAI-1 und t-PA (und auch der vor al-

lem im Gewebe vorkommenden Urokinase) ist etwa 20.000-fach grö-

ßer als die anderer Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren. Deshalb gilt PAI-

1 als der wichtigste unter den verschiedenen, bis heute bekannten,

Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren.

Während der intravasalen Fibrinolyse spaltet t-PA Plasminogen in die

aktive Protease Plasmin, die den Fibrin-Thrombus auflösen kann. T-PA

wird sehr rasch durch PAI-1 neutralisiert, indem sich dieser an das akti-

ve Zentrum von t-PA bindet und stabile stöchiometrische 1:1-Komplexe

bildet [102]. Bei diesem Prozess wird der Inhibitor völlig verbraucht

(»suicide inhibitor«).

Im Rahmen der physiologischen Regulation limitiert PAI-1 die Plasmin-

bildung und verhindert so, dass ein Überschuss an Plasmin Fibrino-

gen und andere Gerinnungsfaktoren abbauen kann und dadurch einen

systemischen »lytischen« Status mit erhöhter Blutungsneigung hervor-

ruft. So konnte in vereinzelten Fällen ein relativer Überschuss an t-

PA bedingt durch einen genetischen PAI-1-Mangel als Ursache für ei-

ne erhöhte Blutungsneigung bei diesen Patienten beschrieben werden

[5, 7, 21, 29].

Meistens jedoch ist die Wirkung von t-PA durch einen Überschuss an
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3.3 PAI-1

PAI-1 eingeschränkt und geht mit thromboembolischen Krankheitsbil-

dern [18, 122], wie Myokardinfarkt [41, 116] und Schlaganfall [11] sowie

koronarer, cerebraler oder peripherer Arteriosklerose [16] einher.

PAI-1 interagiert des Weiteren mit anderen Komponenten der extra-

zellulären Matrix, zum einen mit dem Matrixprotein Vitronektin [69], zum

anderen aber auch mit Heparin und Fibrin.

Weiterhin sind PAI-1 und t-PA an der Gewebsneubildung während

der Wundheilung beteiligt. So zeigte sich im Tierexperiment mit Ratten,

dass bei einer mittels Ballon gesetzten Verletzung der Arteria carotis in

der ersten Woche nach der Verletzung während der Neointima-Bildung

t-PA und PAI-1 ausgeschüttet werden [95].

In renalen Zellen konnte nachgewiesen werden, dass durch Herab-

regulierung der PAI-1-Synthese der Wundverschluss signifikant ab-

geschwächt wird; während durch Transfektion von epithelialen Zellen

mit PAI-1-antisense-expression-Vector die PAI-1-Synthese sowie die

Wundheilung wieder auf ein normales Level zurückgeführt werden kön-

nen [92].

3.3.4 Regulation des PAI-1-Plasmaspiegels

Eine Reihe von Triggersubstanzen sind in der Lage, sowohl in vitro als

auch in vivo die Gen-Expression von PAI-1 zu stimulieren. Dies sind

Endotoxin, TNF-α (Tumor Nekrose Faktor), TGF-β und andere Wachs-

tumsfaktoren, Zytokine, Insulin und andere Hormone sowie bestimmte

Proteinasen. Des Weiteren besteht eine Beeinflussung durch eine aku-

te Infektion [90], Alkoholkonsum [45], Insulin [77], Glukose [33] und den

vascular endothial growth factor B [81]. Erst kürzlich konnte auch die
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3 Hintergrund

Bedeutung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems für die Regula-

tion der PAI-1-Plasmaspiegel nachgewiesen werden [119].
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Genetische Faktoren

Einen wichtigen Einfluss scheinen genetische Faktoren zu haben. Es

wurde gezeigt, dass Kinder von Patienten mit Myokardinfarkt in relativ

jungen Jahren ein defektes endogenes Fibrinolysesystem im Sinne er-

höhter PAI-1-Plasmaspiegel aufweisen [94]. PAI-1-Spiegel unterliegen

teilweise einer genetischen Kontrolle, wobei unterschiedliche Genpoly-

morphismen beschrieben sind: der 4G5G-Polymorphismus, auf den in

dieser Arbeit noch näher eingegangen wird, sowie ein Polymorphismus

bestehend aus CA-repeats, wobei hier 8 Allele bekannt sind [64] und

ein Restriktionsfragmentlängen-Polymorphismus mit 2 Allelen, welcher

durch die Spaltung mittels der Restriktionsendonuklease Hind III cha-

rakterisiert wird [17, 19].

3.3.5 Der 4G5G-Polymorphismus

Humphries et al. detektierten 1992 einen Insertions-Deletions-Polymor-

phismus in der Promotorregion des PAI-1-Gens, 675 Basenpaare vom

Transkriptionsstart entfernt, welcher auf der Deletion (4G-Allel) oder In-

sertion (5G-Allel) eines G/C-Basenpaares beruht [51]. Beide Allele bin-

den ein Transkriptions-Aktivator-Molekül. Das 5G-Allel bindet zudem

ein Transkriptions-Repressor-Molekül, ein hepatisches nukleares Pro-

tein, welches das 4G-Allel nicht bindet [26]. Dieser Effekt scheint für

die Erhöhung der Transkriptionsrate des PAI-1-Genes verantwortlich zu

sein [51]. Das Deletionsallel (4G) produziert sechs mal mehr mRNA als

das Insertionsallel (5G) und somit scheint das 4G-Allel mit einer höhe-

ren Plasma-PAI-1-Aktivität einher zu gehen als das 5G-Allel [51]. Der

Polymorphismus in der Promotorregion ist demnach von funktionaler
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Wichtigkeit bei der Regulation der PAI-1-Gen-Expression [19]. Indivi-

duen, die homozygot für das 4G-Allel sind, haben die höchsten PAI-1-

Plasmaspiegel.

