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1. Einleitung

1.1 Koronare Herzerkrankung

Bei der koronaren Herzerkrankung (KHK) liegt eine Stérung des Gleichgewichts zwischen
Sauerstoffangebot und Sauerstoffverbrauch des Myokards vor, so dass es zu einem akuten
oder chronischen Sauerstoffmangel kommt. Ursachlich hierfur sind, unter anderem,

arteriosklerotische Verengungen an den Herzkranzgefaiien.

Diese Erkrankung hat vor allem in den westlichen Industrienationen groRRe epidemiologische

Bedeutung, da etwa ein Drittel aller Todesfélle auf den Auswirkungen einer KHK beruhen.

Die KHK ist eine Erkrankung komplexer Genese. Durch epidemiologische Studien konnten
beeinflussbare (z.B. Diabetes mellitus, Bluthochdruck, Hypercholesterindmie, Nikotinabusus)
und nicht beeinflussbare (z.B. erbliche Belastung, mé&nnliches Geschlecht, Alter)
Risikofaktoren identifiziert werden (Fuster et al., 1996).

In den letzten Jahren beschaftigt sich die Humangenetik immer starker mit der Identifizierung
von Genen, die an der Genese komplexer Erkrankungen und Krankheitszustanden beteiligt
sind. Ein Zweig dieser Forschung beschéftigt sich damit, Assoziationen zwischen haufig
vorkommenden DNA-Varianten (Genpolymorphismen) und komplexen Erkrankungen

nachzuweisen.

Dieser Ansatz wurde in der vorliegenden Arbeit gewahlt, um nach genetischen Faktoren fir
die Entstehung von Restenosen und akuten Thrombosen nach koronaren Interventionen zu

suchen.



1.2 Genpolymorphismen

Genpolymorphismen sind haufig vorkommende Varianten der genomischen DNA. Die
Definition beinhaltet, dass ein Gen dann als polymorph gilt, wenn das seltenere Allel mit
einer Frequenz von mehr als 1% auftritt. Polymorphismen kommen durchschnittlich im
Abstand von 1000 Basen im menschlichen Genom vor. Polymorphismen, die auf dem
Austausch oder der Deletion nur einer Base beruhen, werden Einzelbasenpolymorphismen
(Single Nucleotide Polymorphisms kurz SNP’s) genannt. Die Bedeutung der meisten ist noch

nicht bekannt.

Polymorphismen kdnnen vielfaltige Auswirkungen auf das Genprodukt haben.

Zum einen konnen sie die Menge (Quantitat), zum anderen die Eigenschaften (Qualitat) des
Genproduktes beeinflussen.

Es konnen Verénderungen der Bindungsstelle fir eine oder mehrere Transkriptions- und
Expressionsfaktoren auftreten (van't Hooft et al., 1999). Auch konnte gezeigt werden, dass
Polymorphismen einen Einfluss auf das Spleif3en und die Stabilitdt der mRNA haben kdnnen
(Siffert et al., 1998). Es kann aber auch zum Austausch einer Aminoséure des Genproduktes
kommen, welcher einen Einfluss auf die Proteinfunktion hat (Tesauro et al., 2000; Nicolaes et

al., 2002).

Durch eine Vielzahl von Studien konnte der Einfluss von Genpolymorphismen auf die

Entstehung komplexer Erkrankungen, bzw. deren Faktoren, nachgewiesen werden.

Es ist anzunehmen, dass Genpolymorphismen auch auf die entsprechenden Therapieformen

komplexer Erkrankungen bzw. deren Risiken und Komplikationen Einfluss haben.



13 Therapie der KHK

Perkutane Koronarinterventionen nehmen heute eine zentrale Rolle bei der Behandlung der
koronaren Herzerkrankungen ein. Den Anfang machte Gruentzig 1977. Er fuhrte die erste
Ballondilatation durch (Gruentzig, 1981). Hierbei konnte gleichzeitig mit der Darstellung der

Koronararterien der verengte Geféal3abschnitt erweitert werden.

Die Probleme dieser ,,einfachen® PTCA lagen in einem erneuten GeféaRverschluss, ausgelost
durch progrediente Intimadissektion und in dem ,elastic recoil“, dem elastischen

Zurtickschnurren der GefaBwand nach erfolgter Dehnung.

Durch das Einbringen intrakoronarer Gefalstiitzen (Stents) konnte dieses Problem Ende der

80er Jahre gel6st werden. Dies wiederum hat jedoch grofie Auswirkungen auf die GefalRwand.

Durch die Ballondilatation und die nachfolgende Stentimplantation kommt es zusétzlich zu
der bereits bestehenden arteriosklerotischen Lé&sion zu einer akuten Verletzung der
Gefalwand und zu einer kompletten Zerstorung der Endothelzellschicht. Die
Gefallwandreaktion lauft in 3 aufeinander folgenden Phasen ab, wie durch Untersuchungen an
Arteriensegmenten von Verstorbenen, welchen zu Lebzeiten Koronarstents implantiert
wurden, gezeigt werden konnte (Grewe et al., 2001). In der Frihphase der Stentimplantation
(bis zu 6 Wochen) kommt es innerhalb der ersten Woche zu der Ausbildung eines
membranartigen, pléttchenreichen Thrombus auf der Stentoberflache und im Bereich der
Lésion. Gleichzeitig kommt es zu einer Entziindungsreaktion mit Infiltration der L&sion mit
Leukozyten sowie Lymphozyten. In den folgenden Wochen kommt es zur Proliferation glatter
GeféBmuskelzellen, die zusatzlich berschieBende Matrix produzieren. In dieser Phase sind

keine Endothelzellen im Implantationsgebiet nachweisbar. Die Intermedidrphase zwischen der
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6. und der 12. Woche ist gekennzeichnet durch ein dichtes Bindegewebsgeflecht mit vielen
darin eingebetteten glatten Muskelzellen. Des Weiteren finden sich vermehrt
Endothelzellinseln auf der Oberflache der Neointima. Erst in der Spétphase, d.h. nach mehr
als drei Monaten, ist die Neointima komplett reendothelialisiert.

Diese Geféallwandreaktion birgt zwei Risiken der heutigen perkutanen Stentimplantation: die

akute Stentthrombose sowie die In-Stent Restenose.



1.4 Subakute Stentthrombose

Die gefahrlichste Komplikation der koronaren Stentimplantation, die mit sehr hoher
Mortalitat behaftet ist, ist die subakute Stentthrombose, also der thrombotische Verschluss des
behandelten Gefales innerhalb der ersten 30 Tage nach Stentimplantation. Andere
thrombotische Frihkomplikationen sind thrombotische Seitastverschliissse und die
Embolisation von Plattchenaggregaten, die zu einem voribergehenden Ansteigen der
Herzenzyme (Kreatinkinase und Troponin) fihren. Um in klinischen Studien alle relevanten
thrombotischen Ereignisse zu erfassen, wird fur die Analyse oft ein zusammengesetzter
Endpunkt, bestehend aus Tod, Myokardinfarkt (unter Berucksichtigung der Herzenzyme),
angiographisch dokumentierte Stentthrombose und dringliche Revaskularisierung des
Zielgeféalles innerhalb der ersten 30 Tage nach Implantation, verwendet. Es treten aber auch
noch nach 30 Tagen thrombotische Ereignisse auf. Die Thrombozyten nehmen eine zentrale
Rolle bei diesen VVorgéangen ein.

Wie schon geschildert fuhrt jede Stentimplantation zu einer Thrombusbildung im Bereich des
gestenteten Areals und zu einer massiven Thrombozytenaktivierung (Gawaz et al., 1996). Bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom (Myokardinfarkt, instabile Angina pectoris) liegt
zusétzlich schon eine massive Thrombozytenaktivierung vor (Gawaz et al., 1996). Es konnte
gezeigt werden, dass die Thrombozyten im Bereich der behandelten Plaque aktiviert werden
(Neumann et al., 1996). Fir das Auftreten der subakuten Stentthrombose ist das Ausmall
dieser Thrombozytenaktivierung prognostisch aussagekraftig (Gawaz et al., 1996). Des
Weiteren erwies sich die metallene Oberflache des Stents als im hohen Malie thrombogen

(Herrmann et al., 1998).

So kommt es bereits in der Frihphase zur Bildung einer Thrombusschicht auf der Oberflache

der Stentstreben (Abbildung 1) (Gonschior et al., 1995; Grewe et al., 1997).
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Stentstrut

2A

Abbildung 1: Thrombotische Auflagerungen im Bereich einer Stentstrebe 48 Stunden
nach Implantation. Der 68-jahrige Patient, bei dem im kardiogenen Schock die
Stentimplantation durchgefiihrt worden war, verstarb 48 Stunden nach Implantation.

A, AusschnittsvergroRerung einer Stentstrebe (500fach). B, bei starkerer VergroRerung kann
eine Schichtung des thrombotischen Materials erkannt werden (100fach). C, das Metall ist
von einer diinnen Proteinschicht Gberzogen. Erst in einer duf’eren Schicht des Thrombus

finden sich Erythrozyten (300fach). Aus (Grewe et al., 1997)
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In den Anfangen der Stentimplantationen lagen die Stentthromboseraten bei Uber 6%
(Schomig et al., 1996). Mit der Abldsung der antikoagulatorischen Therapie (Heparin
zusétzlich zu Aspirin und Uberlappend Marcumar) durch die duale antithrombozytare
Therapie (Aspirin und Thienopyridin, ggf. ergéanzt durch einen GP lIb/Illa Antagonisten)
konnte die Inzidenz der subakuten Stentthrombose auf 1-2% gesenkt werden (Lefkovitis et
al., 1997; Gawaz et al., 1998; The EPISTENT Investigators, 1998; Schomig et al., 2000;

Neumann et al., 2001).

Trotz sofortiger MaBnahmen wie rePTCA, Lyse oder auch Bypassoperation ist die subakute
Stentthrombose immer noch mit einer hohen Mortalitit behaftet. Die Patienten mit einer
akuten Stentthrombose haben auch ein wesentlich schlechteres langfristiges Outcome. Die
Ein-Jahr-Uberlebensrate liegt bei diesen Patienten bei nur 80% im Gegensatz zu 97% bei
Patienten ohne Stentthrombose. Auch die Infarktrate schwankt von 62% bei Patienten mit, bis

zu 4% bei Patienten ohne vorherige Stentthrombose (Kastrati et al., 1998).

