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Referat

Bis heute ist die Koronare Herzerkrankung als karerManifestation der Atherosklerose fiihrende
Todesursache in Deutschland. Bereits vor dereniskler Manifestation findet sich eine
endotheliale Dysfunktion der koronararteriellen &afand. Diese ist insbesondere gekennzeichnet
durch eine verringerte Bioverflgbarkeit von Stickhonoxid (NO), was zur Anlagerung von
Lipoproteinen an das Endothel fiihrt. Die Expression pro-inflammatorischen Zytokinen und
Adhasionsmolekilen wird induziert und Leukozytear ®llem Monozyten und T-Lymphozyten,
werden zum Lasionsort rekrutiert. Sie proliferierdart zu lipidbeladenen Schaumzellen und
unterhalten die inflammatorische Reaktion durch tevei Zytokinproduktion. Im Jahr 1989
beschrieb Passlick erstmals die Subpopulation @t6cpositiven Monozyten, die im Gegensatz
zu den Klassischen Monozyten vermehrt proinflamnstbe Zytokine exprimiert und unter
anderem bei Patienten mit KHK in héherer Konzeitragiefunden wurde. Der pathophysiologisch
plausible Zusammenhang zwischen CD16+Monozytenamtbbthelialer Dysfunktion ist bislang
jedoch weitgehend unerforscht, was den Anlass atiegenden Studie gab.

An 120 Patienten (80 mit koronarangiografisch demiter KHK und 40 Kontrollpatienten) wurde
die Endothelfunktion nach dem Prinzip der blutflndszierten reaktiven Hyperamie mittels RH-
PAT-Technologie gemessen (EndoPAT 2000, Itamar®) die Monozytensubpopulationen aus
dem vendsen Vollblut nach Markierung mit fluoreszZzemjugierten Antikérpern
durchflusszytometrisch untersucht (FACS Calibur vBD, Heidelberg). Eine endotheliale
Dysfunktion gemafll PAT-Index war bei Patienten miHKKim Vergleich zur Kontrollgruppe
haufiger (1,61 (1,38/1,85) vs. 1,81 (1,62/2,18)0901). Weiterhin korrelierte der PAT-Index mit
dem Vorliegen einer Dyslipoproteinamie (p=0,04%ee erhéhten Waist-Hip-Ratio (p=0,041) und
dem Retentionsparameter Kreatinin (p=0,021). Bei Aleswertung der Monozytensubgruppen
wurden CD14++/CD16-Monozyten (39,3%), CD14++/CD1@rdzyten (35,2%) und CD14-
/CD16+Monozyten (25,6%) voneinander unterschie@snfand sich jedoch keine Korrelation mit
der Endothelfunktion, weder fur Patienten mit KH&ch fir die Kontrollgruppe. Fir das Follow
up wurden die Patienten in drei Gruppen aufge{@WT-Index >2,0, 1,67-2,0; <1,67). Von
insgesamt neun Todesféllen gehodrten sechs zur &rafip einer gestérten Endothelfunktion,
jedoch zeigte sich kein signifikanter Zusammenhianyergleich der Gruppen (p=0,281).
Zusammenfassend sind nach den vorliegenden Dateathprosklerostische Subgruppen der
Monozyten nicht mit endothelialer Dysfunktion, gesen mit dem PAT-Index, assoziiert. Obwohl
eine endotheliale Dysfunktion bei Patienten mit KHiufiger als bei Kontrollen war und
Todesféalle numerisch haufiger in der Gruppe deriggestérter Endothelfunktion auftraten, zeigte
sich kein signifikanter Zusammenhang der endotleglidDysfunktion zum priméren Endpunkt
Gesamttod. Somit scheinen die gemessenen Paranwieohl mit der Pathogenese der
Atherosklerose assoziiert, nicht kausal in die R¥sgjon der Erkrankung involviert zu sein.

Guntner, Peggy: Endotheliale Dysfunktion und Suppan der Monozyten bei Patienten mit Koronarer
Herzerkrankung, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.sDig9 Seiten, 2013
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1. Einleitung

1.1 Koronare Herzerkrankung

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Die Koronare Herzerkrankung (KHK) gehdrt zu denzdiéreislauf-Erkrankungen und zahlt nach
Angaben des Statistischen Bundesamtes zu den btaufiffodesursachen in Deutschland. Im Jahr
2010 waren 41,1% aller Todesfélle durch Herz-KeeisErkrankungen bedingt, 22,4% allein
durch die ischamische Herzkrankheit. Insgesambstaim Jahr 2010 57.107 Menschen an einem
akuten Myokardinfarkt, 55,8% davon waren Manner2%} Frauen. Damit liegt die KHK in der
Todesursachenstatistik vor bdsartigen Neubildungehinfektiosen Erkrankungen an erster Stelle
(1,2).

Zwar ist die Zahl der atherosklerotisch bedingtendd&sfalle in den letzten Jahren deutlich
zurtickgegangen, dennoch sind diese Erkrankungeenigi die fihrende Ursache auch fir einen
vorzeitigen Tod. Der Grund fur die sinkenden Zah&tmicht geklart, jedoch werden Faktoren wie
bessere Versorgung mit Herzkatheterlaboren, korsegre Behandlung von Risikofaktoren und
das Rauchverbot in Gaststatten und Restaurantstigigk Im Jahr 2000 starben in Deutschland pro
100.000 Einwohner 203,8 Personen an ischdmischeretkeankungen, im Jahr 2010 waren es
noch 162,8 (3).

Definitionsgemal handelt es sich bei der KHK um Menifestation der Atherosklerose in den
HerzkranzgefalRen. Durch Koronarstenosen kommt ed-lassbehinderungen, aus denen ein
Missverhaltnis zwischen Sauerstoffbedarf und Saokasgebot im Herzmuskel resultiert. Dies
wird als Koronarinsuffizienz bezeichnet. Die hegemfene Myokardischamie kann klinisch
stumm bleiben, sich chronisch als stabile Anginetqres uf3ern oder als akutes Koronarsyndrom
manifest werden. Weiterhin kann eine ischamischekdydschadigung zu einer Herzinsuffizienz

und Herzrhythmusstérungen sowie einem plotzlicheretéd fihren (4).

1.1.2 Risikofaktoren

Die Atherosklerose ist eine chronische Erkrankutig, bis heute nicht kausal behandelt werden
kann, sodass hier der Pravention und Identifizigneom Risikofaktoren eine besondere Bedeutung
zukommt.

In der Framingham Heart Studie, die 1948 in der eNdbn Boston, Massachusetts, begonnen
wurde, konnten zahlreiche dieser Risikofaktoremtifigiert und in weiteren Studien bestétigt und
erganzt werden. Demnach konnen die kardiovaskularsikofaktoren in zwei Gruppen unterteilt
werden, die beeinflussbaren und die nicht beeisfflasen Risikofaktoren. Zu den ersteren zahlen
das Rauchen, die arterielle Hypertonie, die Dyslipteinamie (LDL-Cholesterin-Erhéhung, HDL-

Cholesterin-Erniedrigung, Triglyceriderh6hung, )J.die Adipositas (hier vor allem die viszerale
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Adipositas) und der Diabetes mellitus. Zu den niob¢influssbaren Risikofaktoren gehdren das
Alter, das mannliche Geschlecht, bei Frauen di¢nResopause und eine genetische Pradisposition
(positive Familienanamnese) (5,6).

In den letzten Jahren wurden zudem viele weiteskBfiaktoren beschrieben, deren klinische
Bedeutung teilweise noch umstritten ist. Es kormuen Beispiel gezeigt werden, dass das C-
reaktive Protein als Akut-Phase-Protein und danhit iaflammatorischer Marker mit dem
kardiovaskularen Risiko korreliert. Auch andereZtindungsparameter, z.B. Interleukin-6 (IL-6),
Tumor-Nekrose-Faktos- (TNF-0) und Infektionserreger wie Chlamydia pneumoniashe im
Verdacht, das Risiko zu erhdhen (7). Als eigenstiamdRisikofaktor gilt das Fibrinogen, welches
mit seinen prokoagulatorischen Eigenschaften dinaribotische Diathese fordert und seinerseits
auch ein Akut-Phase-Protein darstellt. Die Rolle&s ¢Homocystein, des Lipoprotein(a) und der
Myeloperoxidase sind derzeit noch unklar und Getgeksweiterer Forschungsarbeit (8,9).

Die Reduzierung aller beeinflussbaren Risikofakiosteht an erster Stelle der Therapie und
Pravention von atherosklerotisch bedingten Erkragkn. Dazu gehodren eine Senkung des
Korpergewichts durch Diat und Bewegung, Nikotinvehnt, eine optimale Blutdruck- und

Blutzuckereinstellung sowie eine lipidmodulierefidesrapie.

Vaskulare RF:

Alter
Geschlecht

Dyslipidamie AMI
Insulinresistenz :
Arterielle Hypertonie

Rauchen Plaque-Ruptur
Adipositas / Thrombus
Genetische Disposition

Instabile Plaque

& \ N

Frilheres TR
Atherom e

Normale a
GefaRwand %
i« . Stabile Plaque

Zeit (Jahre — Jahrzehnte)

Abb. 1 Pathogenese der Atherosklerose. Einfluss vaskuRisiofaktoren auf Entstehung
und Progression atherosklerotischer Plaques (nach 1
(RF: Risikofaktoren; AMI: Akuter Myokardinfarkt)



1.1.3 Anatomie des koronaren Gefal3systems

Die Durchblutung des Herzmuskels erfolgt in der &etyrch drei epikardiale Hauptgefalie, die in
ihrem Verlauf zahlreiche Aste abgeben. Man untesisieht die linke (LCA) von der rechten
Koronararterie (RCA). Die LCA teilt sich in den R&/(Ramus interventricularis anterior) oder
auch LAD (Left anterior descending artery) und d@@X (Ramus circumflexus). Der RIVA
versorgt neben der Herzvorderwand mit seinen samptalsten einen GroRteil des
Ventrikelseptums, der RCX versorgt in der Regel ldierale Wand des linken Ventrikels. Die
RCA ist fur die Versorgung vor allem des rechtenzdas sowie der diaphragmalen Anteile des
Septums und des linken Ventrikels zustandig. Dalsierechten Vorhof und damit sowohl Sinus-
als auch AV-Knoten versorgt, spielt sie eine Bedegt bei der Entstehung von
Herzrhythmusstérungen. Abweichend von diesem ,aylsdenem Typ“, der nur bei etwa 50%
aller Menschen zu finden ist, kennt man einen Linksd einen Rechtsversorgungstyp sowie

zahlreiche funktionell unbedeutende und bedeut&wdenaranomalien (10).