3.4 Fragestellung

Ziel dieser Studie ist es, eine mögliche Assoziation zwischen dem

4G5G-Polymorphismus von PAI-1 und der Restenose nach intrakoro-

narer Stentimplantation nachzuweisen.
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4 Studiendesign

4.1 Patientenkollektiv

Die Untersuchung wurde an dem Deutschen Herzzentrum München

(DHM) durchgeführt. Für die vorliegende Untersuchung wurde von

1850 Patienten 5 ml EDTA-Blut entnommen und bei - 20◦C tiefgefro-

ren.

4.1.1 Einschlusskriterien

1850 Patienten, die wegen einer symptomatischen koronaren Herz-

krankheit einer PTCA mit intrakoronarer Stentimplantation im DHM und

der 1. Medizinischen Klinik, Krankenhaus Rechts der Isar, München

unterzogen wurden, sind in die Studie aufgenommen worden.

Alle Patienten, die an dieser Studie teilnahmen, gaben ihre schriftli-

che Einwilligung zur Intervention, Rekoronarangiographie nach 6 Mo-

naten und Genotyp-Bestimmung. Das Studienprotokoll richtete sich

nach der Deklaration von Helsinki und wurde von der Ethikkommis-

sion unseres Instituts genehmigt. Bei 84 % der Patienten wurde eine

Rekoronarangiographie nach 6 Monaten durchgeführt.

Die medikamentöse Behandlung nach Stentimplantation bestand aus
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4 Studiendesign

Aspirin (100 mg, 2/d, über einen unbeschränkten Zeitraum) und Ticlo-

pidine (250 mg, 2/d, für vier Wochen). Patienten mit einem höheren

Risiko für Stent-Thrombosen bekamen zusätzlich den Glycoprotein-

IIb/IIIa-Blocker Abciximab als Bolusinjektion während der Stentimplan-

tation und im Anschluss in Form einer kontinuierlichen Infusion über

zwölf Stunden. Die Entscheidung über die Abciximab-Gabe lag in der

Einschätzung des Operateurs.

4.2 Methoden

4.2.1 Geräte und Bezugsquellen

PCR-Prozessoren

• Authorized thermal Cycler for PCR (Hybaid, Heidelberg, Germa-

ny)

• Primus 96 plus (MWG-Biotech AG, Ebersberg, Germany)

• GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystems, Darmstadt,

Germany)

• GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Darmstadt,

Germany)

• ABI Prism 7700 Sequence (Applied Biosystems, Darmstadt, Ger-

many)

Spannungsgeräte

• Power N Pac 300 (Bio-Rad, USA)
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Elektrophorese-Kammer

• Xcell II (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

Zentrifugen

• Zentrifuge CR3-12 (Novex, Frankfurt/Main, Germany)

• Zentrifuge A 14 (Jouan, St. Herblain, France)

• Biofuge fresco (Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Germany)

Mischungsgeräte

• Thermomixer comfort (Eppendorf, Wesseling, Germany)

4.2.2 DNA-Präparation

Materialien und Bezugsquellen

DNA-Isolierung:

• QIAamp DANN Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)

• High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Applied Science

GmbH, Mannheim, Germany)

Enzyme:

• TaqMan Universal PCR Master Mix (Perkin Elmer Applied Biosys-

tems, Weiterstadt, Germany)

• Taq-Pol (Qiagen, Hilden, Germany)

• Restriktionsenzym BseLI (BioLabs, New England, USA)
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Gel:

• 8% Polyacrylamidgel (Novey, Frankfurt/Main, Germany)

PCR-Reaktionsgefäße:

• PCR-Tubes, 0,5 ml ultradünn (Eppendorf, Wesseling, Germany)

• MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate (Perkin Elmer Applied

Biosystems, Weiterstadt, Germany)

• MicroAmp Optical Caps (8 caps/ strip) (Perkin Elmer Applied Bio-

systems, Weiterstadt, Germany)

Puffersubstanzen:

• 10xPCR-Puffer (Qiagen, Hilden, Germany)

Sonstiges:

• Molekulargewichtsmarker VIII (Roche Applied Science GmbH,

Mannheim, Germany)

• Ladepuffer für das Gel:

10mM TBE-Puffer (Invitrogen, Karlsruhe, Germany)

• Ethanol 70 %

• Desoxiribonukleotidlösung (10 mM dNTP)

• Ethidiumbromidlösung (1 %):

1 g Ethidiumbromid in 100ml aqua dest.

• Software

„Primer Express“-Software (Perkin Elmer Applied Biosystems,

Weiterstadt, Germany)
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Vorgehen

Von den 1.850 Patienten wurde EDTA-Blut entnommen und hieraus

DNA gewonnen, um den Genotyp zu bestimmen. Die meiste DNA wur-

de schon für frühere Polymorphismusbestimmungen im Labor der ex-

perimentellen Kardiologie des DHM mit dem QIAamp Blood Kit oder

dem High Pure PCR Template Preparation Kit isoliert und bei - 20◦C

gelagert.
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4.2.3 Ermittlung des Genotyps

Ermittlung des Genotyps mittels TaqMan

Die meisten Genloci wurden mittels des ABI prism Sequenz Detection

Systems ermittelt. Mit Hilfe allel-spezifischer fluoreszierender Son-

den im 5’-Nuklease-Test wird die DNA-Amplifikation und die Genotyp-

Erkennung in einem Schritt kombiniert. „Primer“ und Sonden wurden

mit Hilfe der „Primer Express-Software“ festgelegt.