Dies zeigt, wie wichtig es ist, alle Risikofaktoren der Stentthrombose, vor allem auch die

genetischen, herauszufinden, um so gezielter therapieren zu kénnen.
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15 Restenose

Die Restenose stellte zum Zeitpunkt dieser Studie mit einer Inzidenz von 20-50% ein
weitgehend ungeldstes Problem der interventionellen Kardiologie dar. Man spricht von einer
Restenose, wenn nach den ersten 6 Monaten nach Implantation eine Reduktion des
Gefallwanddurchmessers von mehr als 50% im behandelten Abschnitt zu verzeichnen ist
(angiographische Definition), oder eine Reintervention wéhrend des ersten Jahres nach
Intervention nétig war (Schomig et al., 1997).
Der Restenose liegt eine Neointimabildung zu Grunde, wodurch der initial gewonnene
Lumendurchmesser wieder verloren geht. Die Ursache hierfir liegt in einer massiven
Aktivierung  der normalerweise  ortsstandigen und  hochdifferenzierten  glatten
Gefalmuskelzellen aus der Media. Dies flhrt zu einer Migration der nun phénotypisch
veranderten, entdifferenzierten glatten Muskelzellen, welche wiederum grolRe Mengen an
extrazellulare Matrix synthetisieren (MacLeod et al., 1994; Hoffmann et al., 1996; Komatsu et
al., 1998).
Als auslosende Faktoren dieser exzessiven Aktivierung gelten

1) die Zerstorung des Endothels,

2) die initiale Interaktion von Thrombozyten mit der verletzten GefaRwand und

3) die Infiltration von Leukozyten.

Das Endothel besitzt unter anderem die wichtige Funktion der Bildung einer
antithrombotischen Oberflache und der Regulation des Geféal3tonus. Dariiber hinaus reguliert
es die Funktion der glatten GefaRmuskulatur.

Wie schon beschrieben erfolgt die vollstdndige Abdeckung der Neointima mit Endothel erst
nach Uber 3 Monaten (Farb et al., 1999, Grewe et al., 2000). Es wird angenommen, dass ein

Fehlen der Endothelzellschicht in der Friih- und Intermedidrphase der Stentheilung einen
13



Kofaktor flr die exzessive Proliferation der glatten GefaBmuskulatur darstellt (van Beusekom

etal., 1998).

Der Thrombozytenreaktion wird eine zentrale Rolle in der Aktivierung zugeschrieben. In
Versuchen konnte durch Zugabe von thrombotischem Material in das Kulturmedium die
Proliferationsrate der aus Neointima gewonnenen glatten Gefamuskelzellen deutlich erhéht
werden (MacLeod et al., 1994)). Auch der von aktivierten Thrombozyten und auch
Leukozyten ausgeschiittete platelet derived growth factor (PDGF) stellte sich aufgrund seiner
chemotaktischen Wirkung auf SMCs (Ferns et al., 1991; Jawien, 1992) als ein wichtiger
Faktor heraus. Durch Versuche in einem Angioplastiemodell der Ratte konnte nachgewiesen
werden, dass eine Blockade dieses Faktors eine Hemmung der Neointimabildung verursacht
(Ferns et al., 1991).

Die Ausbildung einer Restenose durch Neointimabildung dauert durchschnittlich 3-6 Monate

(Kastrati et al., 1993; Grewe et al., 2000).

Wie Roller et al 2001 ausfuhrten, stellen ein fortgeschrittenes Stadium der Erkrankung wie
auch das weibliches Geschlecht klinische Risikofaktoren zur Entwicklung einer Restenose
dar. Des weiteren fuhrt eine erhthte Plasmakonzentration von Fibrinogen, Lp(a), CRP, sowie
ein Anstieg der VWF und PAI-1 Antigen Plasmakonzentration nach der Intervention zu einer

schlechteren klinischen Prognose (Roller et al., 2001).

In einer Studie von Schdmig et al 1997 konnte gezeigt werden, dass personengebundene aber
unbekannte (mdglicherweise genetische) Faktoren das Restenoserisiko beeinflussen missen
(Schomig et al., 1997). Eine weitere Studie zeigte, dass ein erhohtes Risiko einer Restenose

bei Patienten vorliegt, die bereits zuvor eine Restenose in einem anderen GeféalRabschnitt

14



entwickelt haben, unabhéngig von den bekannten Risikofaktoren wie z.B. Nikotinabusus

(Kastrati et al., 2000).

Somit scheint es sehr wichtig, das individuelle Risiko eines Patienten vorher bestimmen zu

kdnnen, um Risikopatienten zu identifizieren.

Durch die Einfiihrung der DES (drug eluting stents) konnten die Restenoseraten im Vergleich
zu den BMS (bare metal stents) drastisch gesenkt werden (Eisenberg et al., 2006). DES geben
bioaktive antiproliferative oder immunsuppressive Agentien lokal in hoher Konzentration
direkt in die GefaRwand ab und konnen so lokal auf den proliferativen Prozess einwirken
(Douglas et al., 2007). Doch durch die steigende Anzahl an Interventionen und die Therapie
immer komplexerer Erkrankungen mittels interventioneller Kardiologie bleibt die Restenose

ein Risiko.
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1.6 von Willebrand Faktor (VWF)

Der von Willebrand Faktor ist ein Glycoprotein und wurde von Zimmerman 1971 isoliert
(Zimmermann et al., 1971).
Man findet ihn zirkulierend im Plasma, in den alpha-Granula der Thrombozyten und in der

subendothelialen Matrix, dort auch gespeichert in Weibel-Korperchen.

Der VWEF existiert in einer Reihe von Multimeren unterschiedlicher molekularer Grolie,
welche aus identischen Untereinheiten von ca. 250 kDA zusammengesetzt sind. Die

Untereinheiten sind durch Disulfidbriicken miteinander verbunden.

Die maximale Anzahl von Untereinheiten in den groRten Multimeren erreicht 50 bis 100. Die
molekulare Masse reicht von ungefahr 500 kDA der kleinsten Einheit, eines Dimers, bis zu
mehreren Tausend kDa des groRten Molekdls (Peret et al., 1979; Ruggeri et al., 1981; Dent et
al., 1991).

Die GroRe des reifen vVWF Multimers scheint, abhangig von der anatomischen Lokalisation
des Molekiils, zu variieren. Die grofiten Multimere mit dem hdchsten thrombogenen Potential
befinden sich in den Zellen, das heilt also in den Endothelzellen und in den alpha-Granula der
Thrombozyten, und nicht im Plasma (Sporn et al., 1986). Dies impliziert, dass die kleineren
Multimere erst bei oder nach der Sekretion aus endothelialen Zellen erzeugt werden.

Die Hauptursache, wenn nicht sogar die einzige, fur die Verkleinerung der groRen vVWF
Multimere im Plasma ist die proteolytische Spaltung der Untereinheiten durch eine
Metalloproteinase an der Bindungsstelle zwischen Tyr842 und Met843 (Furlan et al., 1996;

Tsai et al., 1996).
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Die Wirkung dieses Enzyms wird in vivo durch abscherende Krafte gefordert, welche die
dreidimensionale Form des VWF verdndern und so die Bindungsstelle freilegen (Tsai et al.,
1996).

In den Endothelzellen steuert der VWF nicht nur die Formation seiner eigenen
Speichergranula, den Weibel-Korperchen, sondern steuert dariiber hinaus die Speicherung

anderer Proteine, wie z.B. P-Selektin, in diesen Granula (Denis CV, 2002).
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16.1 Funktionen des VWF

Er besitzt 3 wesentliche Funktionen in der Hamostase:

1. Forderung der Thrombozytenadh&sion an Stellen, an denen die Gefallwand verletzt ist.
2. Forderung der Thrombozytenaggregation wahrend des Thrombuswachstums.
3. Er ist der Trager fir den Gerinnungsfaktor VIII im Plasma und verlangert die Lebenszeit

dieses Faktors im Plasma.

Die Hauptaufgabe des VWF besteht in der Einleitung der Adhé&sion von zirkulierenden
Thrombozyten an der verletzten GefaBwand. Eine Verletzung des Endothels flhrt zu einer
Freisetzung des VWF aus den Weibel-Korperchen und ermdglicht so die Bindung dessen an
subendotheliales Bindegewebe, vor allem an Kollagen. Der vVWF wird immobilisiert und seine
Bindungsstellen fir Thrombozyten freigelegt. Die hohe Affinitat des thrombozytaren vVWF-
Rezeptors, des Glykoproteins Ib/V/IX (siehe Abbildung 2) zu seinem Liganden ermdglicht
die erste Adhasion der Plattchen, ein Rollen auf der Gefalwand (Kontaktphase) (Savage et

al., 1998).

Dieser initiale Schritt der ThrombozytengefdBwandinteraktion kann bei hohem Scherstress,
wie er unter anderem auf der Oberflache der das Lumen bereits teilweise okkludierenden
Koronarthromben vorliegt, durch keine andere Interaktion ersetzt werden, wie in der Studie

von Frederickson et al gezeigt werden konnte (Fredrickson et al., 1998).

Auch die hereditéren Erkrankungen, die mit einer erhohten Blutungsneigung einhergehen, bei

Mangel oder Stérung des VWF (von Willebrand-Jérgens-Syndrom) oder bei der Stérung des
18



VWEF-Rezeptors (Bernard-Soullier-Syndrom) unterstreichen die enorme Bedeutung dieser

Interaktion (Nurden et al., 1999).

Bindungsstellen fir
Thrombin

Ristocetin

von Willebrand Faktor

GPIbo

GPV
GPIX
N-terminal S-S S-S
GPIbp3
Membran
C-terminal
Aktin bindende Proteinbindungsstelle
Abbildung 2: Struktur des Glycoprotein Ib-V-IX Rezeptors (VWF Rezeptor)

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass sich unter dem Einfluss von hohem Scherstress
die VWF-Multimere zu gestreckten linearen Molekilen entfalten (Siedlecki et al., 1996).

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass auch im Plasma zirkulierender VWF eine
neu erkannte Rolle bei der Adhé&sion spielt. Versuche ergaben, dass VWF, geldst im Plasma,

sich fur kurze Zeit an bereits gebundenen VWF binden kann und so auch wiederum die
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Plattchenadhasion vermitteln kann. Diese Selbstanordnung von VWF-Multimeren an der
verletzten Gefallwand konnte ein wichtiger Faktor sein, der die Adhasion von Thrombozyten
an der Gefalwand entgegen der hamodynamischen Krafte ermoglicht und somit auch das
Thrombuswachstum fordert (Savage et al., 2002).

Die  dauerhafte  Adh&sion  (Stabilisierungsphase)  wird  durch  thrombozytére
Kollagenrezeptoren wie GP la/lla oder GP VI, den Fibronektin- und den Lamininrezeptor,
vermittelt. Erstere leiten wiederum zusétzlich die Aktivierung und Formverénderung der
Thrombozyten ein (Moroi et al., 1997).