Linke Koronararterie

Rechte Koronararterie

Ramus interventricularis anterior

Ramus circumflexus

Abb. 2 Anatomie des koronaren Gefal3systems (nach 10)

Reguliert wird die Myokarddurchblutung durch veiisclene Faktoren: humorale und metabolische
Einflusse regulieren den Gefal3tonus, ebenso chbmibtediatoren des GefalRendothels. Da es
systolisch zu einer Kompression der Koronarartekemmt und die getffneten Taschen der
Aortenklappen den systolischen Blutfluss in die d&d@rien behindern, findet die Durchblutung
zum groften Teil wahrend der Diastole statt. Au@erdbeeinflussen der Aortendruck, der
diastolische Ventrikeldruck sowie die Sauerstoffgéihg des Blutes die koronare Durchblutung. In
Belastungssituationen kann die Durchblutung beirsu@den um das Vierfache gesteigert werden,
bei bestehenden Stenosen kann im Regelfall bis imeme Stenosegrad von 50% der
Perfusionsdruck distal der Stenose kompensiert emeftiKoronarreserve). Dies geschieht durch
eine poststenotische Dilatation und damit Senkueg GefalRwiderstandes. Bei hdhergradigen
Stenosen ist dieser Kompensationsmechanismus ehrge&t und Symptome stellen sich vor

allem bei Belastung ein (Ischamieschwelle) (11).



1.1.4 Pathogenese der Atherosklerose

Die Entstehung der Atherosklerose wurde Uber Jahteeausschliel3lich als Folge der Ablagerung
von Lipiden an der inneren GefalRwand betrachtethNeeueren Erkenntnissen handelt es sich
hierbei jedoch um ein sehr viel komplexeres Geseheldas vor allem durch inflammatorische
Mechanismen initiiert und unterhalten wird.

Initial kommt es zu einer Funktionsstérung des Gefilothels. Die genauere Funktion der
Endothelzellen und die Mechanismen der endothaliiigsfunktion werden im Folgenden noch
dargestellt. Durch die genannte endotheliale Dydfan kommt es zu einer
Permeabilitatssteigerung der Endothelzellen, sodsi&h vermehrt Lipoproteine an die
extrazellulare Matrix der Intima und deren Glukosarglykane binden kénnen. Dort werden diese
Lipoproteine, vor allem LDL (low density lipoprotgi oxidativ modifiziert und induzieren die
Expression von Adhasionsmolekilen aus Leukozyteh Emdothelzellen. AuRerdem stimulieren
sie die Ausschiittung von EntzindungsmediatorenZytekinen, Interleukin-1 und TNE; die
wiederum die Expression von Adhasionsmolekilen €iitd Diese Mechanismen werden durch
laminare Scherkrafte am Endothel unterdrickt, sodas Stellen mit vermehrt turbulenten
Stromungsverhaltnissen und damit geringeren Scliigekr, z.B. Gefal3bifurkationen, eine erhdhte
Atheroskleroseneigung besteht. Im weiteren Verldef Entstehung einer atherosklerotischen
Plaque kommt es nun zur Akkumulation von Leukozyiterdie Gefal3wand, wobei es sich vor
allem um Monozyten und T-Lymphozyten handelt. Ubiee Reihe von Rezeptoren phagozytieren
Monozyten die oxidativ modifizierten LDL-Partikelnd differenzieren insbesondere durch den
Einfluss des macrophage colony-stimulating factel-GSF) zu Makrophagen, die nach der
Lipidaufnahme als Schaumzellen bezeichnet werdesd¥ellen stellen das zellulare Korrelat der
frihen Formen der Atherosklerose dar, die als freifisnlasionen oder im angloamerikanischen
Jfatty streaks” bezeichnet werden. Fettstreifedésn finden sich bereits bei Kindern und
Jugendlichen und sind zunachst nicht als pathaibgiau betrachten, sie kénnen jedoch bei
Fortschreiten der Lasion zur Ausbildung von relegarPlaques flhren.

T-Lymphozyten unterhalten die entziindliche Reaktioinch weitere Produktion von Zytokinen,
diese wiederum stimulieren die Bildung von Wach&tiaktoren, z.B. Platelet-derived growth
factor (PDGF). Durch deren Einfluss kommt es zunEinderung von glatten GefalBmuskelzellen
aus der Media in die Intima und deren Proliferatiober autokrine und parakrine Mechanismen
werden weitere Wachstumsfaktoren exprimiert und Measkelzellen zur Produktion von
extrazellularer Matrix (Kollagen) angeregt. Meistichist diese Plaque zunachst extraluminal,
sodass es Uber lange Zeit zu keiner relevanteno&ekommt. Im fortgeschrittenen Stadium
besteht diese Plaque aus einem lipidreichen Kemwh einer fibrosen Hille. Es kommt zur
Neovaskularisation, d.h., entstandene Mikrogefal&@sorgen die Plaque, indem sie die
Leukozytenmigration unterhalten, was deren Wachdgtudert und zu Hamorrhagien innerhalb der

Plaque fuhrt. Durch Apoptose gehen SchaumzelleKenm der Plagues zugrunde, es entsteht ein
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nekrotischer Kern. Die fortschreitende Entzindueaktion fuhrt zur Produktion von
Matrixmetalloproteinasen (MMP), welche die Destroktder extrazellularen Matrix induzieren, es
resultiert eine instabile Plaque. Instabile Plaqeésd hochgradig rupturgefahrdet. Bei der
Plagueruptur wird Kollagen freigesetzt, dieses tfitwim Kontakt mit den gerinnungsaktiven
Kaskaden des Blutes zu deren Aktivierung. Thromtezpetzen (wie auch Endothelzellen) den
von-Willebrand-Faktor frei, welcher die erneute dimbozytenaggregation vermittelt. Weiterhin
wird Uber die rupturierte Plaque der Tissue fa¢lidf) freigesetzt, welcher zur Aktivierung des
extrinsischen Weges der Gerinnungskaskade fihrtsandie Umwandlung von Fibrinogen zu
Fibrin vermittelt. Es entsteht ein Netz aus Fikigdn und Thrombozyten, ein weil3er arterieller
Thrombus entsteht, der akut zum teilweisen oderpgtetien Gefaldverschluss fihren kann und sich
im Falle des Betreffens der Koronararterien alste&kuKoronarsyndrom (ACS) manifestiert
(10,12,13,14).

Gesunde “«—Glatte Muskelzellen

Aﬂ?

Stabiler
Plaque

N 5 )
o5 A
s /

{" ',-' 2 Rupturierter
. \ .‘.‘ ." - . b 1 R Plaque
Vulnerabler . =\' ; RV

nach Abheilung

Friihes
Atherom

Plague-
Plague thrombose
i nach
Fibrose Deckplattenruptur
Deckplatte

Abb. 3 Pathogenese der Atherosklerose (nach 15)

1.1.5 Manifestationsformen und Diagnostik der KHK

Grundsatzlich kann sich die Atherosklerose der Kargefalde als chronisch stabile KHK oder als
ACS aullern. In einigen Fallen stellt der plotzlidherztod als weitere Subentitdt des ACS die
Erstmanifestation einer KHK dar. Leitsymptom ise dingina pectoris, retrosternal lokalisierte
Schmerzen und Engegefihl mit Ausstrahlung linkstkal;, in den linken Arm, Hals, Unterkiefer
oder Oberbauch.

Die chronische KHK ist gekennzeichnet durch eimg$am wachsende Gefal3stenose, die klinisch
stumm sein kann oder durch eine stabile AnginagpseBymptomatik auffallig wird. Dies setzt

voraus, dass die Symptomatik belastungsinduzigrimmer gleichem Schmerzcharakter auftritt

5



und gut auf die Gabe von Nitroglycerin ansprich. weiteren Verlauf der Erkrankung kann es
jedoch zu Komplikationen, wie dem Auftreten eine€S\ einer ischamischen Kardiomypathie
oder Herzrhythmusstérungen kommen. Sistieren disclBgerden nicht spontan oder nach
Nitroglyceringabe, tritt die Symptomatik in Ruheeoderstmals auf oder zeigt veranderten und
progredienten Schmerzcharakter, geht man von e&@8 aus. Der Verdacht auf eine chronische
KHK kann durch eine ergometrische Untersuchung olgiokardszintigrafie erhartet und
schlieBlich mittels Durchfiihrung einer diagnostexttKoronarangiografie gesichert werden. Bei
klinischem Verdacht auf ein ACS sollte innerhalbnvaehn Minuten nach Beginn des
Patientenkontaktes ein 12-Kanal-EKG aufgezeichnetden und nach sechs Stunden und 24
Stunden bzw. bei anhaltender Symptomatik wiedenveltden. Die Anzahl der Ableitungen mit
Ischdmiezeichen im Sinne von ST-Streckensenkungeh deren Ausmal’ korrelieren mit der
GroRe des Ischamieareals und der Prognose degstBati@usatzlich sollte sofort nach Erstkontakt
mit dem Patienten Blut zur Bestimmung ischamietpés, kardialer Marker abgenommen werden.
Der spezifischste und sensitivste Marker ist dadss myokardiale Strukturprotein Troponin,
welches innerhalb von drei bis vier Stunden naahdmiebeginn ansteigt und fur circa zwei
Wochen nachweisbar bleibt. Findet sich keine Erh@hdes Troponins, kann klinisch die Diagnose
einer instabilen Angina pectoris gestellt werderei BEErh6hung des Troponins ohne ST-
Streckenhebungen im 12-Kanal-EKG sprechen wir vaohiNST-Hebungsmyokardinfarkt (Non-
ST-elevation myocardial infarction = NSTEMI), beihéhungen, die von ST-Streckenhebungen
begleitet sind, von einem ST-Hebungsmyokardinfgi&T-elevation myocardial infarction =
STEMI). Pathophysiologisch besteht der Unterschweidchen STEMI und NSTEMI darin, dass es
beim STEMI in der Regel zum vollstindigen Gefalseisss durch den Thrombus kommt,
wahrend beim NSTEMI der Blutfluss meist eingesckr@&nhalten bleibt. Hier embolisieren Plaque
und Thrombus in die nachfolgenden GefalRabschmittiefishren so zu multiplen Mikroembolien/-
ischamien (10,16).