Quantitative PCR mit dem TaqMan System und dem ABI PRISM

7700 (Real Time PCR): Die quantitative Real Time PCR ist eine

genaue Methode zur Bestimmung spezifischer DNA- und RNA-Level,

z.B. in Gewebeproben. Beim ABI PRISM 7700 System liefern TaqMan-

Sonden Daten über einen dynamischen Bereich von mindestens fünf

Größenordnungen, weshalb Messungen schon während der exponen-

tiellen Phase der Reaktion durchgeführt werden können. Die TaqMan-

Sonde ist so entwickelt, dass sie sich ideal zwischen den üblichen

„Forward- und Reverse-Primern“ der PCR anlagert. Sie hat einen hö-

heren Schmelzpunkt als die anderen beiden „Primer“ und muss sich

während der Erweiterungsphase (Extension) zu 100 % an den DNA-

Grenzstrang anlagern. Am 5’-Ende ist die Sonde mit einem „Reporter“

markiert und am 3’-Ende mit einem „Quenscher“. Erst die Nuklease-

Aktivität der Taq-Polymerase setzt während der Erweiterungsphase

den Reporter frei, was zu einer messbaren Fluoreszenz führt. Die Fluo-

reszenz, die während jedes Zyklus zusätzlich freigesetzt wird, ist pro-
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portional zur Anzahl der in diesem Zyklus hergestellten Fragmente. Die

moderne Optik des ABI PRISM 7700 ist sehr sensitiv und erfasst schon

nach wenigen Zyklen messbare Fluoreszenz. Die Genotypbestimmung

erfolgt dann nach Beendigung der Reaktionsablaufs (Real Time) im

„Plate Read“-Verfahren zur Alleldiskriminierung. 1

Vorgehen: Die „Primer“-Sequenzen 5’ CAGACAAGGTTGTTGACA-

CAAGAGA 3’ („Forward“) und 5’ TCCCTCATCCCTGCCATGT 3’ („Re-

verse“) wurden genutzt, um eine 114-bp (5G Allel) oder eine 113-bp

(4G Allel) Sequenz, bestehend aus den Nukleotiden -734 (5G Allel)

oder -733 (4G Allel) bis -621 upstream von Exon 1 des IL-6 Gens, zu

amplifizieren.

Die Sequenzen der Oligonukleotid-Sonden waren komplementär zu der

mRNA-like DNA: 5’ FAM-CACGGCTGACTCCCCACGTGT 3’ (4G Allel-

spezifisch) und 5’ VIC-CGGCTGACTCCCCCACGTGT 3’ (5G Allel-

spezifisch).

FAM (6-carboxy-fluorescein) und VIC (Applied Biosystem) bestimmten

die fluoreszierenden Farben, welche kovalent an das 5’-Ende der Son-

den gebunden waren.

Die 4G-spezifische Sonde wurde am 5’-Ende durch den fluoreszie-

renden 6-carboxy-Fluoreszin-Farbstoff (FAM) und die 5G-spezifische

Sonde durch den fluoreszierenden Farbstoff VIC gekennzeichnet. Al-

le Sonden wurden an ihrem 3’-Ende mit dem „quencher 6-carboxy-

tetramethyl-rhodamine“ (TAMRA) markiert. Das Thermocycling-

Programm wurde durchgeführt, wie in dem Protokollen von PE Applied

1Quelle und weitere Informationen siehe unter http://www.tib-molbiol.de
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Biosystems vorgeschlagen und beinhaltete 40 Zyklen Denaturierung

bei 95◦C für 15 Sekunden sowie Verlängerung bei 60◦C für 1 Minute.

Zur Kontrolle wurden 20 % separat präparierte Sonden typisiert. Die

Genotyp-Identifikation wurde ohne Wissen der klinischen und angio-

graphischen Patienten-Daten durchgeführt.

Auswertung: Die Auswertung führte der TaqMan anhand des kumu-

lierten fluoreszierenden Farbstoffs durch.

Ermittlung des Genotyps mittels PCR und

Restriktionsfragmentanalyse

Um die homozygote DNA für das 4G- und 5G-Allel, welche als

Genotyp-Standards für den TaqMan-Versuch benötigt wurden, iden-

tifizieren zu können und um die Richtigkeit der durch die TaqMan-

Methode erworbenen Ergebnisse zu testen, wurde eine konventionelle

Genotyp-Determination mittels PCR durchgeführt.

Der 4G5G-Genotyp wurde durch Amplifikation der genomischen DNA

mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und anschließender Kenn-

zeichnung durch allel-spezifische restriktionsenzymatische Aufspaltung

ermittelt.

Allgemeines zur PCR: Die PCR ist eine empfindliche Methode zur

Amplifikation von DNA-Sequenzen. Sie wurde Anfang der 80er Jah-

re von Kary Mullis entwickelt, wofür er den Chemie-Nobelpreis erhielt.

1989 ließen Hoffmann La Roche und die Perkin Elmer Corporation die
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PCR-Methode patentieren. Die PCR benötigt nur sehr wenig DNA als

Ausgangsmaterial, in manchen Fällen genügt ein einziger DNA-Strang.

Während einer Kettenreaktion wird die DNA durch das Enzym DNA-

Polymerase kopiert. Normalerweise wird nur ein kleiner Teil eines lan-

gen DNA-Strangs durch PCR amplifiziert.

Im Schmelzschritt werden die beiden Doppelstränge der DNA durch Er-

hitzen wie ein Reißverschluss aufgetrennt.

Beim Anlagerungsschritt lagern sich die 2 „Primer“, hitzeunempfindli-

che synthetische Oligonukleotide, die zu den beiden Enden der ge-

suchten DNA-Sequenz komplementär sind, an. Die hitzeunempfindli-

che DNA-Polymerase lagert sich nun an die „Primer“ an.

Im Verlängerungsschritt wird mittels DNA-Polymerase der fehlende

DNA-Strang am DNA-Einzelstrang aus Desoxiribonukleosidtriphospha-

ten (dNTP) synthetisiert.

Diese drei Schritte werden mehrmals wiederholt, wobei die DNA-

Menge exponentiell ansteigt und man viele identische Kopien erhält.

Vorgehen: Zunächst wurde der Genlocus der DNA-Sequenz um den

4G5G-Polymorphismus in der Promotorregion des PAI-1-Gens mittels

PCR vervielfältigt.