Freigesetztes Thromboxan A2 und ADP fordern die auto- und parakrin bereits in Gang
gesetzte Aktivierung (auch durch Sekretion der u.a. VWF enthaltenden alpha-Granula), was
die Aggregation einleitet. Der thrombozytére Fibrinogenrezeptor GP Ilb/Illa wird in einen
fibrinogen-bindenden Zustand Uberfuhrt und daraus resultiert die Vernetzung der
Thrombozyten tber Fibrinogenbriicken (Gawaz et al., 1991). Der aktivierte GPlla/lllb kann
auch VWF binden, was besonders bei hohem Scherstress eine wichtige Rolle spielt (Ruggeri
et al., 1999). Die Bindung von Fibrinogen und VWF an den GP lla/llla-Rezeptor flhrt zu
weiteren Aktivierungsschritten (outside-in signaling) und leitet die irreversible Aggregation
ein. Wie unentbehrlich dieser Rezeptor flr die Blutgerinnung ist, wird dadurch klar, dass eine
genetische Storung eine der beiden Untereinheiten zu erhohten Blutungsneigungen fuhrt

(Thrombasthenie Glanzmann).

An diese primdre Hdmostase schlief3t sich die sekunddre H&mostase an, die vor allem durch
die Bildung von mechanisch stabilem Fibrin gekennzeichnet ist. Diese wird durch
enzymatisch aktives Thrombin vermittelt, welches aus Fibrinogen niedermolekulare Peptide
abspaltet. Es bilden sich so Fibrinmonomere, die durch die Wirkung des Faktor XII1 (aktiviert
durch Thrombin) kovalente Bindungen untereinander eingehen. Inaktives Prothrombin wird

durch eine Enzymaktivierung in aktives Thrombin tberfiihrt.
20



Der VWEF spielt eine immens wichtige Rolle bei der Regulierung der Aktivitat des Faktor V1II
(Kaufman et al., 1999). Beide liegen im Plasma als Komplex vor. Der vVWF stabilisiert den
Faktor VIl bei der Sekretion aus der Zelle und schiitzt ihn vor der durch Faktor Xa und
aktiviertem Protein C vermittelten Spaltung (Wise et al., 1991, Koedam et al., 1988). Des
Weiteren verhindert er die Bindung des Faktor VIII an Phospholipide und aktivierte

Thrombozyten (Nesheim et al., 1991).

Subendothel
.. vWEF
Adhasion WE | outside inside
GPI-IX-V a signaling
TxA, 1\ -
TxA,
GP llb/llla

Aggregation Fg (Region R6D)

ADP
ADP)
ADP
Abbildung 3: Funktionen des VWF bei der Hamostase

Obwohl hier der Einfluss des VWF auf die Thrombozyten, welche wiederum eine zentrale
Rolle bei der arteriellen Thrombose spielen, deutlich wird, ist der Einfluss des VWF bei der
Pathogenese thrombotischer Erkrankung weniger Klar. In mehreren Studien wurde von einem
Zusammenhang zwischen dem vWF und koronaren Herzerkrankungen berichtet. Studien von
Nichols et al 1990 und 1993 mit Tiermodellen mit vVWF Erkrankung, in denen die VWF

Plasmakonzentration stark erniedrigt war, zeigten, dass VWF notig ist, um die Formation eines
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okkludierenden Koronarthrombus zu erzeugen (Nichols et al., 1990; Nichols et al., 1993). In
mindestens zwei unabhédngigen Studien wurde von einem Zusammenhang zwischen erhéhten
Konzentrationen des VWF im Plasma und ischdmischer Herzerkrankung berichtet. (Meade et
al., 1994; Rumley et al., 1999). Des Weiteren wurden erhohte vVWF-Plasmakonzentrationen
auch mit erhohter Sterblichkeit nach Herzinfarkt, mit Reinfarkt und erhohter Sterblichkeit bei
Uberlebenden eines Herzinfarktes in Verbindung gebracht (Jansson et al., 1991, Thompson et
al., 1995).

Die Signifikanz des VWF bei der Entstehung einer Restenose oder Thrombose nach einem
koronaren Eingriff wird durch eine Studie wvon Kageyama verdeutlicht. Nach
Endothelverletzung durch Ballondilatation wurde durch die Gabe von AfvWF-2, einem
monoklonalen Antikdrper gegen menschlichen vWF, die Anlagerung von adhésiven Proteinen
wie auch die Formation eines organisierten Thrombus und folglich auch die Bildung einer
Neointima verhindert (Kageyama et al., 2000). Recchia et al zeigten in Studien mit
hypercholestoroldmischen Schweinen, dass der Grad der Restenose bei L&sionen, die einen
Thrombus enthalten, wesentlich groRer war, als bei denen, die keinen enthielten (Recchia et
al., 1995). In einer weiteren Studie gab es klinische Beobachtungen, dass die Anwesenheit
eines angiographisch identifizierbaren Thrombus zum Zeitpunkt der angiographischen
Prozedur mit htheren Restenoseraten assoziiert war (Violaris et al., 1996).

Die Variabilitat der vWF Plasmakonzentrationen ist zu 75 % auf genetische und zu 25% auf
umweltbedingte Ursache zurlckzufiuhren (de Lange et al., 2001). Dieser starke genetische

Einfluss unterstreicht wie wichtig es ist, genetische Variablen weiter zu erforschen.

22



1.6.2 von Willebrand Faktor Gen

Das VWF-Gen ist mit einer Lange von 180kb sehr grof3. Es befindet sich am Ende des kurzen
Armes des Chromosom 12. Das Gen beinhaltet 52 Exons.

Die Expression des VWF- Gens ist auf Megakaryozyten und Endothelzellen beschrankt.
Prepro-vWF ist das cDNA Produkt der Translation, ein Vorl&uferpolypeptid, das aus 2813
Aminosaureresten besteht, mit einem 22 AS langen Signalpeptid. Das mit 741 AS-Resten
ungewohnlich groRBe Propeptid, bestehend aus den Doménen D1-D2, welches wahrend der
Biosynthese vom Muttermolekil abgespalten wird, ist identisch mit dem von Willebrand
Faktor Antigen Il. Die reife VWF Untereinheit beinhaltet 2050 Aminoséurenreste. (Titani et
al., 1986)

Der Aufbau des Prepro-vWF-Peptids und des VWEF ist der nachfolgenden Grafik zu

entnehmen.
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Abbildung 4: Aufbau des VWF. Dargestellt sind der Aufbau des Prepro-vWF mit den

Domaénen A-D und der des reifen VWF. Im endoplasmatischen Retikulum entstehen die tber
Disulfidbricken verbundenen Dimere. Disulfidbriicken, die zur Bildung von Multimeren
flhren, erscheinen erst spat im Absonderungsprozess. Es werden die zwei Rezeptoren flr die
Plattchenbindung gezeigt, GPIb und alphallb/beta3. Letztere enthalt die Integrin Tripeptid
Bindungsstelle (ArgGlyAsp). Andere interaktive molekulare Bereiche werden ebenso

dargestellt. Nach Sadler et al., 1998.
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Die Doménen, die an Matrix- und Plattcheninteraktionen beteiligt sind, wurden bereits
identifiziert. Die Doméne A3 spielt die wichtigste Rolle bei der Bindung von VWF an
Kollagen (Huizinga et al., 1997) und die Doméne Al bindet an das GP Ib des VWF-Rezeptors
der Thrombozyten (Miyata et al., 1999). Die Sequenz Arg-Gly-Asp, die den Resten 1744 bis
1746 im Carboxyl-Ende der C1 Doméne entspricht (Titani et al., 1986), reprasentiert die
wichtigste, wenn nicht sogar einzige Bindungsstelle fir GP alphallb/beta3 (Plow et al., 1984).
Die Bindungsstelle fir Faktor VIII liegt zwischen den Aminoséuren 1-272 auf der D’
Domane. Diese liegt am Amino-Ende und beinhaltet Disulfidbriicken zwischen den Ketten,

welche anscheinend fur die Bindung von Faktor V111 essentiell sind (Foster et al., 1987).

In Studien von Keightley et al 1999 und Harvey et al 2000, wurden 4 SNP’s im VWF
Promotergen identifiziert: -1793G/C, -1234C/T, -1185A/G und -1051G/A, welche sich in
zwei bestimmte Haplotypen aufspalten: -1793G/-1234C/-1185A/-1051G (Haplotyp 1) und
-1793C/-1234T/-1185G/-1051A (Haplotyp 2) (Keightley et al., 1999; Harvey et al., 2000). Es
wurde eine signifikante Beziehung zwischen dem Promoter Genotyp und der Konzentration
von Plasma-vWF-Ag festgestellt. Personen die homozygot fiir den Haplotyp 1 waren, hatten
die hochsten Plasma-vWF-Ag Konzentrationen, wahrend Personen die homozygot fur den
Haplotyp 2 waren, die geringsten Plasma-vWF-Ag-Konzentrationen aufwiesen. Die
Maoglichkeit, dass diese Variationen der Nucleotide direkt die Promoterfunktion und so auch
die Hohe des zirkulierenden vVWF im Plasma beeinflussen konnte, wird dadurch gestarkt, dass
nukleare Proteine abhdngig vom Genotyp unterschiedlich an 3 dieser Loci (-1793, -1234, -

1051) binden.

Aufgrund der Assoziation zwischen Personen mit dem Genotyp GG/CC/AA/GG und erhdhten

VWEF Plasmaspiegeln, stellten wir die Hypothese auf, dass das VWF -1051G Allel mit einer
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erhdhten Rate an Komplikationen nach koronarer Stentimplantation einhergehen konnte.

Insbesondere lag unser Augenmerk hier auf der subakuten Stentthrombose und Restenose.
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2. Methoden

2.1 Patienten und DNA-Extraktion

Es wurde bei allen Patienten mit symptomatischer koronarer Herzerkrankung, die in die
Studie eingeschlossen waren, eine koronare Stentimplantation im Deutschen Herzzentrum
Minchen oder in der 1. Medizinischen Klinik, Klinikum rechts der Isar der Technischen
Universitat Munchen durchgefiihrt. Bei diesen 1850 konsekutiven Patienten wurde der vVWF -
1051 A/G Genotyp bestimmt.

Alle teilnehmenden Patienten waren zuvor Uber die Studie aufgeklart worden und hatten
dieser schriftlich zugestimmt. Das Studienprotokoll war von der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der TUM genehmigt worden. Die Stentimplantation erfolgte in der

ublichen Art und Weise. Es wurden verschiedene Stenttypen verwendet.