1.1.6 Therapiemdglichkeiten

Wichtigster Grundpfeiler bei der Behandlung derodischen KHK ist die Beseitigung von
Risikofaktoren, dies beinhaltet eine VeranderunglLeédensgewohnheiten (Nikotinkarenz) und die
optimale Behandlung von Diabetes mellitus, artlnieHypertonie und Dyslipoproteindmie. Die
medikamentdse Therapie besteht unter anderem amer ainti-ischdmischen und anti-
thrombotischen Komponente. Zur symptomatischen Bdlobag bei Angina pectoris-Anfallen
kénnen organische Nitrate (Nitroglycerin oder Igbg&idinitrat) verwendet werden.
Betarezeptorenblocker senken den myokardialen Sadierbrauch und sind bei allen
Postinfarktpatienten indiziert. Fur sie ist einenl@eng der Mortalitat belegtAlternativ konnen
Kalziumkanalblocker eingesetzt werden, wobei akitksame Dihydropyridine bei ACS und bis

zu vier Wochen nach Myokardinfarkt nicht indizisimd. Die antithrombotische Therapie mit ASS
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oder einem P2¥-Inhibitor (Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor) esbenfalls mit einer deutlichen
Mortalitdtssenkung verbunden. Alle Patienten mitstelkeender Linksherzinsuffizienz sowie
Postinfarktpatienten sollten zusatzlich mit eine@EAHemmer (Angiotensin-converting-Enzym-
Hemmer) oder Angiotensin-l1-Rezeptor-I-Blocker (AREersorgt werden.

Ein weiteres anti-ischamisch wirkendes Medikamenhtabradin, eini{dKanal-Hemmer, welches
bei einer KHK Uberwiegend symptomatisch, bei systbler Herzinsuffizienz auch prognostisch
wirkt.

Allen Patienten mit KHK sollte die jahrliche Grigmhutzimpfung empfohlen werden, auch hierfur
ist eine Mortalitdtssenkung belegt.

Ist medikamentts keine Beschwerdebesserung zicleergi sollte eine Revaskularisationstherapie
in Betracht gezogen werden. Dies erfolgt meistpaikutane Koronarintervention (PCI) mit oder
ohne Stentimplantation und ist bei Patienten miufationsstenosen des Hauptstammes der
linken Koronararterie sowie Patienten mit koron@egigefalRerkrankung Mittel der zweiten Wahl
nach einer aortokoronaren Bypassoperation (ACB-OBpbei gibt es im Falle der
Stentimplantation die Mdglichkeit eines Bare-MeSaénts (BMS) oder eines Drug-eluting-Stents
(DES), welcher mit Immunsuppressiva (z.B. Sirolinasler Zytostatika (z.B. Paclitaxel) zur
Reduktion der Restenoserate beschichtet ist. Da &llerdings die Gefahr von In-Stent-
Thrombosen auch nach vier Wochen auf Grund deiGgerten Endothelialisierung der Stentstruts
hoch ist, muss eine duale Thrombozytenaggregatensiung bestehend aus ASS und einem
P2Yy,-Inhibitor fiir sechs bis zwélf Monate erfolgen.

Bei Patienten mit ACS wird ebenso anti-ischamisehNitraten und Betarezeptorblockern sowie
anti-thrombotisch mit ASS und einem P2¥nhibitor behandelt. Zusatzlich sollte die plasisate
Gerinnung mit niedermolekularen Heparinen, unfakgrten Heparinen, Faktor-Xa- oder direkten
Thrombininhibitoren gehemmt werden und eine optavathmerztherapie erfolgen. Bei Patienten
mit niedrigem Risiko (kein Troponinnachweis, Besehgefreiheit, keine hamodynamische
Instabilitdt) sollte ein nichtinvasiver Ischamiehagis erfolgen (z.B. Ergometrie,
Myokardszintigrafie). Bei Hochrisiko-Patienten mMiSTEMI und instabiler Angina pectoris sollte
innerhalb von zwei bis 72 Stunden eine Koronaragrgifie erfolgen. Bei Patienten mit STEMI
sollte der Zeitraum bis zum Beginn der PCI hochsted Minuten ab Kontaktaufnahme mit dem
Patienten betragen. Ist dies nicht méglich, saiitédealfall noch im Notarztwagen umgehend eine

intravendse Fibrinolysetherapie begonnen werdeyi8119).

1.2 Das Endothel

1.2.1 Aufbau und Funktion des intakten Endothels
Die Arterienwand ist aus drei Schichten aufgebsah auflen nach innen sind das Adventitia,

Media und Intima. Die innerste Schicht, die Intink@steht aus Endothelzellen, die durch eine
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Basalmembran von den dubrigen Schichten abgegremzt, sowie dem subendothelialen
Bindegewebe.

Das Endothel besteht aus polygonalen Zellen, drehdtight-junctions verbunden sind und ein
einschichtiges, unverhornendes Plattenepithel til#s trennt den Intravasalraum von den tieferen
Wandschichten und erfillt dort vielfaltige Funkt@m Als Diffusionsbarriere verhindert es den
Durchtritt von makromolekularen Bestandteilen inndsubendothelialen Raum. AufRerdem
verhindert das intakte Endothel das Anheften vookbeyten und Thrombozyten, da es ohne
Aktivierung lumenwarts keine Adhasionsmolekile éxpert.

Das gesunde Endothel besitzt fibrinolytische Eigbaften, welche Uber verschiedene
Mechanismen verwirklicht werden. Einerseits wirkdie von den Endothelzellen gebildeten
Mediatoren, Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazyklaer Thrombozytenaggregation entgegen,
andererseits konnen Endothelzellen Thrombomodulssehitten, welches an Thrombin bindet
und Uber eine Aktivierung des Protein-C-Signalwe@esnnungsfaktoren verbraucht. Wichtiger in
diesem Zusammenhang sind jedoch die Bildung voneBewviPlasminogenaktivator (t-PA) und die
Exprimierung von Rezeptoren fir intrazellulare Biamgenaktivatoren, welche die
fibrinolytischen Eigenschaften des Endothels midibgen. Der in den Endothelzellen gebildete

von-Willebrand-Faktor wird nur nach Gefaliverletzemdreigesetzt (20).

1.2.2 Die Rolle des Stickstoffmonoxids

Eine weitere Aufgabe des Endothels ist die Reguligrdes Geféaltonus. Dieser wird Uber
verschiedene Mechanismen reguliert. Der Ruhetonugd wbestimmt durch eine
sympathikusvermittelte Vasokonstriktion und einetgegengesetzt wirkende NO-vermittelte
Vasodilatation (21).

MalRRgeblich beteiligt an der Entdeckung des NO atiehtender Mediator der Gefalirelaxation ist
Robert Francis Furchgott, ein US-amerikanischers@fischaftler, welcher seit dem Jahr 1978 an
der Entdeckung des Endothelium-derived relaxingdfa@DRF) forschte und dafir schliellich
zusammen mit zwei weiteren Wissenschaftlern denelpobis fur Medizin erhielt. Erst spater
wurde bekannt, dass dieser EDRF identisch mit NCFigrchgott lieferte in den folgenden Jahren
bedeutende Erkenntnisse zur Bedeutung des vonritoheekten Stoffes (22,23).

NO ist ein Gas, welches eine Halbwertzeit von mahs Sekunden besitzt und durch Hamoglobin
oder reaktive Sauerstoffspezies inaktiviert wircebBdet wird es in Endothelzellen durch die
Aktivierung einer endothelialen NO-Synthase (eN@8% der Aminoséure L-Arginin. Die NO-
Synthase wird durch eine intrazellulare Steigerdag Calciumkonzentration aktiviert, wodurch
die eNOS aus ihrer Bindung mit Caveolin entlasserd wnd eine Bindung mit Calmodulin
eingehen kann. Dieser enzymatische Schritt erkeithie Oxidation von L-Arginin und damit die
Produktion von NO. Dieses kann aus Endothelzelletie benachbarten glatten Muskelzellen der

Media diffundieren. Dort aktiviert es eine l6slicBuanylatzyklase, wodurch die Konzentration
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des cyclischen Guanosinmonophosphats (cGMP) sigigs. hat zur Folge, dass die intrazellulare
Calciumkonzentration in den glatten Muskelzellemksi Es kommt zur Relaxation der
Gefallmuskulatur und somit zur Vasodilatation (2)1,23

Wodurch kann die Bildung der eNOS aktiviert werd&s?gibt verschiedene Mediatoren, die tber
eine Signalkaskade zur Erhéhung der Calciumkonagaotr fihren. Dazu zéhlen zum Beispiel
Bradykinin, Acetylcholin, Serotonin und Adenosiptiosphat (ATP). Weiterhin wurde von
Furchgott et al. der Mechanismus der blutflussineltien Vasodilatation beschrieben. Durch eine
blutflussinduzierte Schubspannung entsteht ein 1Stkess, der eine Offnung von
dehnungssensitiven Kationenkanalen in den Endathetzinduziert. Dadurch kann Calcium in die

Zellen einstromen und die eNOS aktivieren (21,23).

Ach, Serotonin,
Thrombin, Bradykinin Scherstress

S =
Ca++

eNOS o L-Citrullin

L-Arginin /\
NO

Endothelzelle

glatte
Muskelzelle

Relaxation

Abb. 4 Das L-Arginin-Stickstoffmonoxid-System (modifiztarach 24)
Ach = Acetylcholin, Ca++ = Calciumionen, eNOS = etitliale
Stickstoffmonoxidsynthase,
NO = Stickstoffmonoxid, GTP = Guanosin-Triphosplt&MP = cyclisches Guanosin-
Monophosphat

Als direkte Vasodilatatoren, d.h. ohne eine Erh@hder NO-Konzentration, wirken zusatzlich der
Endothelium-derived Hyperpolarizing Factor (EDHIRpUProstacyclin.

Neben den vasodilatatorischen Eigenschaften besckurchgott weitere Eigenschaften des NO.
Es inhibiert die Thrombozytenaggregation und dieukozyteneinwanderung, indem es die
Expression von vascular cell adhesion molecule-CAM-1), einem Adhasionsmolekil far
Leukozyten, vermindert. Aul3erdem vermindert es @emduktion des TF, welcher die
Gerinnungskaskade aktiviert (22).