Die „Primer“ 5’ CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT 3’ (forward) und -

5’ GGTGGCTCGAGGGCAGAAT 3’ (reverse) wurden genutzt, um die

147-bp (5G-Allel) oder 146-bp (4G-Allel) Sequenz, welche in den Nu-

kleotidsequenzen -698 (5G-Allel) bzw. -697 (4G-Allel) bis -552 ent-

halten sind, zu vervielfältigen. Der „upstream primer“ war passend zu

der genomischen Sequenz (C anstatt A) modifiziert, um eine 5G allel-
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spezifische BseLI „restriction site“ (CCN5↓N2GG) zu erhalten, die im

4G allel-spezifischen PCR-Produkt nicht vorhanden ist.
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Es wurde jeweils ein PCR-Reaktionsmix für 14 Proben erstellt. Dieser

beinhaltete 100,8 µ l H2O, 14,0 µ l 10xPCR-Puffer, 2,8 µ l 10mM dNTP,

jeweils 2,8 µ l der beiden „Primer“ und 2,8 µ l Taq-Polymerase. Dieser

Ansatz wurde gemischt und bei 10.000 rpm abzentrifugiert. Pro Ampli-

fikationsansatz wurden 8 µ l Reaktionsmix und 2µ l der jeweiligen DNA

in ein Reaktionsgefäß pipettiert, nochmals bei 10.000 rpm zentrifugiert

und anschließend dem Thermocycling-Programm zugeführt.

Dies bestand aus :

• 40 Zyklen Denaturierung bei 95◦C für 15 Sekunden

• Vervielfältigung bei 60◦C für 1 Minute

• Wiederholung in 35 Zyklen

• Letzte Verlängerung bei 72◦C für 7 Minuten

Das DNA-Amplifikat wurde durch die Restriktionsendonuklease Bse-

LI gespalten: das 4G allel-spezifische PCR-Produkt wurde in 2 Frag-

mente von 96 bp und 50 bp, das 5G allel-spezifische PCR-Produkt in 3

Fragmente von 74 bp, 50 bp und 23 bp.

Auswertung: Die Restriktionsfragmente wurden auf einem 8 %-

Polyacrylamide-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und nach Anfärbung

mit Ethidium-Bromid-Lösung unter 312 nm-UV-Licht identifiziert. Das

Ergebnis wurde mittels eines digitalen Dokumentationssystems foto-

graphiert.
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4.3 Datenverarbeitung und statistische

Methoden

Datenkontrolle: Um ein korrektes Eingeben der Daten zu gewähr-

leisten, wurde die entstandene Datenliste von zwei Personen zur Kor-

rektur gelesen.

Statistik: In die statistische Auswertung gingen nur Daten der Pa-

tienten ein, bei denen ein Follow-up-Protokoll durchgeführt wurde. In

diesem Protokoll waren berücksichtigt:

• Telefoninterview nach 30 Tagen

• Klinische Visite nach sechs Monaten

• Telefongespräch nach einem Jahr

Schilderten die Patienten während des Telefoninterviews kardiale

Symptome, so wurde eine klinische und elektrokardiographische Nach-

untersuchung in der Ambulanz oder beim jeweiligen Arzt durchgeführt.

Im Falle eines Verdachts auf eine Restenose wurde eine weitere Angio-

graphie durchgeführt. Alle gesammelten Informationen wurden in die

Computerdatenbank eingegeben.

Diskrete Veränderungen sind in Zahlen oder Prozentwerten ausge-

drückt und jeweils mittels Chi-Quadrat oder Fisher-exact-Test miteinan-

der verglichen. Fortlaufende Veränderungen sind ausgedrückt als Mit-

telwert ± Standardabweichung und mit Hilfe des unpaaren, zweiseiti-

gen T-Tests oder der Analyse der Varianz von mehr als 2 Gruppen ver-

glichen. Die Ermittlung des Risikos wird aufgeführt mittels Ermittlung

der odds ratio (OR) und des 95 %- Konfidenzintervalls.
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Die Hauptanalyse bestand darin, heterozygote und homozygote Träger

der 4G-Allels mit den homozygoten Trägern des 5G-Allels zu verglei-

chen. Die Assoziation von PAI-1-Genotyp und Restenose wurde zu-

dem mittels multivarianter Regressionsanalyse bestimmt, in der alle kli-

nischen und läsionsbezogenen Faktoren eingeschlossen wurden. Das

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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5.1 Definitionen

Die Diagnose der Angina pectoris wurde gestellt, wenn eine

Crescendo-Angina-pectoris, eine Ruheangina oder das Neuauftreten

einer Angina pectoris innerhalb von einem Monat, ohne Vorhandensein

eines mittels EKG oder Herz-Enzymen diagnostizierten Myokardin-

farkts, vorlag.

Ein akuter Myokardinfarkt war vorhanden, wenn eine Episode von pro-

longierten retrosternalen Schmerzen mit EKG-Veränderungen oder

einem Anstieg der Herz-Enzyme (CK oder CK-MB) auftraten.

Der Diabetes mellitus wurde diagnostiziert, wenn eine Behandlung mit-

tels Insulin oder oralen Antidiabetika indiziert war.

Personen, welche in den letzten sechs Monaten regelmäßig rauchten

wurden als Raucher definiert.

Ein systemischer arterieller Hypertonus bestand, wenn der systolische

Blutdruck 140 mmHg oder höher, oder der diastolische Druck bei 90

mmHg oder höher lag.

Eine Hypercholesterinämie war vorhanden, wenn das Gesamtcholes-

terin über 6,2 mmol/l lag.

43



5 Ergebnisse

Das Vorhandensein von kardialen Risikofaktoren wurde ermittelt an-

hand von Daten, die aus dem aktuellen Krankenhausaufenthalt oder

der Patientenkartei bezogen wurden.

Die gemessenen Parameter waren Länge der Läsion, Referenz-, mini-

maler Lumen- und Stenosendurchmesser sowie der Durchmesser der

maximalen Ballonfüllung während der Stentimplantation.

Der akute Lumengewinn wurde berechnet aus der Differenz des end-

gültigen minimalen Lumendurchmessers nach der Stentimplantation

und dem Durchmesser vor der Stentimplantation.

Der späte Lumenverlust wurde berechnet aus der Differenz des end-

gültigen minimalen Lumendurchmessers nach der Stentimplantation

und dem Lumendurchmesser bei der Rekoronarangiographie.

Der Verlustindex wurde berechnet aus dem Verhältnis zwischen Lu-

menverlust und Lumengewinn.