Vor der Herzkatheteruntersuchung wurde den Patienten aus der arteriellen Schleuse EDTA-
Blut entnommen und bei -21° eingefroren. Aus 200ul Vollblut wurde mit Hilfe kommerziell
erwerblicher Kits (QlAamp Blood Kit, Quiagen, Hilden oder High Pure PCR Template
Preparation Kit, Roche Diagnostics, Mannheim) die genomische DNA aus Leukozyten
extrahiert. Dies geschah durch eine Reihe von Lyse-, Filtrations- und Ldsungsschritten. Die
reinen DNA-Proben wurden wiederum bei -21° eingefroren und standen so fiir eine Vielzahl

von Genotypisierungsexperimenten zur Verfligung.
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2.2 Antithrombotische Therapie

Vor der Stentimplantation erhielten alle Patienten 500 mg Aspirin i.v. sowie Heparin als
Bolus (15000 UE) mit anschlieBender Infusion tiber 12 Stunden (1000UE/Stunde).

Ein Teil der Patienten erhielt einen Heparinbolus (7500 UE) und zusatzlich den Ilb/llla-
Rezeptorantagonisten Reopro (Abciximab) als Bolus (0,25mg/kg Kdrpergewicht) unmittelbar
vor der Intervention mit anschlieBender Infusion uber 12 Stunden (10 pg/min). Die
postinterventionelle antithrombotische Therapie bestand aus der taglichen Gabe von 2x 250
mg Tiklopidin (fur 4 Wochen) oder 1x 75 mg Clopidogrel (fir 4 Wochen) und von 2 x 100mg

Aspirin (unbegrenzt).
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2.3 Definitionen

Als Diabetiker wurden die Patienten eingestuft, wenn sie insulinpflichtig waren oder orale
Antidiabetika einnahmen. Entsprechend den Kriterien der WHO wurde diese Diagnose auch
fur diatetisch eingestellte Diabetiker vergeben bei positivem Glukosetoleranztest und/oder
wenn wahrend des Klinikaufenthaltes bei zwei stressfreien Blutentnahmen (niichtern) erhdhte
Blutzuckerwerte (>140mg/dl) festgestellt worden waren (World Health Organisation Study
Group, 1985). Als Raucher galten die Patienten, die wéhrend der letzten 6 Monate regelméaRig
rauchten. Bei systolischen Blutdruckwerten > 140mm Hg und/oder diastolischen
Blutdruckwerten > 90 mm Hg bei mindestens zwei Messungen wurde eine arterielle
Hypertonie diagnostiziert (Guidelines Subcommittee, 1999). Eine Hypercholesterindmie lag
bei einer Serumkonzentration von nichtern > 240mg/dl vor. Ein durchgemachter
Myokardinfarkt (MI) wurde durch die charakteristischen Veranderungen im 12- Kanal EKG
diagnostiziert. Die Diagnose eines akuten MI wurde bei anhaltenden thorakalen Schmerzen
(<30 min), verbunden mit einem Anstieg der Herzenzyme auf mindestens das Zweifache des
oberen Normwertes und ST-Hebungen (> 2mm) in zwei benachbarten EKG-Ableitungen

gestellt.

Eine dringliche Revaskularisierung des Zielgefdles war eine PTCA (mit oder ohne
Stentimplantation) oder Bypass-OP wéhrend der ersten 30 Tage nach Stentimplantation. Die
Diagnose einer ,,subakuten Stentthrombose* wurde angiographisch (Nachweis eines TIMI-
Flusses Grad 1 oder Grad 0) wéhrend der ersten 30 Tage nach Intervention gestellt. Die
quantitativen Analysen der Angiographiefilme erfolgten auf einem separaten Computersystem
(CMS, Medis Medical Imaging Systems, Niederlande). Die folgenden Messwerte wurden fiir
jedes behandelte Gefalisegment erhoben: minimaler Lumendurchmesser der Stenose vor

Intervention,  Stenoseldnge, maximaler  Durchmesser des Ballons, minimaler
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Lumendurchmesser innerhalb des Stents und Referenzdurchmesser nach Intervention. Die
qualitative Beurteilung der Lasion wurde nach dem modifizierten Klassifikationssystem des
American College of Cardiology und der American Heart Association vorgenommen (Ryan et
al., 1988). Die Gefallasionen vom Typ B2 und Typ C wurden als komplexe L&sionen
bewertet. Als angiographische Restenose wurde eine Durchmesserstenose von groRer oder

gleich 50% bei der Kontrollangiographie definiert.
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2.4 Studienendpunkte

Primédrer Endpunkt der Studie war das Auftreten thrombotischer Ereignisse (Tod,
Myokardinfarkt, dringliche Revaskularisierung) innerhalb der ersten 30 Tage nach
Intervention.

Sekundarer Endpunkt war das Auftreten einer Restenose entweder als angiographische
Restenose zum Zeitpunkt der Kontrollangiographie 6 Monate nach der Intervention (> 50%
Durchmesserstenose) oder als eine klinische Restenose (Revaskularisierung des behandelten
Gefalles innerhalb des ersten Jahres nach der Intervention aufgrund erneuter Angina pectoris
Symptomatik).

Analysiert wurde auch das Risiko fir Tod und Myokardinfarkt wéhrend des ersten Jahres

nach Stentimplantation.
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2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Methoden zur Genotypisierung beruhen auf der Polymerasekettenreaktion (PCR). Durch
die PCR ist es moglich einen bestimmten Abschnitt der DNA (Amplikon) zu vervielfaltigen.
Es handelt sich um ein zyklisches Verfahren, bei dem sich die Anzahl der Kopien bei jedem
Zyklus verdoppelt und es so zu einem exponentiellen Anstieg der DNA-Kopien kommt.

Zunéchst kommt es durch Erhitzen der DNA auf eine Temperatur von 95° in dem PCR-Gerét
(Thermocycler) zu einer Trennung der beiden DNA-Strdnge. Dann wird die Temperatur
soweit heruntergefahren, dass sich die vorher ausgewahlten Primer (Oligonukleotide von in
der Regel 15-20 Basen Lé&nge) spezifisch an die Enden des zu vervielféltigenden DNA-
Segmentes anlagern (Annealing). Die Tag- (DNA-) Polymerase katalysiert die VVerlangerung

der Primer, wobei die in geeigneten Puffer geldsten Nucleotide (ANTPs) als Bausteine dienen.
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2.6 Restriktionsenzymanalyse zur vVWF -1051G/A Genotypisierung

Zunéchst wurde bei 100 gesunden Spendern (Klinik- und Labormitarbeiter) mit Hilfe der
PCR und einer Restriktionsenzymanalyse der VWF -1051G/A bestimmt. Diese ,,Standard-,,
DNA Proben der beiden homozygoten Genotypen (in diesem Fall -1051GG und -1051AA)
wurden fur das anschlielende TagMan-Verfahren bendtigt.

Aus der Promoterregion wurde ein 285 Basenpaare (bp) groRer DNA-Abschnitt mit den
ausgewdhlten Primern amplifiziert. Tabelle 1 enthdlt die Sequenzen der Primer. Fir diese
“einfache” PCR wurden als Thermocycler “Primus 96 plus” oder “GeneAmp PCR System
9600 benutzt. Wir verwendeten folgendes Temperaturprotokoll: 2 min 95°C (DNA-
Denaturierung), 1 min Anlagerungstemperatur (erhoht auf 64°), 35 x (1 min 95° gefolgt von 1
min Anlagerungstemperatur (64°)), 7 min 72°C (Temperaturoptimum der TagPolymerase zur
Komplettierung der DNA-Strange). Tabelle 2 zeigt die Zusammensetzung dieses

Reaktionsansatzes.
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Tabelle 1:  Primersequenzen fur die Amplifikation der 285 bp grofien, die polymorphe

Base beinhaltenden, DNA-Sequenz des VWF Gens

Primersequenzen

1 (VWF11) 5 TCC CAA AGT GCT GGG ATT ACA 3

2 (VWF12) 5GCAGAATCAGCATGAGAC AGT AGAAT

Tabelle 2:  PCR-Ansatz fur die Genotypisierung des VWF -1051G/A Polymorphismus

Bestandteile Menge
H.O (deionisiert) 144 ul
10xPCR-Puffer (Quiagen) 2,0 ul
10mM dNTP-Mix (Gibco) 0,4 ul
Primer vVWF11 (10puM) 0,4 ul
Primer vVWF12 (10puM) 0,4 ul
Tag-Pol (Quiagen) 0,4 ul
DNA-Probe 2,0 ul
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Jedes Experiment enthielt eine Negativkontrolle, um eine Kontamination mit fremder DNA
auszuschlieRen. Daflr wurde anstatt der DNA-Probe Wasser zu dem beschriebenen
Reaktionsansatz hinzugefugt. Nach Abschluss der PCR und Entnahme der Proben aus dem
Thermocycler wurde der Restriktionsenzymverdau mit der Restriktionsendonuklease Hsp 9211
durchgefuhrt. Hsp 92 Il verdaute das -1051A spezifische PCR-Produkt in 3 Fragmente von
149bp, 101 bp und 35 bp und das -1051G spezifische Produkt in 2 Fragmente von 149bp und
136 bp.

Die Identifizierung der Fragmente erfolgte durch Elektrophorese auf einem Polyacrylamidgel.
Dafur wurden 5pl des verdauten Amplifikates mit 2,5ul 5fach konzentrierter Ficoll-Losung
gemischt und auf ein 6% Polyacrylamidgel geladen. Um ein Mal} fir die GroRe der
entstandenen Fragmente zu erhalten, wurde 1pl Molekulargewichtsmarker VI mit 9ul Aqua
destillata und 2,5 pl 5fach konzentrierter Ficoll-Losung neben den zu untersuchenden Proben
aufgetragen. Der verwendete Laufpuffer bestand aus 45 ml 10xTBE-Puffer verdinnt mit
955ml Wasser. Die Auftrennung erfolgte bei 100 V fur 40 min. Nach abgeschlossener
Elektrophorese wurden durch die Anfarbung mit Ethidiumbromid und 312nm UV-
Bestrahlung die entstandenen Bahnen sichtbar gemacht. Die Photodokumentation der Gele

erfolgte mit einem digitalen System (Gelprint 2000, MWG-Biotech).
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2.7 TagMan-Verfahren