Dem entgegen werden von den Endothelzellen aucbkweastriktorische Stoffe ausgeschuttet,
dazu gehoren Endothelin und Urotensin 1l. Der ehlénfvom Endothel gebildete Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) ist bedeutendd®i Angiogenese (21).



1.2.3 Die endotheliale Dysfunktion

Viele Studien haben nachweisen kdnnen, dass dietlesithle Dysfunktion eines der ersten
Ereignisse bei der Entstehung der Atherosklerasand einen prognostischen Wert hinsichtlich
des Auftretens von kardiovaskularen Komplikatiobesitzt (25,26,27). Kuvin et al. zeigte im Jahr
2001, dass die endotheliale Dysfunktion eine syisigme Erkrankung ist, dass also bei einer
bestehenden peripheren endothelialen Dysfunktioh ene koronare Endotheldysfunktion
geschlossen werden kann (25,26,27,28).

Im Mittelpunkt der endothelialen Dysfunktion stati¢ verminderte Bildung und Freisetzung von
Stickstoffoxid. Dies wird vermutlich verursacht dbr eine vermehrte Bildung von
Sauerstoffradikalen, die vor allem bei Anwesenhkeit den bereits benannten kardiovaskularen

Risikofaktoren entstehen.

[ Traditional Risk Factors ]

MNon-traditional Genetic

Risk Factors Predisposition

Local Factors Unknown

Factors
e S

I

[ Endothelial Dysfunction: “The Risk of the Risk Factors” ]

. v , . !

Vascular Lesion Inflammation Vasoconstriction Thrombosis Plague
and Remodeling Rupture/Erosion

Abb. 5 Endotheliale Dysfunktion als , The risk of the riglctors* (aus 29)

Freie Sauerstoffradikale entstehen im menschlichédrper in den Mitochondrien als
Nebenprodukt der Atmungskette und stellen starkiel@tien dar. Sie befinden sich im gesunden
Organismus im Gleichgewicht mit anti-oxidativ wirden Stoffen. Durch das Einwirken von
bestimmten Risikofaktoren wie arterielle Hypertgni®iabetes mellitus, Rauchen oder
Dyslipoproteinamie kommt es zu einem Uberwiegen aeiidativ wirkenden reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS), man spricht von oxidati&tmness. Diese Sauerstoffradikale reagieren
mit NO zu Peroxynitrit, wodurch NO verbraucht wiwchd der Endothelzelle nicht mehr zur

Verfligung steht.
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O + NO — > 0-O-N=0

Abb. 6 Reaktionsgleichung zur Entstehung von Peroxynitrit

Peroxynitrit seinerseits reagiert weiter und bildetiere ROS, welche wiederum starke Oxidantien
darstellen. Auch Lipide kénnen mit ROS reagiereabei Lipidperoxydradikale entstehen, dieser
Vorgang wird Lipidperoxidation genannt. Weiterhiengen durch das Uberwiegen der Oxidantien
oxidierte LDL-Partikel gebildet. Das oxidierte LD&t direkt an der Entstehung der fatty streaks*
und damit der Atherosklerose beteiligt, es inaktivNO direkt sowie indirekt durch Inaktivierung
von eNOS. Im Gegenzug stimuliert es die Endothetoduktion, welche zur Vasokonstriktion
fuhren kann. Die Oxidation von Phospholipiden d&4d_Lfiihrt zusétzlich zur Anreicherung von
Lysophosphatidylcholin, welches die Freisetzung J@lasminogenaktivator-Inhibitor (PAI-1)
fordert und gleichzeitig die von t-PA hemmt. Dieklért die anti-fibrinolytische Wirkung der ROS
auf das Endothel. Oxidiertes LDL regt die Endotakén zur Produktion von Adhasionsmolekilen
(VCAM-1 u.a) und Chemokinen an, es fordert die dBilg von NFReB, einem
Transkriptionsfaktor, der die Produktion von préanfimatorischen Zytokinen verstarkt (30,31,32).
Die endotheliale Dysfunktion geht mit einem Verluder anti-koagulatorischen und anti-
inflammatorischen Eigenschaften des GefaRendoteilser, vorrangig verursacht durch die
verminderte Bioverfiigbarkeit von NO. Die Fahigkaitr Vasodilatation ist eingeschrankt und die
Expression von Adhasionmolekilen fur Leukozytengranogig Monozyten und T-Lymphozyten
wird gefoérdert. Durch die Stimulation des Transkdpsfaktors NF<B werden vermehrt
proinflammatorische Zytokine ausgeschittet. Diesflainmatorische Reaktion spielt eine
entscheidende Rolle beim Vorgang des GefalRremamelind erhdht die Rupturgefahr der Plaques
(durch die Aktivierung von Kollagenasen) (33,34).

1.3 Messung der Endothelfunktion

1.3.1 Invasive Methoden zur Messung der Endothktion

Die ersten Erkenntnisse zur endothelialen Dysfonkwurden unter anderem 1980 von Furchgott
publiziert. Ein zentraler Versuchsaufbau zur Uniehsing der Fragestellung war die Applikation
von Acetylcholin (Ach) in die thorakale Aorta voraKinchen. Dabei stellte er fest, dass es durch
Ach zu einer Vasodilatation im jeweiligen Gefal3segirkommt, da dadurch die NO-Ausschuttung
stimuliert wird (35). In zahlreichen weiteren Stewli wurde die Rolle der endothelialen
Dysfunktion der Koronararterien bei der KHK untensu So wurde festgestellt, dass es bei
Patienten mit gesicherter Koronarstenose als Reaktif die intrakoronare Applikation von Ach
Zu einer paradoxen Vasokonstriktion kommt (36).sbidethode zur Messung der endothelialen

Dysfunktion setzt jedoch einen koronarangiogratsckingriff voraus.
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1.3.2 Nichtinvasive Methoden zur Messung der Erelihktion

Eine weniger aufwendige Methode zur Untersuchungeahelothelfunktion stellt die Messung der
~flow mediated dilation* (FMD) mittels Sonografieedgrof3eren peripheren Arterien, z.B. der Art.
brachialis oder der Art. femoralis, dar. Dies béruf der Annahme, dass es bei Veranderungen im
Blutfluss zu einer durch Scherstress induziertersoddatation kommt. Durch die auf die
Endothelzelle einwirkenden Scherkrafte werden KaliKianale geéffnet, die Zelle wird
hyperpolarisiert und Kalzium strémt ein. Hierdurchird die eNOS aktiviert und die
Bioverfligbarkeit von NO steigt. Die FMD wird in Rent als VergroRerung des
GefalRdurchmessers zum Ausgangsdurchmesser angdgét8). Diese Methode wurde erstmals
1992 von Celermajer et al. beschrieben (39). Egteailamit, dass eine endotheliale Dysfunktion
bereits bei Kindern mit familiarer Hypercholestéiinie und bei jungen, erwachsenen Rauchern
vorliegt (39). Im Jahr 1998 konnte ein Zusammenhatey peripheren und koronaren
Endothelfunktion gezeigt werden, indem zur Untehsing der gleiche Stimulus verwendet wurde,
die Blutfluss-induzierte statt der Ach-vermittelté¢asodilatation. Dies wurde durch intrakoronare
ATP-Infusion, die zu einer Beschleunigung des Blgtes fuhrt, nachgewiesen. Dieser Parameter
korrelierte signifikant mit der sonografisch genesn FMD (40). In zahlreichen weiteren Studien
wurde die Korrelation zwischen peripherer und karen Endothelfunktion diskutiert: Neunteufl et
al. zeigten, dass die FMD mit der angiografischhgagviesenen Ausdehnung einer KHK korreliert
(41) und Yeboah et al. (2007) zeigten eine Korr@tatmit dem Auftreten von spéteren
kardiovaskularen Ereignissen (42). Erst 2011 wumdehgewiesen, dass der Nachweis von
Plaqueinstabilitdten mit der peripheren FMD koeeli Die pathophysiologische Vorstellung
beinhaltet hierbei, dass durch die endotheliale fidygion und somit der geringeren

Bioverfugbarkeit von NO die inflammatorische Reaktperpetuiert wird (43).

1.3.3 Sonografische Messung der FMD

Zur Messung der FMD an der A. brachialis wird eictmauflésender Ultraschall verwendet; 10-13
MHz sind ndétig, um die Intima-Lumen-Grenze (l-Lipielarstellen zu kdnnen. Nach einer
mindestens zehnminitigen Ruhephase des Patientdrdigi GefalRweite Uber der Ellenbeuge im
B-Mode-Bild aufgezeichnet. Als Ausgangsdurchmegéait dabei das Mittel von vier Messungen.
Nach einer Drosselung des Blutflusses mittels eimef suprasystolische Werte inflatierten
Blutdruckmanschette fur 4,5 Minuten kommt es naeflddion der Manschette zu einer reaktiven
Hyperamie, d.h. zu einer endothel-abhangigen Vésation. Diese wird alle 10-15 Sekunden fiir
mindestens zwei Minuten gemessen. Nach ErreicherAdegangswertes wird dem Patienten 0,4
mg Nitroglycerin sublingual verabreicht und die &&iveite nach drei Minuten bis zu deren
Rickgang aufgezeichnet. Damit wird die endothebbidagige Vasodilatation gemessen.
Zahlreiche Faktoren beeinflussen die FMD: die Tagis die Temperatur, Medikamente, der

Verzehr von Kaffee und Tee, bestimmten Speisen esad@r Menstruationszyklus. Weiterhin
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beeinflusst der Ausgangsdurchmesser der zu messeAderie das Ergebnis, bei kleinem
Durchmesser ist die FMD héher als bei groRem Duedser (Gefallweiten unter 2,5 mm und Uber

5 mm sollten Ausschlusskriterien darstellen) (44).

1.3.4ReactiveHyperemia byPeripheralArterial Tonometry (RH-PAT)

Eine weitere Methode zur Messung der Endothelfonktiist die Aufzeichnung der
Pulswellentonometrie an den kleinen Fingerarterigthilfe eines plethysmografischen Systems
(RH-PAT). Auch hier wird das Prinzip der reaktivetyperamie und der anschlieRenden
Scherstress-induzierten Vasodilatation genutzternmdn gleicher Weise wie beim Brachialis-
Ultraschall eine finfminlitige Stauung angelegt unath Ldsen der Stauung fur weitere funf
Minuten eine arterielle Pulsamplitude aufgezeichngird, welche die Volumen- und
Tonusveranderungen im Gefal3 widerspiegelt (45,48 Ergebnisse der PH-PAT-Indizes
korrelierten dabei signifikant mit den Werten desadhialis-Ultraschalls, ebenso konnte eine
Korrelation mit dem Vorhandensein von kardiovastehédRisikofaktoren nachgewiesen werden
(47).