Komplexe Läsionen sind definiert als Läsionstyp nach ACC/AHA B2

und C (in Übereinstimmung ACC/AHA-Einteilung).

Die in den Tabellen verwendeten Abkürzungen seien hier kurz auf-

gelistet:

ACVB: Arteriokoronarer Venenbypass

LAD: Arteria coronaria sinistra, Ramus interventricularis anterior

LCx: Arteria coronaria sinistra, Ramus circumflexus

RCA: Arteria coronaria dextra
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5.2 Patienten-Charakteristika

5.2 Patienten-Charakteristika

Der PAI-Genotyp wurde bei 1.850 Patienten mittels der TaqMan-

Methode ermittelt. Der untersuchte Genotyp war bei 572 (31 %) 4G4G,

bei 908 (49 %) 4G5G und bei 370 (20 %) Patienten 5G5G. Dies be-

deutet, dass das 4G-Allel mit einer Häufigkeit von 0,56 vorkam. Die

Genotypverteilung entspricht dem Hardy-Weinberg-Gesetz.

Die wichtigsten klinischen Charakteristika der Patienten sind in

(Tab.:5.1) sowie (Tab.:5.2) aufgelistet. Es zeigt sich, dass bei keinem

der untersuchten Parameter ein signifikanter Unterschied festgestellt

wurde.

5.3 Akute und subakute thrombotische

Ereignisse

Nur einige wichtige Ergebnisse sollen hier genannt sein, die gesamten

Resultate sind den Tabellen zu entnehmen.

Ein Verschluss der gestenteten Gefäße wurde bei 1,9 % der 4G4G-,

1,8 % der 4G5G und bei 1,4 % der 5G5G-Patienten beobachtet (p =

0,80). Es konnte daher kein signifikanter Unterschied bei den verschie-

denen Genotypen nachgewiesen werden. Große kardiale Ereignisse

(Tod, Myokardinfarkt und Revaskularisation des Zielgefäßes) wurden

bei 5,6 % der 4G-homozygoten Patienten, bei 5,3 % der heterozygoten

Patienten und bei 4,6 % der 5G-homozygoten Patienten beobachtet (p

= 0.80), (Tab.:5.3).
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5 Ergebnisse

5.4 Angiographische Restenose

Von den 1 850 an der Studie beteiligten Patienten unterzogen

sich 1556 Patienten (84 %) nach sechs Monaten einer Follow-up-

Koronarangiographie. Die Restenoserate, der primäre Endpunkt dieser

Studie, unterschied sich bei den verschiedenen Genotypen nicht: 32,5

% bei 4G-homozygoten, 32,2 % bei heterozygoten und 35,7 % bei 5G-

homozygoten Patienten (p = 0,52).

Restenoserate

32,50% 32,20% 35,70%

0,00%
10,00%
20,00%
30,00%
40,00%
50,00%
60,00%
70,00%
80,00%
90,00%
100,00%

4G4G 4G5G 5G5G
Allel

Alle anderen Indices für Restenose, aufgezeigt in (Tab.:5.4), zeigen

auch, dass der jeweilige PAI-1-Genotyp nicht zu einem unterschiedli-

chen angiographischen Ergebnis führt.

Während der 1-Jahres-Follow-up-Periode (Tab.:5.5) verstarben 1,6 %

der 4G4G-Patienten, 2,4 % der 4G5G-Patienten und 4,1 % der 5G5G-

Patienten. Obwohl dieser Unterschied nicht signifikant ist, zeigt sich ei-
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5.4 Angiographische Restenose

ne Tendenz zu höherer Sterblichkeit bei 5G-Allel-Trägern.

Betrachtet man nur den Herztod, so zeigt sich hier der gleiche Trend,

jedoch in geringerem Ausmaß (p = 0.10). Nichtfatale Myokardinfarkte

wurden bei 1,1 % der 4G-Homozygoten, bei 1,9 % der Heterozygoten

und bei 2,0 % der 5G-Homozygoten beobachtet (p = 0,41).

Eine Revaskularisation des Zielgefäßes war bei 21,3 % der 4G4G-

Patienten, bei 19,6 % der 4G5G-Patienten und bei 20,5 % der 5G5G-

Patienten nötig (p = 0,72). Alles in allem waren 24,7 % der 4G-

homozygoten Patienten, 23,0 % der heterozygoten Patienten und 26,2

% der 5G-homozygoten Patienten einem ungünstigen Ereignis wäh-

rend der 1-Jahres-Periode ausgesetzt.
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5 Ergebnisse

Tabelle 5.1: Baseline klinischer Charakteristika
4G4G
(n=572)

4G5G
(n=908)

5G5G
(n=370)

p

Alter (Jahre) 62,7±10,2 63,0±10,0 63,5±10,0 0,43

Frauen (%) 21,2 19,8 24,3 0,20

Arterieller Hypertonus
(%)

68,5 67,3 69,2 0,77

Diabetes (%) 21,9 21,5 18,4 0,39

Raucher (%) 31,8 29,6 32,2 055

Erhöhtes Gesamtcho-
lesterin (%)

43,2 42,5 43,0 0,97

Akuter Myokardinfarkt
(%)

21,0 19,2 21,9 048

Instabile Angina pecto-
ris (%)

24,8 30,3 26,5 0,06

Vorangegangener
Myokardinfarkt (%)

28,8 25,7 26,5 0,40

Vorangegangene
PTCA (%)

24,0 25,7 22,7 0,50

Vorangegangene
Bypass-Operation (%)

10,0 11,2 12,4 0,49

Anzahl der erkrankten
Koronargefäße

0,36

- 1 Gefäß (%) 29,2 29,1 24,6

- 2 Gefäße (%) 33,2 30,8 34,9

- 3 Gefäße (%) 37,6 40,1 40,5

Eingeschränkte links-
ventrikuläre Funktion
(%)

29,7 28,2 31,9 0,41
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5.4 Angiographische Restenose

Tabelle 5.2: Läsionen und Vorgehensweise bei der Intervention

4G4G
(n=572)