Die Methodik dieses Verfahrens basiert auf dem 5 Nuklease Assay (Livak, 1999). Fir die
Genotypisierung eines diallelen Polymorphismus sind ein Primerpaar und zwei fiur die beiden
Allele spezifische fluorogene DNA-Sonden notig. Die Sonden sind zum DNA-Abschnitt um
die polymorphe Stelle komplementére Oligonukleotide, die mit zwei verschiedenen
Floureszenzfarbstoffen (Reporterfarbstoff am 5°Ende und Quencherfarbstoff am 3 Ende)
markiert sind. Die Reporterfarbstoffe, mit der die beiden allelspezifischen Sonden markiert
sind, sind unterschiedlich. Die Nahe des Quencher-Farbstoffs zum Reporter-Farbstoff
verringert die Fluoreszenz des letzteren. Wahrend einer PCR wird nun die an einen DNA-
Strang innerhalb des Amplikons gebundene fluorogene Sonde durch die 5 Nuklease-Aktivitat
der TagDNAPolymerase geschnitten und dabei zerstort. Dies fuhrt zur raumlichen Trennung
der beiden Farbstoffe und damit zu einer Erh6hung der Fluoreszenzintensitat des Reporter-
Farbstoffs. Die Bestimmung des Genotyps erfolgt durch die Auswertung der allelspezifischen

Fluoreszenzsignale.
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Abbildung 6: Grundlegendes Prinzip des TagMan-Verfahrens. Wahrend der PCR

werden die sich zuvor angelagerten Sonden abgespalten, was zur rdumlichen Trennung von

Reporter- und Quencherfarbstoff und damit zu einem allelspezifischen Signal flihrt.
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2.8 Bestimmung des VWF -1051G/A Genotyps mittels TagMan —Verfahren

Die A Allel Sonde war mit dem Reporterfarbstoff FAM (6-Carboxyfluoreszin) und die G
Allel Sonde mit dem Reporter VIC (PE Biosystems, Patent ausstehend) am 5"Ende markiert.
Das 3'Ende der Sonden trug jeweils den Quencherfarbstoff TAMRA (6-
Carboxytetramethylrhodamin). Mit Hilfe der Primer Express Software (PE Biosystems,
Weiterstadt) wurden die notigen Primer und markierten Sonden ausgewahlt. Die verwendeten
Primer und Sonden sind in den Tabellen 3 und 4 aufgelistet, sie wurden von Applied
Biosystems bezogen.

Die Tabelle 5 zeigt die Bestandteile des Reaktionsmix, mit dem der TagMan Assay zur

Bestimmung des VWF -1051G/A Polymorphismus durchgefiihrt wurde.
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Tabelle 3:  Nukleotidsequenzen der Primer fir den vVWF -1051G/A TagMan Assay

Primersequenzen

Vorwartsprimer 5TCC CAAAGT GCT GGG ATTACA Y

Ruckwaértsprimer 5GCAGAATCAGCATGAGAC AGT AGAAT

Tabelle 4:  Nukleotidsequenzen der Sonden fur den VWF -1051G/A TagMan Assay

Sequenzen der Sonden

Allel G (FAM) 5ACC ACCATGCCCGGCCC3I *

Allel A (VIC) 5ACC ACCGTGCCCGGCCC3 *

*Polymorphe Basen in fetter kursiver Schrift

Tabelle 5: Bestandteile des Reaktionsmix

Bestandteile Menge
H,O (deionisiert) 790ul
Universal Master Mix 1100ul
Vorwarts (Forward) Primer (20uM) 33ul
Ruckwarts (Reverse) Primer (20 uM) 33ul
FAM-markierte Sonde (10uM) 22l

VIC-markierte Sonde (10uM) 22l




Fur den Reaktionsansatz wurde eine 96 Loch (Well-) Platte verwendet. Die ersten 8 Wells
enthielten zur Kontrolle 20pl Reaktionsmix plus 2ul Wasser (Kontrollen), jeweils 8 Wells
enthielten 20pl Reaktionsmix und 2ul DNA von homozygoten Trégern der beiden Allele
(DNA-Standards) und die letzten 72 Wells enthielten die 20ul Reaktionsmix und 2ul DNA
mit unbekannten Genotyp. So war es moglich, 72 DNA-Proben gleichzeitig zu analysieren.
Fiir die Reaktion wurden die Thermocycler ,,GeneAmp PCR System 9600%, ,,GeneAmp PCR
System 9700 oder ,,ABI Prism 7700 Sequenz Detection System* benutzt. Das PCR Protokoll
bestand aus folgenden Schritten: 50° fir 2 Minuten, 95° fir 10 Minuten, gefolgt von 40
Zyklen der Denaturierung bei 95° fur 15 Sekunden und des Annealings bei 64° fir eine
Minute. Die Analyse der Proben erfolgte mit Hilfe des ,,ABI Prism 7700 Sequenz Detection
System®. Fiir jeden der drei Genotypen des VWF -1051G/A Polymorphismus wird das
charakteristische Fluoreszenzspektrum aufgezeichnet und weiterverarbeitet (homozygot
1051GG, heterozygot -1051 GA, homozygot -0151AA). Das Ergebnis liegt dann in Form
eines Diagramms vor. Ein isolierter Anstieg von FAM oder VIC Fluoreszenz war
charakteristisch fir G bzw. T Allel Homozygotie. Ein Anstieg beider Signale wies auf

Heterozygotie der untersuchten DNA hin.

Die klinischen und die angiographischen Daten der Patienten waren mir zum Zeitpunkt der

Genotypisierung nicht bekannt. Jede fiinfte Bestimmung wurde mit Hilfe getrennt isolierter

DNA wiederholt.
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2.9 Materialien und Gerate

Gerate

PCR-Thermocycler:

-Authorized thermal Cycler for PCR
-primus 96 Plus

-GeneAmp PCR System 9600
-GeneAmp PCR System 9700

-ABI Prism 7700 Sequenz Detection System

Spannungsquelle:

-Power N Pac 300

Elektrophorese-Kammer:

-Xcell 11

Zentrifugen:
-Zentrifuge CR3-12
-Zentrifuge A 14

-Biofuge fresco

Mixer:

-\Vortexer

-Thermomixer comfort

Hybaid, Heidelberg
MWG-Biotech, Ebersberg
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt

Applied Biosystems, Weiterstadt

Bio-Rad, Miinchen

Novex, Karlsruhe

Jouan, ST. Herblain, Frankreich
Jouan, ST. Herblain, Frankreich

Herraeus Instruments, Hanau

Genio2TM Bender&Obein AGV Zirich,
Schweiz

Eppendorf, Hamburg
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Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

DNA-Isolierung:
-QlAamp DNA Blood Mini Kit

-High Pure PCR Template Preparation Kit

Enzyme:
-TagMan Universal PCR Master Mix
-Tag-Pol

-Restriktionsendonuklease Hsp 92 II

Gel:

-6 % Polyacrylamidgel

PCR-GefaRe:
-PCR Tubes, 0,5 ml ultradiinn
-MicroAmpR Optical 96-Well Reaction Plate

-MicroAmpR Optical Caps (8 Caps/Strip)

Sonstiges:

-Molekulargewichtsmarker VIII

Qiagen GmbH, Hilden

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Applied Biosystems, Weiterstadt
Qiagen GmbH, Hilden

MBI Fermantas, st. Leon-Rot

Novex, Karlsruhe

Eppendorf, Hamburg
Applied Biosystems, Weiterstadt

Applied Biosystems, Weiterstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Primer und Sonden fiir das TagMan-Verfahren wurden von Applied Biosystems bezogen.

Puffer und Ldsungen
PCR-Puffer:

-10xPCR-Puffer

Qiagen GmbH, Hilden
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Desoxyribonukleotidlésung (10mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP):

-GeneAMPR

Ethidiumbromidldsung (1%):
-1 g Ethidiumbromid and 100ml aqua dust.
Ladepuffer fiir Gelelektrophorese:

-10mM TBE-Puffer

Gibco BRL, Karlsruhe

Sera, Mannheim

Gibco BRL, Karlsruhe
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2.10 Statistik

In den Hauptanalysen wurden jeweils die Ereignisse der Patienten mit den 3 Genotypen (AA,
AG, GG) miteinander verglichen.

Diskrete Variablen wurden entweder als Zahl oder als Prozentanteil (%) angegeben und
mittels Chi-Quadrat oder exaktem Test nach Fischer verglichen. Kontinuierliche Variablen
wurden als Mittelwerte + Standardabweichung (+ S.D.) angegeben und mit einer
Varianzanalyse (ANOVA) fiir mehr als zwei Gruppen verglichen.

Mit dem Programm S-Plus, Version 4.0 Professional (Mathsoft, Inc., Seattle, WA) wurde die
statistische Auswertung durchgefuhrt. Als signifikant wurden P Werte unter 0,05

angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Eigenschaften der Patienten

Die VWF-1051A/G Genotypverteilung war: 795 (42,97%) AA, 800 (43,04%) AG und 255
(14,2%) GG. Die A Allel Frequenz betrug 64,6% und die G Allel Frequenz 35,4%. Die
Genotypverteilung entsprach dem Hardy-Weinberg-Gesetz (p=0,02). Die Daten sind

graphisch in Abbildung 7 dargestellt.

W255; 14%
7995; 43% AA
mAG
u GG
H800; 43%
Abbildung 7: Die Verteilung des -1051G/A Genotyps in der untersuchten

Patientenpopulation
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Die klinischen Eigenschaften der AA, AG und GG Patienten waren in vielerlei Hinsicht
miteinander vergleichbar (siehe Tabelle 6). Das Alter (63,22 + 10,40 vs. 62,59 + 9,92 vs.
63,61 + 9,23; P = 0,26) wie auch der Anteil an Frauen (20,8% vs. 21,8% vs. 20,4; P = 0,85),
an Patienten mit arterieller Hypertonie (68,7% vs. 68,9% vs. 63,5%; P = 0,25), an aktiven
Rauchern (29,4% vs. 32,6% vs. 29,4%; P = 0,34) und Patienten mit Hypercholesterindmie
(41,0%, vs. 43,5% vs. 46,3%; P = 0,29) unterschieden sich nicht signifikant zwischen den 3
Genotypen. Es gab einen leichten Trend dahin, dass die GG Patienten im Vergleich zu den
AG oder AA Patienten etwas hdufiger Diabetiker waren, jedoch ohne signifikanten
Unterschied (20,9% und 19,6% vs. 25,5%, P = 0,13). Eine instabile Angina pectoris war bei
den AA Patienten etwas haufiger aufgetreten als bei den AG oder GG Patienten, jedoch auch
ohne signifikanten Unterschied (26,8% und 27,2% vs. 32,9%; P = 0,14). Ein akuter
Myokardinfarkt lag bei 21,0 % der AA, bei 19,9% der A/G und 19% der GG Patienten vor (P
= 0,77). Der Anteil der Patienten mit durchgemachten Myokardinfarkt (27,9% vs. 25,2%, vs.
28,2%; P = 0,41), vorheriger PTCA (26,3% vs. 23,1 % vs. 23,5%; P = 0,31) oder
eingeschrankter linksventrikularer Funktion (30,8 % vs. 29,0% vs. 26,3%; P = 0,36) war bei
den 3 Genotypen &hnlich. Bei der Zahl der beteiligten Gefalie ergaben sich ebenfalls keine

signifikanten Unterschiede (P = 0,69).
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Tabelle 6:  Klinische Eigenschaften der Patienten