Ein groRer Vorteil dieser Methode ist, dass si¢aeim und schnell durchzufuhren ist. Die Analyse
der Pulsamplituden erfolgt software-basiert und setnit weitaus weniger vom Untersucher
abhéngig als die Brachialis-Ultraschall-Methode)(48achteile der Methode sind die Kosten
sowie der apparative Aufwand.

Bonetti et al. Uberpriften 2004 den Zusammenhangschwn PAT-Index und koronarer
endothelialer Dysfunktion. Hierbei war nach intredaarer Ach-Applikation das Vorliegen einer
endothelialen Dysfunktion als eine Dilatation umniger als 50% definiert. Es zeigte sich eine
signifikante Korrelation der GefaBantwort auf diab® von Ach mit dem peripher gemessenen
RH-PAT-Index. Durch die Gabe von L-Nitro-Argininedthylester (L-NAME), einem Inhibitor
der eNOS, sinkt die Bioverflugbarkeit von NO und €&allen des PAT-Index konnte erreicht
werden. Dies beweist, dass die gemessenen Tonageeuiigen NO-abhéngig sind und nicht auf
Reaktionen des vegetativen Nervensystems berulben (4

In einer Studie aus dem Jahr 2008 wurde der Zusaimeng des PAT-Wertes mit
kardiovaskularen Risikofaktoren an Patienten deittetdr Generation der Framingham-
Studienteilnehmer untersucht. Dabei zeigte siche giositive Korrelation mit mannlichem
Geschlecht, Diabetes mellitus, Rauchen, Adipositasnd  Hypercholesterindmie.
Uberraschenderweise zeigte sich eine negative ktioe mit dem Lebensalter, keine Korrelation
fand sich zum systolischen Blutdruck sowie zum GRB. Haller et al. zeigten 2007, dass bereits
Kinder mit Typ 1 Diabetes mellitus veranderte PAEBM¢ aufweisen (51). Nicht zuletzt wurde in
einer Studie von 2010 bestétigt, dass sich die RM-Methode vor allem bei Frauen zur

Identifikation von Hochrisikopatientinnen noch ¥rankheitsmanifestation eignet (52).
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1.4 Die Rolle der CD14+CD16+-Monozyten

1.4.1 Monozyten und deren Subpopulationen

Monozyten sind zu den Leukozyten gehorige Zelleie, einen grof3en, meist nierenformig
gebogenen Zellkern besitzen und einen Durchmesseetwa 12-20 um haben. Sie zeichnen sich
durch ihre besondere Fahigkeit zur Migration unédeizytose aus und sind somit essentieller
Bestandteil der unspezifischen Abwehr. Sie werdanKinochenmark sezerniert und ins Blut
freigesetzt. Durch verschiedene Aktivierungswegendean Monozyten in Gewebe ein und
differenzieren dort zu Makrophagen, Osteoklastemogfien) oder Kupfferschen Sternzellen
(Leber). Sie gehoéren damit zum mononukledren Phyagazystem (MPS). Weiterhin besitzen sie
MHC-II-Molekllle zur Antigenprasentation, sind zuryrthese von proinflammatorischen
Zytokinen befahigt und kénnen B- und T-Lymphozytktivieren. Damit besitzen Monozyten
Aufgaben bei der spezifischen Abwehr und der Tulmeedr (53,54). Im Jahr 1989 wurden von
Passlick et al. Subpopulationen der Monozyten detfin Der grofdte Teil aller Monozyten
exprimiert CD14, einen Lipopolysaccharid(LPS)-RdéeepLPS ist Bestandteil der Wand von
gramnegativen Bakterien. Nur ein kleiner Teil darBlut nachweisbaren Monozyten exprimiert
zusatzlich CD16 an ihrer Oberflache. CD16 ist emRezeptor fir Immunglobulin [ll. Anhand
dieser Oberflachenmolekiile lassen sich die Monozgieteilen in CD14++CD16-Monozyten und
CD14+CD16+Monozyten (55).

1.4.2 Rolle der CD16+ Monozyten als pro-inflammesidne Zellen

Im Vergleich zu den CD14+CD16-Monozyten weisen CBAB16+Monozyten eine signifikant
héhere Produktion von pro-inflammatorischen Zytekirauf, dazu gehdren insbesondere TiNF-
IL-6 und IL-1, wéahrend anti-inflammatorische Zytoki wie IL-10 im Regelfall nicht gebildet
werden. Diese wiederum triggern die Differenzieru@pl6-negativer in CD16-positive
Monozyten (56,57). In den vergangenen Jahren kannterhéhte Level von
CD14+CD16+Monozyten bei verschiedenen Erkrankungachgewiesen werden, so z.B. bei
Autoimmunerkrankungen, wie die Kawasaki-Erkrankumgd die Rheumatoide Arthritis, bei
chronischen Infektionen, wie HIV und Tuberkulosadwei zahlreichen weiteren Erkrankungen,
wie Asthma, Sarkoidose und der atopischen Dermpafilie hochsten Werte werden bei akuten
bakteriellen Infektionen, v.a. mit gramnegativenki®aien, und bei Sepsispatienten gefunden.
Auch bei bestimmten Tumorerkrankungen und DialySepten konnten erh6hte Werte
nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte sich bei Bdlnag mit Glukokortikoiden ein Abfall der
CD14+CD16+Monozyten (58,59,60,61,62).
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Abb. 7 Die Rolle der Monozyten in der Pathogenese deersitklerose (aus 63)

ROS = Reaktive Sauerstoffspezies, VCAM = vascutiirarihesion molecule, M-CSF =
macrophage colony-stimulating factor, CCR2 = Chem®kCC-motif)-Receptor, MCP-1
= Monocyte-Chemoattractant-Protein-1, MMPs = Matvetalloproteinasen

1.4.3 CD16+ Monozyten bei der Entstehung der Atiderose

Als erster Schritt bei der Entwicklung einer Athgklerose wurde die endotheliale Dysfunktion
beschrieben, bei welcher es zur verstarkten Exjres®n Adhasionsmolekilen (VCAM-1) und
Chemokinen auf den Endothelzellen kommt. Dadurctder® Monozyten rekrutiert, diese kénnen
an die Endothelzellen binden und oxidierte LDL-Rattaufnehmen, sie werden zu Schaumzellen.
CD14+CD16+Monozyten besitzen im Vergleich zu deas&ischen Monozyten mehr VLA-4, ein
Ligand des VCAM-1 und besitzen damit eine hoherenAét zur Bindung an Endothelzellen (64).
Weiterhin wird CX3CR1, ein Rezeptor des FKN (FrHatee), welches ein membrangebundenes
Glykoprotein mit einer Chemokindoméane darstellt;nvehrt exprimiert. Somit werden bevorzugt
CD14+CD16+Monozyten zum Ort der atherosklerotischasion rekrutiert. In einer Arbeit mit
200 Patienten mit gesicherter KHK konnte im Vergezu einer gesunden Vergleichsgruppe
nachgewiesen werden, dass signifikant hohere prealenWerte der CD14+CD16+Monozyten
und der damit korrelierenden TNISpiegel bei Patienten vorlagen (65).
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2. Zielstellung

Es gilt als gesichert, dass bei Patienten mit Karen Herzerkrankung der Anteil der
CD14+CD16+Monozyten im Vergleich zu den klassischdonozyten erhoht ist. Als pro-
inflammatorische Subpopulation vermitteln sie dieeigetzung von Zytokinen und anderen
Entziindungsmediatoren und konnten auf diesem WegSshadigung des Endothels begtinstigen.
Da die endotheliale Dysfunktion eines der ersteighisse bei der Entstehung der Atherosklerose
darstellt und vor allem durch diese Entziindungsieakinterhalten wird, wurde von der Annahme
ausgegangen, dass diese durch die vermehrte Anings@on CD14+CD16+Monozyten initiiert

und gefordert wird.

Ziel dieser Arbeit war es, in einer prospektivendst bei koronar Herzkranken und Patienten, bei
denen keine atherosklerotische Krankheit bekannt wa untersuchen, ob eine Stérung der
endothelialen Funktion (gemessen mit dem VerfadeenRH-PAT) mit einem erhdhten Anteil der

proinflammatorischen CD16+ Monozyten assoziiert ist
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3. Material und Methoden

3.1. Studienpopulation

Fiur die vorliegende Subanalyse der PHAMOS-Stug@hmspective HAlle MO nocyte Study)
wurden 120 Patienten im Zeitraum von Juni 20070bis2010 untersucht, wovon 80 Patienten der
Fallgruppe und 40 Patienten der Kontrollgruppe adgen. Da bei 13 Patienten (ein Patient der
Verum-, zwoélIf der Kontrollgruppe) aus methodisch@ninden die Analyse der Monzyten nicht
valide mdglich war, blieben diese bei der Auswegtder Ergebnisse hinsichtlich der Monozyten-
Subpopulationen unbertcksichtigt.

Die PHAMOS-Studie rekrutierte prospektiv insgesarhtO00 Patienten mit Koronarer
Herzerkrankung, die zur stationdren Behandlungeim hhren 2007-2009 am Universitatsklinikum
Halle (UKH) behandelt worden waren. Einschlusskiita fir die Fallgruppe war die in einer
aktuellen oder einer vorherigen Herzkatheteruntmsng koronarangiografisch gesicherte KHK.
Patienten und Probanden wurden nach Aufklarung seiariftlicher Einverstandniserklarung
eingeschlossen. Ausgeschlossen wurden Patientestaniter gesundheitlicher Beeintrachtigung,
zum Beispiel aufgrund einer Demenz oder schwerwigge Grundleiden, wie etwa
Krebserkrankungen. Patienten ohne Einwilligung soidhe, die unfahig waren, die Aufklarung zu
verstehen bzw. zu unterschreiben, wurden ebenfalts der Studie ausgeschlossen. Fir die
Kontrollgruppe galten als Ausschlusskriterien dawrliégen einer KHK oder Koronarsklerose
sowie eine aktive Krebs- oder InfektionserkrankuAgch hier bedurfte es eines schriftlichen
Einverstandnisses.