4G5G
(n=908)

5G5G
(n=370)

p

Betroffenes Koronargefäß 0,19

-Hauptstamm (%) 1,1 1,4 2,2

-LAD (%) 40,0 39,8 38,9

-LCx (%) 23,4 18,7 17,6

-RCA (%) 28.7 33.2 35.4

-ACVB (%) 6,8 6,9 6,0

Komplexe Läsionen (%) 73,4 74,0 78,1 0,22

Restenotische Läsionen (%) 23,8 25,1 23,0 0,68

Chronische Verschlüsse (%) 7,0 6,4 5,4 0,62

Ostiale Läsionen (%) 5,6 7,3 7,8 0,33

Vor der Stentimplantation

-Referenzdurchmesser (mm) 3,05±0,53 3,04±0,53 3,00±0,54 0,27

-Minimaler Lumendurchmes-
ser (mm)

0,64±0,51 0,64±0,49 0,65±0,49 0,95

-Durchmesser der Stenose
(%)

79,1±15,7 79,0±15,0 78,4±15,4 0,78

-Länge der Läsion (mm) 12,0±6,7 11,9±6,8 12,5±6,8 0,38

Daten während des Eingriffs

-Gemessener Ballondurch-
messer (mm)

3,25±0,54 3,24±0,53 3,22±0,53 0,77

-Maximaler Ballondruck (atm) 13,9±3,3 13,8±3,3 13,8±3,2 0,83

-Ballon-Gefäß-Verhältnis 1,07±0,09 1,07±0,09 1,08±0,11 0,09

-Länge des stentimplantierten
Segments (mm)

20,3±13,4 19,7±14,4 21,0±13,8 0,33

-Anzahl der Stents 1,81±1,15 1,76±1,20 1,85±1,16 0,39

-Abciximab-Therapie während
des Eingriffs (%)

20,5 18,3 21,9 0,29

Sofort nach Stentimplantation

-Minimaler Lumendurchmes-
ser (mm)

2,95±0,52 2,93±0,52 2,91±0,51 0,52

-Durchmesser Stenose (%) 5,2±8,0 5,3±8,7 5,4±8,0 0,95

-Akuter Lumengewinn (mm) 2,31±0,67 2,29±0,63 2,26±0,62 0,52
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5 Ergebnisse

Tabelle 5.3: Klinische Ergebnisse nach 30 Tagen

4G4G
(n=572)

4G5G
(n=908)

5G5G
(n=370)

p

Früher Stentverschluss (%) 1,9 1,8 1,4 0,80

Todesfälle (%) 0,4 1,2 1,1 0,22

Nichtfataler Myokardinfarkt
(%)

0,5 1,2 0,8 0,38

Revaskularisation der Zielläsi-
on (%)

3,0 2,8 1,9 0,58

-ACVB (%) 0,2 0,0 0,5 0,09

-RePTCA (%) 2,8 2,8 1,6 0,45

MACE (%) 5,6 5,3 4,6 0,80

Tabelle 5.4: Ergebnisse der Rekoronarangiographie

4G4G
(n=486)

4G5G
(n=762)

5G5G
(n=308)

p

Minimaler Lumendurchmes-
ser (mm)

1,73±0,92 1,74±0,93 1,71±0,96 0,87

Durchmesser (%) 43,6±27,1 43,4±27,5 44,0±28,6 0,96

Später Lumenverlust (mm) 1,21±0,84 1,21±0,85 1,20±0,81 0,98

Lumenverlustindex 0,56±0,42 0,55±0,40 0,58±0,45 0,52

Restenoserate (%) 32,5 32,2 35,7 0,52
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5.4 Angiographische Restenose

Tabelle 5.5: Klinische Ergebnisse nach einem Jahr

4G4G
(n=572)

4G5G
(n=908)

5G5G
(n=370)

p

Todesfälle (%) 1,6 2,4 4,1 0,06

Kardiale Todesursachen (%) 1,1 2,0 3,0 0,10

Nichtfataler Myokardinfarkt
(%)

1,1 1,9 2,0 0,41

Revaskularisation der Zielläsi-
on (%)

21,3 19,6 20,5 0,72

-ACVB (%) 2,5 1,4 2,2 0,34

-RePTCA( %) 19,2 18,5 18,6 0,94

MACE (%) 24,7 23,0 26,2 0,45
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6 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden 1850 Patienten, die klinische oder

objektive Zeichen einer kardialen Ischämie aufwiesen und sich einer

Koronarintervention unterzogen hatten, im Hinblick auf den 4G5G-

Polymorphismus des PAI-1-Genes und dessen Einfluss auf das Reste-

noserisiko nach koronarer Stentimplantation untersucht.

Es zeigte sich keine Assoziation zwischen dem 4G5G-Promotor-

Polymorphismus des PAI-1-Gens und der Instent-Restenose.

Obwohl während der letzten Jahre die koronare Stentimplantation die

Standardtherapie der koronaren Herzerkrankung darstellte, wurde ein

Hauptproblem dieser Therapie bis jetzt noch nicht gelöst: die Resteno-

se.

Die Restenose ist eine multifaktorielle Erkrankung [8] mit Neointima-

bildung als Hauptmechanismus [67]. Beim Restenoseprozess spielen

sowohl klinische Patientencharakteristika, wie der Diabetes mellitus,

als auch interventionelle Charakteristika, z.B. der Stent-Typ, eine Rolle

[60]. Viele Studien zeigen genetische Polymorphismen als einflussneh-

mende Faktoren auf die Restenose, z.B. der PlA-Polymorphismus von

GPIIb/IIIa [61] und der Polymorphismus von CD18 [65] und IL-1 [59].
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6 Diskussion

Neben diesen Faktoren spielt das Fibrinolyse-System eine wichtige

Rolle bei der Restenoseentwicklung [114], hier ist vor allen Dingen

PAI-1 zu nennen.

Aufgrund seiner regulierenden Funktion im Fibrinolyse- und Gerin-

nungsprozess wird PAI-1 als ein wichtiger Faktor in der Entstehung von

Thrombosen und Myokardinfarkten angesehen [25, 44, 66, 116].