AA AG GG P
(n=795) (n=800) (n=255)

Alter (in Jahren) 63,22 +10,40 62,59+992 63,61+923 0,26
Frauen 20,8 21,8 20,4 0,85
Arterielle Hypertonie 68,7 68,9 63,5 0,25
Diabetes mellitus 20,9 19,6 25,5 0,13
Aktive Raucher 29,4 32,6 29,4 0,34
Hypercholesterindmie 41,0 43,5 46,3 0,29
Instabile Angina pectoris 26,8 27,2 32,9 0,14
Akuter Myokardinfarkt (MI) 21,0 19,9 19,2 0,77
Z.n. Myokardinfarkt 27,9 25,2 28,2 0,41
Z.n.PTCA 26,3 23,1 23,5 0,31
Z.n. Bypass-Operation 11,9 11,2 7,8 0,19
Eingeschrénkte linksventrikuldre 30,8 29,0 26,3 0,36
Funktion
Zahl der beteiligten Geféle 0,69

1 27,9 29,0 26,7

2 33,8 30,6 33,3

3 38,2 40,4 40,0

Alter ist als Mittelwert + S.D. angegeben, die anderen Daten als Anteil der Patienten in

Prozent



3.2 Eigenschaften der Lasionen und der Interventionen

Die Eigenschaften der L&sionen waren im Wesentlichen ausgeglichen zwischen den AA, AG
und GG Patienten verteilt. Die Verteilung der implantierten Stents auf die verschiedenen
Koronararterien zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den AA, AG und GG
Patienten (P = 0,68). Die Stentimplantation erfolgte aufgrund einer Restenose bei schon
vorher mit einem Stent versorgten Gefal} bei 26,3% der AA Patienten und somit etwas
héaufiger als bei den AG Patienten (23,5%). Bei den GG Patienten war dieser Anteil am
Geringsten (20,4%). Dies war jedoch ohne Signifikanz (P = 0,13). Komplexe Ldsionen
wurden in allen drei Gruppen gleich h&ufig behandelt (P = 0,54). Es gab einen leichten Trend
dahin, dass die AA Patienten haufiger chronische Okklusionen im Vergleich zu den AG und
den GG Patienten aufwiesen, ohne dass der Unterschied jedoch statistisch signifikant war
(7,67 % vs. 5,25 % und 5,88%; P = 0,13). Eine Reopro Therapie erhielten 20,6 % der AA,
18,2 % der AG und 21,2 % der GG Patienten (P = 0,40).

Auch bei den Interventionscharakteristika gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen

den 3 Genotypen.
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Tabelle 7:  Lasionsbezogene Charakteristika zum Zeitpunkt der Intervention

AA AG GG P

(n=795) (n=800) (n=255)

Lage des implantierten Stents 0,68
-Hauptstamm 1,13 2,00 0,78
-LAD 39,37 39,62 40,78
-LCx 19,50 19,50 22,75
-RCA 32,96 32,00 30,59
-Venengraft 7,04 6,88 5,10
Chronische Okklusionen 7,67 5,25 5,88 0,13
Komplexe L&sionen 75,50 73,40 76,1 0,54
Restenotische Léasionen 26,3 23,5 20,4 0,13
Reopro Therapie 20,6 18,2 21,2 0,40

Daten sind als Anteil der Patienten in Prozent angegeben
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Tabelle 8:  Eigenschaften der Intervention

AA AG GG P

(n=795) (n=800) (n=255)
Vor Stentimplantation
-Referenzdurchmesser (mm) 3,05+0,55 3,04+0,53 3,02+0,49 0,78
-Minimaler Lumendurchmesser 0,64+0,50 0,64+0,49 0,65+0,49 0,94
(mm)
-Ldasionslange (mm) 12,00+6,81 12,16+6,48 12,18+7,30 0,87
Wahrend Stentimplantation
-Verhaltnis von Ballon zu GefaR 1,07+0,09 1,07+0,10 1,08+0,10 0,44
-Maximaler Ballondruck (atu) 13,77+3,32 13,87+3,29 14,01+3,21 0,60
-Lange des gestenteten Gefalsegments 20,76+15,42 19,62+12,88 19,98+12,22 0,26
(mm)
Unmittelbar nach Stentimplantation
-Minimaler Lumendurchmesser (mm) 2,94+0,51 2,93+0,53 2,90+0,53 0,48

Daten sind als Mittelwerte + S.D. angegeben
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3.3 Akute und subakute thrombotische Ereignisse nach Stentimplantation

Die Inzidenz thrombotischer Ereignisse wéhrend der ersten 30 Tage nach Stentimplantation
zeigte allenfalls einen leichten Trend hin zu mehr Ereignissen in der Gruppe von Patienten
mit dem Genotyp AA (6,29% vs. 4,5% und 4,3%). Dieser Unterschied war allerdings ohne
Signifikanz (p=0,21). Die Mortalitat innerhalb der ersten 30 Tage war in der Gruppe der
Patienten mit AG im Vergleich zu denen mit AA oder GG hoher (1,38% vs. 0,75% und
0,00%) ohne jedoch signifikant zu sein (p=0,11). Die Rate des Myokardinfarktes war etwas
hoher bei den GG Patienten im Vergleich zu den AA und AG Patienten, was vor allem auf die
erhohte Rate der Q-Wellen Infarkte bei den GG Patienten zurlickzufiihren ist (1,96% vs.
1,13% und 0,5%), jedoch ohne Erreichen einer Signifikanz (p=0,10). Die Rate der dringlichen
Revaskularisierungen lag bei der Gruppe der Patienten mit AA bei 3,52% und somit hoher als
bei der Gruppe der Patienten mit GG (2,35%). Bei der Gruppe der Patienten mit AG war die

Rate am Geringsten (1,88%). Dies war jedoch ohne Signifikanz (p=0,12).
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Tabelle 9:  Kilinische Ereignisse innerhalb der ersten 30 Tage nach Stentimplantation

AA AG GG P
(n=795) (n=800) (n=255)
Tod 0,75 1,38 0,00 0,11
Myokardinfarkt 3,77 2,38 3,92 0,22
- Q-Welle 1,13 0,50 1,96 0,10
- nicht Q-Welle 2,64 1,88 1,96 0,55
Dringliche Revaskularisierung 3,52 1,88 2,35 0,12
Ein oder mehrere Ereignisse 6,29 4,50 4,31 0,21

Daten sind als Anteil der Patienten in Prozent angegeben
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3.4 Restenose

Bei 1556 Patienten (84% der urspriinglich eingeschlossenen Population, n = 1850) konnte
eine Kontrollangiographie 6 Monate nach Intervention in den Kliniken der Technischen
Universitat Minchen durchgefiihrt werden. Der Anteil von Patienten mit vollstandigen
angiographischen Daten unterschied sich nicht zwischen den drei Genotypgruppen (bei 84,1%
AA, 85% AG und 81,2 % der GG Patienten). Die quantitativen Ergebnisse der
Kontrollangiographie wie minimaler Lumendurchmesser, Lumenverlust sowie Verlustindex
waren vergleichbar zwischen den Gruppen der Patienten mit den Genotypen AA, AG und
GG.

Die angiographische Restenoserate 6 Monate nach der Stentimplantation betrug bei den AA
Patienten 33,9%, bei den AG Patienten 31,3% und bei den GG Patienten 35,3% (P=0,45).
Auch die klinische Restenoserate war bei den GG Patienten mit 23,95% hdéher als bei den AG
und den AA Patienten (19,85% und 20,38%), ohne jedoch signifikant zu sein. Dies ist in der

Abbildung 8 graphisch dargestellt.
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Tabelle 10:  Quantitative Parameter der Restenose

AA AG GG P
(n=669)  (n=680)  (n=207)
Minimaler Lumendurchmesser (mm) 1,72+0,93 1,77+0,94 1,65+0,87 0,22
Lumenverlust (mm) 1,23+0,85 1,17+0,85 1,23+0,79 0,45
Verlustindex (%) 0,57+0,41 0,55+0,44 0,58+0,40 0,52
Restenose (%) 33,9 31,3 35,3 0,45

Parameter sind als Mittelwerte + S.D. bzw. als Anteil der Patienten in Prozent angegeben

40% -

35% A
30% A
25% o OAA
20% A OAG
15% - BGG
10% A

5% A

0%

Angiographische Restenose Klinische Restenose
Abbildung 8: Angiographische und klinische Restenoserate bei den —1051AA, den

—1051AG und den —1051GG Patienten (klinische Restenose = RePTCA + ACVB)
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35 Langfristiger klinischer Verlauf (1 Jahr) nach Stentimplantation

Die Rate ein oder mehrerer klinischer Ereignisse nach Stentimplantation im langfristigen
klinischen Verlauf zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten der
unterschiedlichen Genotypen (p=0,5). Bei den Gruppen von Patienten mit den
unterschiedlichen Genotypen waren die Mortalitdtsrate und auch die Rate der

Revaskularisation der ZielgefaRe ahnlich.

Tabelle 11:  Klinische Ereignisse innerhalb eines Jahres nach Stentimplantation

Daten sind als Anteil der Patienten in Prozent angegeben

AA AG GG P

(n=795) (n=800) (n=255)

Tod 2,64 2,38 2,35 0,93
Myokardinfarkt 4,91 3,00 4,71 0,13
Revaskularisierung der Zielgefale 20,1 19,8 22,7 0,58
Ein oder mehrere Ereignisse 24,4 23,1 26,7 0,50
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4. Diskussion

In dieser Studie wurde der Einfluss des —1051vWF AG Polymorphismus auf den klinischen

und angiographischen Verlauf nach koronarer Stentimplantation untersucht.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigten keinerlei Assoziationen zwischen dem —-1051 GG
Genotyp in dem Promoter des VWF Gens und einem erhéhten Risiko einer thrombotischen
Frihkomplikation nach Stentimplantation. Hier ist zu sagen, dass es sogar eher einen leichten
Trend hin zu mehr Frihkomplikationen bei der Gruppe der Patienten mit dem Genotyp AA
gab, obwohl dies der Genotyp ist, bei dem man die niedrigsten VWF Plasmaspiegel erwartet
hatte. Auch die Restenoserate zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
unterschiedlichen Genotypen. Hier zeigte sich allenfalls ein leichter Trend hin zu héheren
Restenoseraten klinisch wie auch angiographisch bei der Gruppe der Patienten mit dem GG
Genotyp. Auch der 1-Jahres-Verlauf nach Stentimplantation liel} keinerlei Assoziationen

erkennen.