Es wurden alle konsekutiven Patienten eingeschipgie im genannten Zeitraum im Department
fur Innere Medizin oder der Klinik und Poliklinik Gf Herz-Thorax-Chirurgie stationar
aufgenommen worden waren und die Ein- und Aussskiiierien erfillten. Die Patienten der
Kontrollgruppe wurden von der kardiologischen, djlfinologischen und urologischen Station des
UKH sowie Uber die Hausarztpraxis von Frau Dr. @ilin Bad Durrenberg rekrutiert.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Meadsthen Fakultat der Martin-Luther-

Universitat Halle-Wittenberg gepruft und zustimmédrzsdvertet.

3.2. Datenerhebung

Vor Einschluss in die Studie waren alle Patientefindgfich und schriftich anhand eines
Aufklarungsbogens Uber Ablauf und Ziel der Studigfgaklart worden. Nach Erhalt des
schriftichen Einverstandnisses waren anhand eirsandardisierten Fragebogens die
studienrelevanten Daten erfasst und anschlie3endina dafur eingerichtete Datenbank des

Programms Microsoft Excel® eingegeben worden.
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3.2.1. Anamnestische Angaben

Hierzu gehorten zunachst Geburtsdatum sowie Grafge Gewicht. Bei der Erhebung der
kardiovaskularen Risikofaktoren wurden folgende &en bericksichtigt: Aktives Rauchen,
Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, Dyslipoi@inamie, pAVK und eine positive
Familienanamnese.

Aus den Angaben zu GroRRe und Gewicht wurde der Baéays-Index (BMI) bestimmt, indem der
Quotient aus dem Koérpergewicht in Kilogramm und d@uadrat der Kérperlange in Metern
errechnet wurde. Dabei ist ein Wert zwischen 18& 25 kg/m? als normal anzusehen, ein Wert
zwischen 25 und 30kg/entspricht der Definition des Ubergewichtes undeisdem Wert von 30
kg/mz2 spricht man von Fettleibigkeit (AdipositaBs wurde auRerdem die Waist-Hip-Ratio (WHR)
als Quotient aus dem Taillenumfang und dem Huftmgpfia Zentimetern errechnet. Ein Wert von
<0,8 bei Frauen und <0,9 bei Ménnern ist dabehatsnal zu betrachten, héhere Werte sprechen
fur eine bauchbetonte, ,viszerale" Adipositas, dig einem erhéhten kardiovaskularen Risiko
einhergeht (66; 67).

Als Raucher wurden alle Patienten angesehen, diedt@i Tage vor Studieneinschluss aktiv
rauchten.

Von einem Diabetes mellitus wurde gesprochen, vieemn Zeitpunkt des Studieneinschlusses eine
diatische oder medikamentdse antidiabetische Thetsgstand oder ein Nuchternblutzucker von
>7 mmol/l im Rahmen des stationaren Aufenthaltesegsen wurde.

Eine arterielle Hypertonie wurde angenommen, wei@sed bekannt war oder der Patient zum
Aufnahmezeitpunkt eine entsprechende Medikatiorekrdbzw. ein Blutdruck von >140/90 mmHg
nach Riva Rocci wahrend des stationaren Aufenthgkenessen wurde.

Eine Dyslipoproteinamie wurde diagnostiziert, wediese bekannt war, der Patient eine
entsprechende Medikation erhielt oder ein Nichtestesterinwert von >5,2 mmol/l bzw. ein
LDL-Cholesterin von >3,9 mmol/l gemessen wurde.

Als positive Familienanamnese wurde die Manifestateiner KHK (u.a. akuter Herzinfarkt,
plotzlicher Herztod) bei Verwandten ersten Gradesdem 65. Lebensjahr angesehen.

Die Diagnose einer pAVK wurde dann gestellt, wenesé sonografisch durch Messung des
Ankle-Brachial-Pressure-Index (ABPI<0,9) nachgewteserden konnte oder bereits bekannt war.
Dabei wurde dieser fir alle vier Extremitaten bastt und der kleinste errechnete Wert als
relevant angesehen. Patienten, bei denen ein ABRt-Vén Uber 1,3 ermittelt wurde, blieben bei
dessen Auswertung wegen des Verdachts auf Vorliegem Mediasklerose unberticksichtigt.
Weiterhin wurden Ereignisse, wie das Vorliegen egin&lheren Myokardinfarkts, die
Durchfiihrung einer PCI oder einer ACB-OP, erfra§jtiRierdem wurde ein vorangegangener
Schlaganfall oder eine transitorisch ischamischicke (TIA) und das Vorliegen einer Arteria

carotis-Stenose erfasst, wenn dies aus der Ananmeegerging.
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3.2.2. Laborparameter

Im Rahmen des Routineaufnahmelabors erfolgte bdenje Patienten eine morgendliche

Blutentnahme aus einer peripheren Vene. Diese Rdeanmurden nach den Standardverfahren des
Zentrallabors des UKH untersucht und anschlie3drehfalls in die Datenbank Ubertragen. Im

Folgenden soll auf die untersuchten Parameter uedBdstimmungsmodalitdten eingegangen

werden.

Kreatinin und Glomerulére Filtrationsrate (GFR)

Kreatinin entsteht im Muskelgewebe aus Kreatin widl in der Niere vollstdndig glomerular
filtriert. Da es nicht tubular rickresorbiert wirkknn seine Konzentration im Blut als Marker zur
Bestimmung der Nierenfunktion verwendet werdenwlisl im Zentrallabor des UKH mit der
Methode nach Jaffe bestimmt. Dabei bildet es nkitiRs&aure in alkalischer Losung einen orange-
roten Farbkomplex, dessen Extinktionszunahme zwisch9 und 25 Sekunden bei 520 nm
photometrisch gemessen werden kann und direkt propal zur Kreatininkonzentration im
Serum ist (68). Aus der Kreatininkonzentration imrin wird die GFR mit der Formel nach

Cockroft-Gault berechnet.

(140 — Alter [a]) x KG [kg]
C-Krea (ml/min) = (x 0,85 bei Frauen)
0,815 x S-Krea [umol/l]

Harnstoff

Ebenfalls zur Beurteilung der Nierenfunktion eigsieh Harnstoff, welcher glomeruléar filtriert und
teilweise tubulér wieder absorbiert wird. SeineusekKonzentration ist von weiteren Faktoren,
wie der Diurese und dem Proteinabbau, abhéangig.isErein Stoffwechselprodukt des
Harnstoffzyklus und wird in den Mitochondrien dereder gebildet. Bestimmt wird die
Konzentration im Serum mit der kinetisch enzymétgst Leitfahigkeitsmethode (Potentiometrie).
Dabei wird Harnstoff zu Ammoniak und Kohlenstoffgiid hydrolysiert, diese Reaktion wird durch
das Enzym Urease katalysiert. Es entstehen dabsigkinmionen, deren elektrisches Potential an
einer Messelektrode bestimmt werden kann. Aus daregsenen Leitfahigkeit kann somit auf die
Menge der vorhandenen lonen und damit auf die Kunaiton des Harnstoffs geschlossen

werden.
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Gesamtcholesterin

Cholesterin dient im Organismus als Bestandteil vAgilmembranen und ist Vorstufe von
Gallensauren und Steroidhormonen. Es liegt zumtgrdFeil als Ester vor und wird im Blut
Uberwiegend Uber LDL- oder HDL-Partikel transpottiZu 60% wird es endogen in Leber und
Darm produziert, der Rest wird tber die Nahrungetiilgrt. Bei der Bestimmung wird Cholesterin
im ersten Schritt enzymatisch durch eine Cholimast gespalten, wobei freies Cholesterin und
Fettsduren entstehen. Das freie Cholesterin wind ¢wrch eine Cholinoxidase oxidiert, dabei
entsteht Wasserstoffperoxid und Cholesten-3-on. Batstandene Wasserstoffperoxid reagiert
anschliefend mit Phenol und 4-Aminophenazon zu @@livimin, einem roten Farbstoff (,Trinder-
Reaktion"), dessen Extinktionsanderung bei 520 nemegsen wird und proportional zur

Cholesterinkonzentration im Serum ist (69).

Triglyceride (TG)

Auch TG werden sowohl endogen produziert als auitlkder Nahrung aufgenommen, wobei die

exogen zugefuhrten TG nach etwa zwei Stunden auos Blet verschwunden sind. Im ersten
Schritt werden sie durch eine Lipase hydrolysiestentsteht freies Glycerin, welches durch eine
Kinase zu a-Glycerophosphat reagiert. Der nachste Schritt dé Umwandlung zu
Dihydroxyacetonphosphat und Wasserstoffperoxid ld@ioe entsprechende Oxidase. Analog zur
Bestimmung des Gesamtcholesterins entsteht danm-#ihinophenazon und Phenol der rote

Farbstoff Chinonimin, dessen Extinktions&nderungtpimetrisch gemessen werden kann (69).

High Density Lipoprotein (HDL)

HDL-Partikel transportieren Cholesterin aus derdefelb und fihren es der Leber zu, es hat eine
Uberwiegend anti-atherogene Wirkung. Bei der Bestimg bedient man sich eines homogenen
Tests, der den Cholesterin-Anteil in den Partikelisst. Hierbei wird ein Detergens verwendet,
welches an die Membran der Apolipoprotein-B-hatigébL, VLDL und Chylomikronen bindet
und so deren Reaktion mit den nachfolgenden Enzymerhindert. Aul3erdem Iost dieses
Detergens das HDL-Cholesterin, sodass ausschliegdis Cholesterin der HDL-Partikel gemessen
wird. Der weitere Ablauf gleicht dem der Bestimmutes Gesamtcholesterins. Unter Verwendung
einer Esterase und einer Oxidase entsteht Wad$pestxid, welches in einen Farbstoff
umgewandelt wird und anschlieRend photometrischegeen wird. Die Extinktionsénderung bei

560 nm ist hierbei proportional zum HDL-CholesténmSerum.

Low Density Lipoprotein (LDL)

Analog zum HDL-Cholesterin wird auch das LDL-Cheégm im homogenen Test direkt
gemessen, indem zwei Detergenzien verwendet weRBsherste Detergens 0st alle Nicht-LDL-

Partikel. Das aus ihnen freigesetzte Cholesteagiegt wie bei der tblichen Cholesterinmessung
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mit Cholesterinesterase und Cholestersinoxidagdecieohne dabei ein Farbprodukt zu erzeugen.
Mit dem Zusatz des zweiten Detergens werden die-PBttikel an einen chromogenen Kuppler
gebunden. So kann die LDL-Konzentration photometrisbestimmt werden, indem die

Extinktionsanderung bei 560 nm gemessen wird.