Es liegen viele Daten aus Studien vor, die die Beteiligung von PAI-1

an der Entwicklung von

• Myokardinfarkt

• Schlaganfall

• Tiefe Beinvenenthrombose

• Arteriosklerose/KHK

• Restenose

näher beleuchten. Die Ergebnisse sind teilweise diskordant.

Myokardinfarkt: Mehrere Studien zeigen, dass der 4G5G-

Polymorphismus von PAI-1 mit dem Auftreten des Myokardinfarkts

assoziiert ist und dass das 4G-Allel möglicherweise einen wichtigen

angeborenen Risikofaktor darstellt [26, 33, 83, 88].

Dagegen zeigt Doggen [22] in der SMILE-Studie (Study of Myocardial

Infarction Leiden), dass der 4G5G-Polymorphismus im PAI-1-Gen nicht

mit dem Myokardinfarkt assoziiert ist. Zum gleichen Ergebnis kamen

auch Hooper et al. bei einer Studie mit 125 Patienten [49] sowie Sugano

et al. bei einer japanischen Populationsstudie [115].
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Schlaganfall: Auch der Zusammenhang des 4G5G-Polymorphismus

mit dem Auftreten cerebraler Infarkte war Gegenstand mehrerer Studi-

en und auch hier sind die Ergebnisse diskordant [6, 11, 24, 47, 80].
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6 Diskussion

Tiefe Beinvenenthrombose: Es besteht ein möglicher Zusammen-

hang zwischen dem 4G5G-Polymorphismus und der tiefen Beinvenen-

thrombose [103, 113].

Arteriosklerose/KHK: Eine groß angelegte Studie legt nahe, dass

der Plasma-Spiegel von PAI-1 das Risiko der koronaren Herzkrankheit

moduliert; und dass der 4G5G-Polymorphismus die Expression des -

PAI-1-Gens beeinflusst [74]. Viele weitere Studien berichten von einer

Assoziation des 4G5G-Polymorphismus mit der koronaren Arterioskle-

rose und dem Auftreten des akuten koronaren Syndroms [34, 54, 75].

In verschiedenen Untersuchungen gelang der Nachweis einer ver-

mehrten Expression des PAI-1-Gens und des PAI-1-Proteins in arte-

riosklerotisch veränderten, menschlichen Arterien [72, 85, 105]. Eine

erhöhte PAI-1-Aktivität in arteriosklerotischen Läsionen hemmt die Bil-

dung von Plasmin und trägt so wahrscheinlich zum verminderten Ab-

bau oder zur vermehrten Anhäufung von extrazellulärer Matrix in den

Läsionen bei [40]. Eine erhöhte PAI-1-Aktivität in der arteriosklerotisch

veränderten Gefäßwand und im Plasma führt ferner über eine Verschie-

bung des dynamischen Gleichgewichts zwischen Fibrinbildung und en-

dogener Fibrinolyse zu einer vermehrten Exposition der Gefäßwand

mit atherogenen Mikrothromben [79]. Der PAI-1-Gen-Polymorphismus

ist also mit familiärer koronarer Herzerkrankung assoziiert [74]. Gar-

demann et al. postulieren, dass der PAI-1-Gen-Polymorphismus einen

unabhängigen Risikofaktor der koronaren Herzkrankheit darstellt, des

Weiteren beschleunigt das Vorhandensein weiterer kardiovaskulärer

Risikofaktoren das Risiko für das Auftreten dieser Erkrankung [34]. Es
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besteht jedoch kein Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus

und der verfrühten KHK [120].

Restenose: Der pathophysiologische Prozess, welcher zur Resteno-

se nach koronarer Stentimplantation führt, scheint Wundheilungspro-

zessen [121] ähnlich zu sein. Die Tendenz von PAI-1, einen Fibrinklum-

pen aufrecht zu erhalten, könnte an der Stelle der Gefäßverletzung

zu einer ausgedehnten Präsenz von potenten mitogenen Substanzen

führen. Diese Substanzen tragen möglicherweise zur Migration und

Proliferation von vaskulären glatten Muskelzellen und zur Bildung einer

Neointima bei, was zu einer Restenose führt.

Eine Vielzahl von Untersuchungen bezüglich des Zusammenhangs

von PAI-1 und der Restenose nach Koronarintervention wurden vorge-

nommen.

Vorherrschend war die Erhöhung des PAI-1-Spiegels mit einer Reste-

nosebildung assoziiert [32, 38, 50, 53, 101].

Jedoch existieren widersprüchliche Daten über die Rolle von PAI-1 im

Restenose-Prozess. So gibt es Studien, die beschreiben, dass PAI-1

die Reduktion von Intimabildung fördern könnte und somit sogar einer

Restenose vorbeugen würde [10, 57, 63, 112].

Zwei Studien untersuchten das Auftreten von Restenosen nach PTCA

ohne Stent-Implantation und PTCA mit Stent-Implantation. Eine die-

ser Studien fand eine positive Korrelation mit der PAI-1-Aktivität [91],

während die andere eine negative Korrelation mit den PAI-1-Spiegeln

beschreibt [114].
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6 Diskussion

Diese offenbar widersprüchlichen Ergebnisse der beiden Studien

zeigen, wie schwierig es ist, den individuellen Beitrag der PAI-1-

Plasmakonzentration oder Aktivität zur Restenosebildung zu bezif-

fern. Beispielsweise gibt es eine signifikante Korrelation zwischen der

Plasma-Konzentration und Aktivität von PAI-1 und seinen natürlichen

Gegenspielern t-PA und u-PA, was eine partielle Neutralisation der

Effekte durch Ausbildung von inaktiven Komplexen bewirken könnte

[12, 63, 102, 117]. Hinzu kommt, dass der PAI-1-Plasmaspiegel sen-

sitiv auf die Tageszeitrhythmik reagiert und von Faktoren abhängig ist,

welche auch mit der koronaren Herzkrankheit assoziiert sind, wie zum

Beispiel die Insulin-Resistenz [3, 56].