Da die Genese der Komplikationen nach Stentimplantation, wie thrombotische Ereignisse
oder Restenose, sehr komplex ist und nicht alle beteiligten Faktoren bisher identifiziert sind,

kann es sein, dass dieser Polymorphismus in seiner Auswirkung einfach zu gering ist.

Des Weiteren gibt es naturlich noch viele andere genetische Faktoren, deren Einfluss
eventuell wesentlich groRer ist. Die genetische Variable mit dem bekanntermal3en gréRten
Einfluss auf die verschiedenen VWF Plasmakonzentrationen ist die ABO Blutgruppe
(Orstavik et al., 1985). Patienten mit der Blutgruppe O haben durchschnittlich niedrigere vVWF

Konzentrationen im Plasma als Patienten mit anderen Blutgruppen (Shima et al., 1995).
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4.1 Thrombotische Frihkomplikationen

In dieser Studie konnten wir keinen signifikanten Einfluss des VWF —1051G/A Genotyps auf
die Inzidenz thrombotischer Frihkomplikationen (subakute Stentthrombose, Myokardinfarkt,
Tod, dringliche Revaskularisierung) finden.

Die Rate an Frihkomplikationen bei dem von uns untersuchten Patientenkollektiv war relativ
niedrig (das Auftreten eines oder mehrerer Ereignisse lag nur bei 5,2%). Dies koénnte ein
maoglicher Grund flr unser negatives Ergebnis bezlglich thrombotischer Frihkomplikationen
sein. Dies l&sst sich durch den systematischen Einsatz antithrombozytérer Medikamente bei
unseren Patienten erklaren. Durch eine kombinierte antithrombozytére Therapie (Aspirin und
Tiklopidin oder Clopidogrel ggf. erganzt durch einen GP Ilb/lll1a-Antagonisten wie Reopro),
welche die Thrombozytenfunktion stark unterdriickt (Gawaz et al., 1998), kann das Auftreten
von fruhen thrombotischen Ereignissen erheblich gesenkt werden, wie in zahlreichen Studien
bewiesen wurde (Schomig et al., 1996; Lefkovitis & Topol, 1997; The EPISTENT
Investigators, 1998). Es konnte sein, dass die konsequente antithrombozytére Therapie und
die dementsprechend niedrige Rate an thrombotischen Frihkomplikationen den
maoglicherweise nicht so stark ausgepréagten Einfluss des —1051G/A Genotyps nicht erkennen
l&sst.

In verschiedenen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass die Entwicklung einer
okkludierenden Koronarthrombose von der Funktion des VWF abh&ngt (Brinkhous et al.,
1991). AulRerdem gibt es Studien die zeigen konnten, dass erhéhte Konzentrationen des VWF
im Plasma mit kardiovaskuldren Erkrankungen, wie der ischdmischen Herzerkrankung,
assoziiert sind. In einer Studie von Hamsten et al 1986 wurden 116 mannliche und 32
weibliche Patienten, die einen Herzinfarkt tiberlebt hatten, nach 3-6 Monaten untersucht. Es
wurde nur bei den Frauen ein signifikant erhohter Spiegel des VWF im Plasma festgestellt

(Hamsten et al., 1986). Allerdings war der Anteil der untersuchten Frauen sehr gering, was
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diese Ergebnisse verfalschen konnte. In der Studie von Blann et al 1992 wurden 41 Patienten
nach Myokardinfarkt untersucht. Diese Studie zeigte, dass unabhéngig von Risikofaktoren,
die ihrerseits den VWF Spiegel im Plasma erh6hen wie Bluthochdruck, Hypercholesterolamie
und Rauchen, die VWF Plasmakonzentration bei den Uberlebenden eines Myokardinfarktes
erhoht war. Leider konnten diese Studien jedoch nicht zeigen, ob die erhohte
Plasmakonzentration zu dem primaren Myokardinfarkt beitrug oder nur eine Folge des
Infarktgeschehens war. Andere Studien haben aber gezeigt, dass prinzipiell erhbhte VWF
Spiegel im Plasma mit kardiovaskuldren Ereignissen assoziiert sind. In der Studie von Jansson
et al 1991 wurden 123 Patienten untersucht, die einen Herzinfarkt Gberlebt hatten. Der
Zeitraum der Observation lag bei knapp unter 5 Jahren. Es konnte gezeigt werden, dass hohe
Konzentrationen des VWF im Plasma im Zusammenhang mit einer erhéhten Rate von
Reinfarkt und Mortalitdt stehen (Jansson et al., 1991). Eine 10-Jahres Studie, die an
Uberlebenden eines Herzinfarktes durchgefiihrt wurde, bestatigte dieses Ergebnis. Auch hier
zeigte sich, dass kardiovaskulare Mortalitat mit erhohten VWF Spiegeln assoziiert ist (Jansson
et al., 1998). Und da der —1051 VWF GG Genotyp laut der Studie von Keightley et al 1999
mit erhohten Konzentrationen des VWF einhergeht, schien es uns moglich, dass G Allel
Tréagerschaft mit Thrombozytenaktivierung und Thromboseneigung assoziiert ist (Keightley
et al, 1999). Somit konnte der VWF -1052G/A Polymorphismus die Entwicklung
thrombotischer Komplikationen nach koronarer Stentimplantation beeinflussen. Diese

Hypothese  haben  wir aber mit der vorliegenden  Arbeit  widerlegt.
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4.2 Restenose

Als Risikofaktoren, die zur Ausbildung einer Restenose nach koronarer Stentimplantation
fihren, konnten neben Klinischen und prozeduralen Pradiktoren (u.a. die Implantation
mehrerer Stents, die Lange des behandelten Gefallabschnitts und Diabetes mellitus) auch
genetische Faktoren beschrieben werden (Kastrati et al., 1997; Kastrati et al., 1999; Kastrati et
al., 2000).

Die Neointimabildung beginnt immer mit einer Thrombusbildung an der verletzten
GefaBwand. Diese fuhrt zur Ausschuttung mehrerer Mitogene, wie den platelet-derived
growth factor (PDGF), und zur Fibrinformation und l6st so die Migration der glatten
Gefallmuskelzellen aus.

In einer Studie von Kageyama et al 2000 wurde die Auswirkung des AJVW-2, einem
Antikorper gegen VWF, welcher die Bindung von vVWF an den GPI/b-Rezeptor der Pléttchen
verhindert, an 36 Meerschweinchen untersucht. 13 Meerschweinchen bildeten die
Kontrollgruppe. Direkt nach der Verletzung der Karotis mittels Ballondilatation wurde 13
Tieren 0,6ml/kg AJVW-2 und 10 Tieren 1,8ml/kg AJVW-2 einmalig injiziert. Die
Kontrollgruppe bekam Saline injiziert. Die Studie zeigte, dass AJVW-2 signifikant die
Ablagerung der adhésiven Proteine Fibrinogen und vWF am verletzten Endothel reduziert und
die Bildung eines organisierten Thrombus verhindert, was wiederum einen Einfluss auf die
Bildung von Neointima hat (Kageyama et al., 2000). Studien von Nichols et al 1990 mit
Schweinen und 1993 mit Hunden zeigten, dass bei Tieren mit VWF Erkrankung, bei denen die
VWF Konzentration im Plasma stark reduziert war, die Bildung eines okkludierenden
Thrombus nach Endothelverletzung mittels Ballonkatheter verhindert wurde (Nichols et al.,
1990; Nichols et al 1993). Dieser ist wiederum aber nétig fur die Bildung einer Neointima

und somit einer Restenose.
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Der postulierte Einfluss des -1051G/A VvWF Polymorphismus auf die VvWF-
Plasmakonzentration konnte vermuten lassen, dass der Polymorphismus das Risiko einer
Restenose modifiziert. Trotz dieser Uberlegungen konnte in dieser Arbeit keine signifikante
Assoziation zwischen dem —1051G/A Polymorphismus und dem priméren Endpunkt der
Restenose gefunden werden.

Ein Grund hierfur konnte sein, dass die vorliegenden Daten, die enge Zusammenhénge
zwischen dem Vorhandensein eines funktionstiichtigen VWF und der Entstehung einer
Neointima nach Stentimplantation nahe legen, ausschliellich aus Tiermodellen stammen und
somit nicht direkt auf den Menschen Ubertragbar sind. Eine neuere Studie mit Pavianen
kommt sogar auf ein ganz anderes Ergebnis. Es konnte gezeigt werden, dass die Hemmung
der initialen Plattchenadhasion nach Stentimplantation durch Hemmung des VWF keinerlei
Auswirkung auf die Entstehung einer Neointima hat (de Meyer et al., 2007).

Ein weiterer Grund konnte eventuell darin liegen, dass unser Ergebnis durch die konsequente
antithrombozytére Therapie beeinflusst ist, welche die Thrombusformation schon erheblich
einschrankt und den an sich schon geringen Einfluss des —1051G/A vWF Polymorphismus
nicht erkennen l&sst.

Des Weiteren konnte noch keine Studie einen direkten Einfluss des vWF auf die
Proliferationsrate von SMC’s nachweisen, welche als zelluldres Substrat fur die

Restenosierung gelten (Grewe et al., 1997; Farb et al., 1997).
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4.3 Spatkomplikationen

Unter Spatkomplikationen verstehen wir in unserer Studie zum Einen thrombotische
Ereignisse, wie Myokardinfarkt und Tod und zum Anderen Restenosen, die zu einer
Revaskularisierung der Zielgefalle fiihrten. Der Zeitraum der Kontrolle war ein Jahr nach
Stentimplantation.

Thrombotische Ereignisse treten meist wéhrend der ersten Tage nach Stentimplantation auf.
Das Risiko dafir bleibt jedoch wahrend der ersten 30 Tage deutlich erhdht (Schiihlen et al.,
1998). Doch auch nach dem Absetzen der Thienopyridintherapie (Tiklopidin- bzw.
Clopidogrel) kann es im Bereich des mit dem Stent behandelten GeféRabschnittes zu
thrombotischen Vorgdngen kommen. Es besteht natirlich die Maoglichkeit, dass diese
Ereignisse auch auf thrombotische Vorgange in anderen Koronararterien und aulRerhalb der
behandelten Lasion beruhen. Die Revaskularisation der ZielgefaRe stellt ein Mafl fur die
Restenose dar.