RP

Das CRP ist ein Akut-Phase-Protein, welches inLeéder durch IL-6 aktiviert wird. Es bindet an
Bakterienmembranen und induziert eine Komplemektima Bei akuten Entziindungsreaktionen
zeigt es einen relativ schnellen Anstieg, sodagg@se Bedeutung als Entziindungsmarker besitzt
und auch zu deren Verlaufsbeobachtung dient. Edlestdings sehr unspezifisch. Gemessen wird
es durch ein immunturbidimetrisches Verfahren, dadmgiert das CRP mit einem monoklonalen
Antikérper zu einem unldslichen Antigen-Antikdrpgéomplex. Die anschlieRende Turbidimetrie
findet in einem Absorptionsphotometer statt. EinémBrstrahlung trifft auf die in Lésung
befindlichen Molekile, welche einen anderen Bregsimdex als die Ldsung selbst aufweisen,
somit entsteht Streulicht. Gemessen wird nun, waeksder Primarstrahl nach Durchdringen der
Kuvette durch die Streuung geschwacht ist. Diedenkbionsanderung wird bei 340 nm gemessen

und ist proportional zur CRP-Konzentration im Serum

BNP (brain natriuretic peptide)

Das BNP ist ein natriuretisches Peptid, welchesviegrend in den Zellen des Ventrikelmyokards,
aber auch des Vorhofmyokards gebildet und ausgésthiird. Beim Gesunden regelt es den
Natriumhaushalt und damit den Blutdruck. Es wirdr vallem zum Nachweis oder zur
Prognoseabschatzung einer Herzinsuffizienz heraggez Die Bestimmung erfolgt durch ein
Chemolumineszenzverfahren, bei dem das BNP mitr €substanz gekoppelt wird, die durch
chemische Oxidation Energie in Form von Photoned damit Licht freisetzt. Diese kdnnen

photometrisch gemessen werden.

Albumin

Albumin ist ein Plasmaprotein, welches in der Lelpgbildet wird und vor allem die
Transportfunktion fir hydrophobe Substanzen im Blernimmt, aber auch zur Aufrecherhaltung
des kolloidosmotischen Drucks notwendig ist. Esndigler Diagnostik von Leber- und
Nierenerkrankungen. Bei der Bestimmung wird debBtmff Bromkresolpurpur an das Albumin
gebunden, das Absorptionsmaximum des gebundendsstbfis verschiebt sich gegen das des

ungebundenen Farbstoffs und kann photometrisch ggameverden (68).
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Hamoglobin
Hamoglobin wird auch als roter Blutfarbstoff betwiet, es ist fir den Sauerstofftransport im Blut

verantwortlich und fungiert auRerdem als Puffelystim Zentrum enthélt es ein zweiwertiges
Eisenatom. Nach Zugabe von SLS (Sodiumlaurylsiiiatjen sich die hydrophoben Anteile dieses
Stoffes an das Globin und bewirken so eine Konftitséinderung. Bei diesem Schritt entsteht
Hamiglobin, welches dreiwertiges Eisen enthalt. N@mn sich der hydrophile Teil des SLS

binden, dieser Komplex wird photometrisch bei 56bgemessen.

Differentialblutbild

Bei der Untersuchung des Differentialblutbildes desr die Leukozyten in ihre einzelnen

Subpopulationen aufgeteilt. Man kann so Hinweided#iArt einer Infektion, das Vorliegen einer
Allergie oder malignen Erkrankung des Blutes ertangin der vorliegenden Studie wurde die
Gesamtzahl der Monozyten dazu verwendet, den ptwalem Anteil der Subpopulationen der
Monozyten zu berechnen. Bei der Analyse des Diffitaitblutbildes bedient man sich der
Durchflusszytometrie. Hierbei werden alle Zellennthreinander aufgereint und an einer
Lichtquelle vorbeigefiihrt. Das entstehende Strauligibt Informationen Uber Grof3e und
Granularitat der Zellen, sodass eine Unterscheidiengeinzelnen Subpopulationen maoglich ist. Im
Zentrallabor des UKH werden die einzelnen Zellpapahen als relativer Anteil an den
Gesamtleukozyten angegeben; fir die vorliegenddi&turden alle Werte in absolute Angaben

umgerechnet.

Fibrinogen
Fibrinogen ist ebenfalls ein Akute-Phase-Proteas ith der Leber gebildet wird. Vor allem besitzt

es auch Bedeutung bei der Blutgerinnung. Es istr@e®n ein Risiko- und Prognosefaktor bei der
Entstehung der Atherosklerose. Bestimmt wird es Zantrallabor des UKH mit der

koagulometrischen Methode nach Clauss, wobei digatclasmaprobe stark verdinnt und
anschlieBend mithilfe einer Thrombinlésung der @auingsprozess aktiviert wird. Die Zeit bis
zum Auftreten eines Fibringerinnsels wird gemessigse ist aufgrund der starken Verdinnung

ausschlieBlich von der Fibrinogenkonzentration afitgi(69).

INR und PTT

Mit der koagulometrischen Methode wurden Thrombstimaeit als INR (International
Normalized Ratio) und die partielle Thromboplastibhbestimmt. Mit der INR wird der exogene
Aktivierungsweg des Gerinnungssystems und mit ddr &er endogene Aktivierungsweg gepruft.
Zum Citratplasma werden Gewebsthromboplastin (INRY. partielles Thromboplastin (PTT) und
Kalziumionen gegeben, anschlieRend wird im Koagelem die Zeit bis zur Bildung eines

Fibringerinnsels gemessen (68).
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Albumin und Kreatinin im Urin

Analog zu deren Bestimmung im Serum wurde zuséiaiias Albumin und Kreatinin aus dem
Spontanurin bestimmt, um daraus einen Quotientebeatimmen. Dieser stellt nach aktueller
Literatur einen geeigneten Parameter zur Abschgtden Endothelfunktion dar und korreliert mit

dem kardiovaskularem Risiko (81, 82).

3.2.3 Durchflhrung der Koronarangiografie

Der koronarangiografische Nachweis einer koronafemzerkrankung war Voraussetzung zur
Aufnahme in die Studie. Die Indikation dazu wurdg $tabiler Angina pectoris-Symptomatik und
akutem Koronarsyndrom (instabile Angina pectorisSTEMI, STEMI) gestellt. Bei der
Herzkatheteruntersuchung wird in Lokalanasthegie aiterielle Punktion der Art. femoralis, Art.
radialis, Art. ulnaris oder Arteria brachialis vermmmen. Uber die punktierte Arterie wird eine
Punktionskantle vorgeschoben und in Seldinger-Tigctiher diese Kanile ein Flhrungsdraht
eingebracht und die Kanile zuriickgezogen. AnsohfidRwird Uber den Fuhrungsdraht eine
Schleuse eingefiihrt und Uber diese Schleuse déret@atbis zu den Ostien der Koronargefal3e
vorgeschoben. Nach lokaler Applikation von 5-10 ®Rbngenkontrastmittel kann mittels
Bildwandlerkontrolle nun die linke und rechte Koavarterie sowie vorhandene Bypassgefal3e in
verschiedenen Ebenen dargestellt und beurteilt everdBei Bedarf kann weiterhin eine
Laevokardiografie (Darstellung des linken Ventrieldurchgefiihrt werden. Wéhrend der
Untersuchung werden im Regelfall Antikoagulantigne z.B. unfraktioniertes Heparin in der
Dosierung von ca. 30-50 IU pro kg Korpergewicht soWitroglycerin oder Isosorbidnitrat, zur
GefalRRdilatation appliziert. Immer wird wahrend démtersuchung kontinuierlich der arterielle
Druck aufgezeichnet. Eine KHK wird definiert, wengmine Stenose von >50% des
GefalRquerschnitts in einer der dominanten KororiaRgevorliegt, wobei beachtet werden muss,
dass der Gefalquerschnitt keinesfalls mit dem @ef@Bmesser gleichgesetzt werden sollte, so
dass eine 50%ige Stenose mit einer mindestens wartenden 70%igen Lumenreduktion

assoziiert ist.
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Abb. 8 Einschatzung des Stenosegrades. Vergleich der Wdeming
von Durchmesser und Querschnitt (10)

In Abhangigkeit von Lange, Morphologie und Lage detenose kann bei entsprechender
Indikation eine therapeutische Intervention anglessien werden, z.B. eine Ballondilatation mit

und ohne Implantation eines Stents (70,71).

3.3. Bestimmung der CD14+CD16+-Monozyten

3.3.1 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte im Rahmen des taglichieichsablaufs morgens aus einer peripheren
Vene. Dabei wurde neben den unter 3.2.2 aufgefiitiR@utineparametern eine weitere EDTA-
Monovette zur Bestimmung der Subpopulationen derndagten abgenommen, welche
schnellstmdglich durchgefuhrt wurde.

AulRerdem wurden zwei weitere Serummonovetten almgeram, wobei das Serum nach
Zentrifugieren bei 3000 rpm in Eppendorf-GefaRen £@°C aufbewahrt wurde, um eine

eventuelle spatere Bestimmung anderer klinischearfeter durchfiihren zu kénnen.

3.3.2 CD14+CD16+-Oberflachenfarbung

Die Monozyten wurden anhand ihrer Oberflachenmdtekiurchflusszytometrisch analysiert und
so ihre Subpopulationen untersucht. Voraussetzafig evar, sie von anderen Zellen des Blutes zu
trennen und anschlieend mit monoklonalen Antikérpeu markieren, welche an einen
Fluoreszenzfarbstoff konjugiert sind.

Im ersten Schritt wurden aus einer Vollblutprobesiner EDTA-Monovette 100 pl abpipettiert,
diese mit zwei ml FACS-Puffer in einem funf ml-FA@®®hrchen gevortext und anschlielend bei
1.300 rpm fiinf Minuten zentrifugiert. Der FACS-Raffwvurde vorher aus bovinem Serumalbumin
(2,5 mg BSA), Natriumazid (3,5 ml NaN10%), fetalem Kalberserum (25 ml FCS) und
phosphatgepufferter Salzldsung (500ml PBS) herthiestach diesem Waschvorgang wurde der
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Uberstand von der zentrifugierten Blutprobe miteeifPipette entfernt, sodass am Boden des
Ro6hrchens ein kleines Zellpellet erhalten blieb.