In dem Bestreben, die Rolle von PAI-1 bei der Entwicklung der Res-

tenose weiter zu klären, untersuchten wir einen funktionell relevanten

genetischen Marker von PAI-1, den 4G5G-Polymorphismus, um zu

testen, ob er sich als Prädiktor des Restenoserisikos nach koronarer

Stentimplantation eignet.

Bisher wurde nur eine andere Studie, die explizit den Einfluss des

Polymorphismus auf die Restenose nach PTCA mit Stentimplantati-

on untersucht, veröffentlicht. Ortlepp und Kollegen untersuchten bei

300 Patienten den Einfluss des 4G5G-Promotor-Polymorphismus des

PAI-1-Gens auf Instent-Restenosen bei 167 Rauchern und 133 Nicht-

rauchern. Die Autoren beschreiben, dass der 5G5G-Genotyp bei Nicht-

rauchern zu einem geringeren Lumenverlust führe als das Vorhanden-

sein des 4G-Allels. Bei Rauchern hingegen sei der 5G5G-Genotyp mit

einem größeren Lumenverlust assoziiert. Der Polymorphismus in der
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Promotorregion des PAI-1 habe somit einen signifikanten Einfluss auf

die Restenoseentwicklung nach koronarer Stentimplantation [82].

Bei der Wertung des Ergebnisses der Studie von Ortlepp muss die

dort untersuchte sehr geringe Patientenzahl berücksichtigt werden, auf

deren Basis kaum eine relevante Aussage bezüglich der Assoziation

von Lumenverlust und 4G5G-Polymorphismus möglich ist.

Genau die Größe der Studiengruppe ist eine der Stärken unserer

Studie, so dass man von einem statistisch relevanten Ergebnis aus-

gehen kann. Weiterhin wurden die Phänotypen präzise definiert. Im

Rahmen von Genotypanalysen spielt häufig die Genauigkeit der Geno-

typbestimmung eine große Rolle. Wir verwendeten zur Genotypisierung

zwei Methoden, die TaqMan-Technik sowie die herkömmliche Methode

der PCR und restriktionsenzymatischen Aufspaltung. Die Ergebnisse

beider Methoden stimmten überein, so dass hier eine technische Fehl-

bestimmung des Genotyps auszuschließen ist. Eine 4G-Allel-Frequenz

von 0,55, wie wir sie in unserer Patientengruppe fanden, ist vergleich-

bar mit den Ergebnissen andere Gruppen [26, 52, 96, 123], was die

Validität unserer Genotypisierung bekräftigt.

Im Gegensatz zu Assoziationen, welche zwischen Genpolymorphis-

men andere Gene und der Restenose nach Stentimplantation zu be-

obachten sind [59, 61, 65], ist der 4G5G-Polymorphismus des PAI-1-

Gens allerdings kein Marker für ein Restenoserisiko. Dies bedeutet

wiederum nicht, dass PAI-1 bezüglich der Restenosemechanismen

uninteressant wäre. Vielleicht erreicht der funktionelle Beitrag des
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6 Diskussion

4G5G-Polymorphismus in Prozessen wie der Neointimabildung, so

vorhanden, keine signifikanten Level. Metabolische Determinanten,

wie zum Beispiel das Insulin-Resistenz-Syndrom, könnten weit stärker

als der 4G5G-Polymorphismus die PAI-1-Aktivität und dessen Korrela-

tion mit der Restenose nach Stentimplantation beeinflussen [46].

Es ist wahrscheinlich, dass nicht eine einzelne Variante, sondern ver-

schiedene Kombinationen mehrerer Polymorphismen, welche das PAI-

1-Gen aufweist, einen genetischen Marker für das Auftreten von Reste-

nosen nach koronarer Stentimplantation darstellen könnten. In unserer

Studie zeigte sich ein Trend einer höheren Mortalität bei Patienten mit

dem 5G5G-Genotyp. Die Studie war jedoch nicht ausgerichtet, diese

Frage zu beantworten. Daher ist keine Deutung dieses Befundes mög-

lich.

Auch wenn in unserer Studie kein Einfluss des 4G5G-Polymorphismus

auf das MACE-Risiko zu finden war, sollte weiterhin die Rolle von

PAI-1 im Rahmen der Klärung der grundlegenden Prozesse der Res-

tenoseentstehung untersucht werden, um die Hintergründe der Res-

tenoseentstehung zu verstehen und Möglichkeiten der Vermeidung

derartiger Koronarinterventionskomplikationen zu finden.
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7 Zusammenfassung

In dieser Studie wurde der 4G5G-Polymorphismus des PAI-1 von 1850

Patienten mit koronarer Stentimplantation, bei denen nach 6 Monaten

eine angiographische Kontrolluntersuchung erfolgte und das klinische

Follow-up über 1 Jahr erhoben wurde, evaluiert. Untersucht wurde, ob

der Insertions-Deletions-Polymorphismus in der Promotorregion des

PAI-1-Genes einen Einfluss auf die Instent-Restenose hat.

Die 4G-Allel-Frequenz betrug 0,56. 32,5 % der für das 4G-Allel homo-

zygoten Patienten entwickelten eine Restenose, im Vergleich dazu 32,2

% der Heterozygoten und 35,7 % der Homozygoten für das 5G-Allel (p

= 0,52).

Dies führt zu der Aussage, dass es keinen signifikanten Unterschied

bei den drei Genotypen bezüglich der Ausgangsfragestellung gab.

Bezüglich der großen kardialen Ereignisse war das frühe Outcome so-

wie das Outcome nach einem Jahr mit 5,6 % beim 4G4G-Genotyp, 5,3

% beim 4G5G-Genotyp und 4,6 % beim 5G5G-Genotyp nicht signifi-

kant abhängig vom Genotyp.

Als Schlussfolgerung ergibt sich daher, dass dem 4G5G-Polymorphismus

von PAI-1 keine Rolle bei der Entwicklung einer Restenose nach koro-

narer Stentimplantation zugeschrieben werden kann.
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