Unsere Studie konnte auch hier keinen Einfluss des —1051G/A Polymorphismus auf das

Auftreten von Spatkomplikationen innerhalb eines Jahres nach Stentimplantation feststellen.
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4.4 Weitere Befunde zur Bedeutung des —-1051 G/A vWF Polymorphismus

Die zwei kanadischen Studien zeigten, dass der —1051vWF G Haplotyp, wie auch die
benachbarten -1793G, -1234C und -1185A mit erhohten Konzentrationen von VWF im
Plasma assoziiert sind (Keightley et al., 1999; Harvey et al., 2000). In diesen Studien wurde
nur DNA von Spendern mit der Blutgruppe 0 verwendet. Die Blutgruppe wird auch mit
Variationen der VWF-Plasmakonzentration in Verbindung gebracht (Orstavik et al., 1985). In
einer Studie von Heywood et al 1997 wurde untersucht ob ein Zusammenhang zwischen
einem erhohten Risiko einer ischamischen Herzerkrankung und dem -1793 bzw. -1051 VWF
Polymorphismus besteht. In dieser Studie wurden 295 Patienten mit VVerdacht auf ischdmische
Herzerkrankung und 198 im Alter vergleichbare gesunde Patienten untersucht. Bei dieser
Studie, die, wie auch unsere, nicht nach Blutgruppen selektiert war, konnte keine Assoziation
zwischen Genotyp und VWF-Plasmakonzentration gefunden werden und auch kein
Zusammenhang zwischen Genotyp und Herzinfarktrisiko.

In der Studie von Di Bitondo et al 2001 wurden die Dimorphismen —1185G/A und —1051 A/G
auf einen Zusammenhang mit Myokardinfarkt hin untersucht (Di Bitondo et al., 2001). Es
wurden 525 Patienten mit akutem Myokardinfarkt wie auch 451 gesunde Patienten in der
Kontrollgruppe untersucht. Auch hier konnte kein Zusammenhang zwischen Genotyp —
1185GG und einem erhohten Herzinfarktrisiko festgestellt werden. Auch diese Studie war
nicht nach Blutgruppen selektiert.

In einer brasilianischen Studie von Simon et al 2003 wurde versucht, einen Zusammenhang
zwischen dem —1185A/G Polymorphismus und koronarer Herzerkrankung herzustellen Simon
et al., 2003). Es konnte weder eine Beziehung zwischen dem Polymorphismus und KHK noch
zwischen dem Polymorphismus und erhohten vWF Plasmakonzentrationen festgestellt

werden.
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Nun kann es sein, das auch in unserer Population keine Beziehung zwischen dem Promoter
Haplotyp und der VWF Konzentration im Plasma existiert.

Somit konnten weitere Studien Uber das Risiko von Komplikationen nach Stentimplantation
bei —1051G Haplotypen mit der Blutgruppe 0 zu anderen Ergebnissen flhren.

Es waére allerdings moglich, dass auch in unserer Population zwar ein Zusammenhang besteht,
dieser allerdings keinen oder nicht genug Einfluss auf die Entwicklung von Komplikationen
nach Stentimplantation hat.

Die in unserer Studie untersuchte Patientenpopulation war Uberwiegend europdischer
Herkunft. Die —1051 G Allel Frequenz lag in unserer Studie bei nur 35,4%. Eine Studie von
Simon et al 2002 untersuchte den —1185A/G Polymorphismus in zwei verschiedenen
brasilianischen ethnischen Gruppen (Simon et al., 2002). Ein Teil der Patientenpopulation war
afrobrasilianisch, der andere eurobrasilianisch. Die —1185A Allel Frequenz war mit 62% bei
der afrobrasilianischen Population deutlich hoher als bei der eurobrasilianischen (41%). Doch
obwohl die afrobrasilianische Patientengruppe hohere Plasmakonzentrationen von vVWF
aufwies, war dieser Unterschied nicht signifikant. Es konnte auch kein Zusammenhang
zwischen den —1185A/G Genotypen und den VWF Konzentrationen in Plasma festgestellt
werden. Trotzdem zeigte diese Studie die ethnischen Unterschiede in der Verteilung des
-1185 A/G Polymorphismus auf. Somit kénnte diese Studie in einer anderen ethnischen

Population mit hoherer —1051 G Allel Frequenz zu einem anderen Ergebnis fihren.
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4.5 Stellenwert unserer Ergebnisse

Wir konnten in unserer Studie Kkeinerlei Assoziation zwischen dem -1051G/A
Polymorphismus der Promoterregion des VWF und einem erhohten Risiko fiir thrombotische
Ereignisse oder Restenosen nach Stentimplantation feststellen.

Leider beinhaltet diese Arbeit keine eigenen Untersuchungen zu der vWF Konzentration im
Plasma. Somit wissen wir nicht, ob Gberhaupt der -1051 GG Genotyp in unserer Population
mit erhdhten Konzentrationen von VWF im Plasma assoziiert war. Auch unterschieden wir
nicht nach den unterschiedlichen Blutgruppen. Es ist sehr wahrscheinlich, dass der starke

genetische Einfluss der ABO Blutgruppe unser Ergebnis uberlagert.

Eine Kontrollangiographie konnte nur bei 84% der Patienten durchgefuhrt werden. Die
Analyse bezlglich der angiographischen Restenose konnte hierdurch verféalscht sein.
Allerdings unterschied sich der Anteil von Patienten mit dem GG Genotyp in der Gruppe mit
Kontrollangiographie nicht wesentlich von dem Anteil der Patienten mit dem GG Genotyp in
der Gruppe ohne Kontrollangiographie. Somit ist ein solcher Fehler eher unwahrscheinlich.
Aullerdem ist zu beachten, dass die VWF Konzentration auch bei Personen mit anderen
konventionellen Risikofaktoren fur koronare Herzerkrankungen wie zum Beispiel Diabetes,
Bluthochdruck, Hypercholesterindmie und Rauchen erhoht sein kann (Stirling et al., 1984;
Aillaud et al., 1986; Gill et al., 1987; Pottinger et al., 1989; Lipp & Blann, 1995). Die
Patienten unserer Studie weisen diese Risikofaktoren auf.

Des Weiteren beeinflussen andere Faktoren wie Alter oder Schwangerschaft die VWF
Plasmakonzentration (Aillaud et al., 1986; Stirling et al., 1984).

Durch die Einflhrung der drug eluting stents konnte die Rate der Restenosen drastisch
gesenkt werden. Hierbei werden bioaktive Stoffe, wie zum Beispiel Sirolimus, Paclitaxel oder

auch Zotarolimus, direkt vom Stent an die GefaBwand abgegeben. Diese greifen die
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proliferativen Prozesse an und somit die zelluldaren Mechanismen, die zur Ausbildung einer
Restenose fiihren. Durch die lokale Komponente kommt es gleichzeitig zu keiner
systemischen Intoxikation. Es ware sicherlich interessant herauszufinden, ob sich der Einfluss
der Konzentration des VWF auf die Entstehung thrombotischer Ereignisse oder die

Ausbildung von Stenosen hierdurch veréndert hat.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung des VWF -1051G/A
Polymorphismus fir den klinischen Verlauf nach koronarer Stentimplantation untersucht. Bei
der koronaren Herzerkrankung stellt die koronare Stentimplantation das am hé&ufigsten
verwendete interventionelle Therapieverfahren dar. Zu den Risiken dieses Verfahrens gehdren
das Auftreten von thrombotischen Ereignissen im Anschluss an die Intervention und die

Ausbildung einer Restenose.

Der VWF nimmt eine zentrale Stellung in der H&mostase ein. Er fordert die
Thrombozytenadhasion wie auch die Thrombozytenaggregation und ist Trager des
Gerinnungsfaktors VIII. Hohe VWF Konzentrationen im Plasma kdnnten mit einer héheren
Rate an Komplikationen nach koronarer Stentimplantation korreliern. Im vWF Gen wurden 4
SNP’s identifiziert: -1793G/C, -1234C/T, -1185A/G und -1051G/A, welche sich in 2
Haplotypen aufspalten. Fir den -1793G, -1234C, -1185A, -1051G, Haplotyp 1 wurden

erhdhte VWF Konzentrationen im Plasma nachgewiesen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des -1051G/A Polymorphismus auf den klinischen
Verlauf nach koronarer Stentimplantation zu untersuchen. Der VWF -1051G/A Genotyp
wurde bei 1850 konsekutiven Patienten mit koronarer Herzerkrankung und koronarer
Stentimplantation untersucht. Die Patienten wurden entweder in der 1. Med. Klinik, Klinikum
rechts der Isar oder im Deutschen Herzzentrum Munchen behandelt. Die DNA wurde aus
Vollblut extrahiert. Die Genotypisierung erfolgte durch PCR und Restriktionsenzymverdau
oder mit dem TagMan-Verfahren. Zur Kontrolle wurde eine zweite Genotypbestimmung bei

20 % der Patienten durchgefuhrt. Die klinischen Ereignisse (Tod, Myokardinfarkt und
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Revaskularisierung des ZielgefaRes) wurden dokumentiert. Bei 84 % der Patienten wurde eine

Kontrollangiographie 6 Monate nach Stentimplantation durchgefuhrt.

Primarer Endpunkt war das Auftreten thrombotischer Ereignisse (Tod, Myokardinfarkt,
dringliche Revaskularisierung) innerhalb der ersten 30 Tage nach Intervention. Sekundérer
Endpunkt war das Auftreten einer Restenose entweder als angiographische Restenose zum
Zeitpunkt der Kontrollangiographie 6 Monate nach der Intervention (> 50%
Durchmesserstenose) oder als klinische Restenose (Revaskularisierung des behandelten
Gefales innerhalb des ersten Jahres nach der Intervention aufgrund erneuter Angina pectoris
Symptomatik). Analysiert wurde auch das Risiko fur Tod und Myokardinfarkt wéahrend des

ersten Jahres nach Stentimplantation.

In dieser Studie konnten wir keinerlei Assoziationen zwischen dem -1051 GG Genotyp in
dem Promoter des VWF Gens und einem erhohten Risiko einer thrombotischen
Frihkomplikation nach Stentimplantation feststellen. Die Inzidenz thrombotischer Ereignisse
zeigte allenfalls sogar einen leichten Trend hin zu mehr Ereignissen bei der Gruppe mit dem

Genotyp AA (6,29% vs. 4,5% und 4,3%).

Auch die Restenoserate zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
unterschiedlichen Genotypen. Hier zeigte sich allenfalls ein leichter Trend hin zu einer
héheren klinischen (AA 20,38%; AG 19,85%, GG 23,95%) wie auch angiographischen (AA
33,9%, AG 31,3%, GG 35,3%) Restenoserate bei der Gruppe der Patienten mit dem GG

Genotyp. Dieser Unterschied war jedoch ohne Signifikanz.
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Zusammenfassend ergibt sich aus dieser Studie, dass der -1051 GG Genotyp des VWF Gens
kein negativer prognostischer Faktor fur den klinischen Verlauf wahrend der ersten 30 Tage

und innerhalb eines Jahres nach koronarer Stentimplantation ist.
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