Der Antikorpermix ist folgendermafen hergestelltaen:

Tab.1: Herstellung der Antikbrpermixtur und deren Enussiwellenlangen

Antikorper Menge Klon Hersteller Anregung | Emissionswellenlange
CD86 PE 4ul HA5.2B7 Beckman Coulter 488 578
CD14 PerCP 4ul M-Phi-P9 Becton Dickinson, 488 680
Heidelberg D.
CD 16 FITC 1ul 3G8 Beckman Coultef 488 525
FACS-Puffer 41l

Der Mix war im Vortex gemischt, zum Zellpellet gbg® und erneut im Vortex gemischt worden.
AnschlieRend wurden die Zellen mit den Antikbrpe&8® Minuten bei vier Grad Celsius im
Kdhlschrank inkubiert. Der CD86-Antikbrper dienteiefbei der Differenzierung der
Gesamtpopulation der Monozyten von anderen Zelles peripheren Blutes, indem er den
kostimulatorischen Faktor CD86 markierte. Diesedwiur auf aktivierten B-Zellen, dendritischen
Zellen und Monozyten exprimiert (72). Die CD14- ur@dD16-Antikorper dienten der
Unterscheidung der entsprechenden Subpopulationen.

Durch Zugabe von zwei Millilitern BD-Lysing-Solutio(Herstellung: 5ml BD Lysing Solution 10-
fach + 45 ml Aqua dest.) wurde die Farbung gestdgath erneuter Mischung im Vortex wurde
die Losung weitere 15 Minuten bei Raumtemperatubimkeln inkubiert, um die Erythrozyten zu
lysieren. AnschlieBend wurde erneut mit zwei Mthitn FACS-Puffer gewaschen und funf
Minuten bei 1.300 rpm zentrifugiert. Der Uberstamdrde abpipettiert, das Pellet in 200 pl 1%
Paraformaldehyd fixiert und bei vier Grad Celsiuslagert, bis die durchflusszytometrische
Messung erfolgte. Erfolgte diese direkt im Anschjukonnte auf die Fixierung verzichtet und
stattdessen das Pellet in 200 pul FACS-Puffer awigemen werden (73, 74).

3.3.3 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrische Analyse wurde mit deerd FACS Calibur (Becton, Dickinson)
durchgefuhrt. FACS steht abkirzend fir ,Fluoreseemactivated cell sorting” und stellt ein
optisches Messverfahren zur quantitativen Bestingmeon Zellpopulationen dar. Dabei werden
die Zellen durch eine Huillflissigkeit in einer Kigmie an einer Lichtquelle vorbei gefiihrt. Die
Hullflissigkeit dient dazu, die Zellen in einen faaren Strom zu bringen, sodass sie einzeln auf
die Lichtquelle treffen. Diese besteht im FACS BGatiaus einem gekihlten Argon-lonen-Laser

und einem roten Diodenlaser.
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Abb. 9 Das Prinzip der durchflusszytometrischen Zellgoutg (aus 75)

Die physikalischen Messgrof3en sind dabei das Vassi#eulicht (FSC) und das Seitwartstreulicht
(SSC), welches in einem Winkel von 90° gemessed. \lias Vorwartsstreulicht ist dabei ein Mal3
fur die GroRRe einer Zelle, wahrend das Seitwadabtht von der Granularitat der Zellen abhangt,
d.h. von den intrazellularen Bestandteilen. Durigh&halyse dieser Eigenschaften kénnen bereits
Zuordnungen zu den einzelnen Leukozytenpopulatigesmoffen werden.

Um weitere Zuordnungen zu verschiedenen Subpopokti treffen zu konnen, werden
fluorchromkonjugierte Antikdrper benutzt und didlZe damit markiert. Die Antikdrper binden an
bestimmte Oberflichenmolekiile, von denen zahlreicle CD-Molekile (,cluster of
differentiation) bezeichnet werden, und emittie@tische Signale verschiedener Wellenlangen,
die durch Photodioden und Photomultiplier ebenfais90° Winkel detektiert und in elektrische
Signale umgewandelt werden. Als Farbstoffe wurddiCF (Fluoresceinisothiocyanat), PE
(Phycoerythrin) und PerCP (Peridinin Chlorophy#ywendet. Dadurch war es moglich, eindeutige

Zuordnungen zu den einzelnen Subpopulationen Hertre

Die bei der FACS-Analyse gemessenen Zellen wurdechdieRend in einem DotPlot dargestellt,
wobei zuerst die mit dem CD86-Antikdrper markieri#&gilen gegen das Seitwartsstreulicht, d.h.
gegen deren Granularitéat dargestellt wurden. J&dmikt entspricht dabei einer Zelle. Die so

bestimmte Monozytenpopulation wurde als Region 1) (fezeichnet.
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Abb. 10 Im ersten Schritt werden SSC und CD86-Antikdrpgemeinander aufgetragen.
Mit R1 wird die Monozytenpopulation bezeichnet.

Im folgenden Schritt wurden die Zellen noch eintmakichtlich GroRe und Granularitat bestimmt,
indem das Seitwartsstreulicht gegen das Vorwaetslstht aufgetragen wurde. Hier wurden jedoch
nur die Zellen der R1, d.h. die bereits bestimniemozyten eingeschlossen, um eine moglichst

genaue Zahl der gesamten Monozyten zu erhalten.

il

SSC

Abb. 11 Im zweiten Schritt waren die Zellen nach SSC u8€ bestimmt worden,
wobei nur die Monozytenwolke betrachtet wurde. &3t sich die Gesamtpopulation genauer
bestimmen (,Backgating").

Um die einzelnen Subpopulationen voneinander alzagremu konnen, waren anschlie3end die mit
dem CD14-Antikorper konjugierten Monozyten gegea mhit dem CD16-Antikdrper konjugierten
Monozyten aufgetragen worden. So entstand ein dggees Bild, in welchem die
Subpopulationen gut voneinander abgegrenzt undeitere ,regions” aufgeteilt werden konnten
(R3 bis R7).
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Abb. 12 Im letzten Schritt werden die mit CD14PerCP urardit CD16FITC
markierten Monozyten dargestellt. So kann zwiscBelnpopulationen unterschieden
werden. Die einzelnen Subpopulationen werden mibiRR7 benannt.

Zur Auswertung wurden anschlieBend die ,regions” drei verschiedene Subpopulationen

zusammengefasst, wobei folgende Gruppen entstanden:

Mol= R3+R7: CD14++/CD16- Monozyten
Mo2= R4: CD14++/CD16+ Monozyten
Mo3= R5+R6: CD14-/CD16+ Monozyten.

3.4 EndoPAT-Messung:

3.4.1 Prinzip

Die EndoPAT-Technologie ist eine nichtinvasive Mdolgkeit zur Untersuchung der
Endothelfunktion anhand des Gefal3tonus der pempheGefaRe. In der vorliegenden
Untersuchung wurden die Digitalarterien beider g&igger zur Analyse verwendet. Die
Abkurzung PAT steht hierbei fur ,peripheral artétiane”. Verwendet wurde das EndoPAT 2000
der Firma Itamar Medical®, Caesarea, Israel.

Es werden Fingerproben verwendet, in denen sicplethysmografisches System befindet. Dieses
baut wahrend der Messung einen Druck auf, der 18igwonter dem diastolischen Blutdruck liegt,
was einerseits die Proben am Finger fixiert undit&mefakte vermindert und andererseits ein
venoses Pooling verhindert. Durch Sensoren werddreiden Zeigefingern automatisch alle 30

Sekunden Volumen- und Tonusveranderungen registmer als Pulsamplitude aufgezeichnet.
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Abb.13 EndoPAT 2000 von Itamar Abb.14 Aufbau der Fingerproben
(aus 76) (aus 48)

3.4.2 Durchfihrung

Alle Patienten wurden am Tag vor der Untersuchurapriden Ablauf aufgeklart. Die
Untersuchung erfolgte zwischen 7.00 Uhr und 8.00 Wilorgens im nichternen Zustand. Die
Patienten wurden im Patientenbett in einem abgeslterk Raum bei absoluter Ruhe untersucht.
Beengende Kleidung und Schmuck wurden vor der Satdiung entfernt.

Es wurde zunéchst der Blutdruck nach der Riva-Rbthode gemessen, anschlieBend wurde
funf Minuten lang unter Ruhebedingungen ein Basdlwet dem EndoPAT-Geréat aufgezeichnet.
Es folgte eine Ischamiephase, indem die Blutzufuittels einer Blutdruckmanschette fur weitere
funf Minuten gedrosselt wurde. Die Manschette wuddeu auf suprasystolische Werte (20 mmHg
Uber dem systolischen Blutdruck) inflatiert. Naofisen der Stauung wurde weitere finf Minuten

die Reaktion der GefalRe auf die reaktive Hyperamfgezeichnet.

3.4.3 Analyse
Die 15 Minuten der Untersuchung bilden sich folgennaaen ab:

il |
pre-occlusion b i post-occlusion
ot
Normal .

response

control signal

pre-occlusion

¥ i L
4\«
response L

N 1
control signal

1 5 minute occlusion period 1

Abnormal

Abb.15 Darstellung der Pulsamplituden mit dem EndoPAT®@s 49)
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Die sogenannte PAT-ratio wurde nach folgender Fbbeeschnet:

PAT-ratio = In [(Xht/XhO0)/(Xct/Xco)]

Mit X wird die Pulsamplitude bezeichnet, h bezemhrden hyperdmischen Finger, ¢ den
Kontrollfinger. Es wurde also fir jeden Finger d&uotient aus der Pulsamplitude der
hyperamischen Phase (t) und dem Basalwert (0) heetc anschlieend wurde ein weiterer
Quotient aus Messfinger und Kontrollfinger gebilded daraus der Logarithmus berechnet (73).
Nach aktueller Literatur besteht ein erhdhtes kaabkulares Risiko bei einer PAT-ratio <2, ab
einer Ratio <1,67 besteht eine Sensitivitat von &82%b eine Spezifitdt von 77% fir die Diagnose

einer koronaren endothelialen Dysfunktion (76).

3.5 Follow-up

Zur Langzeitverlaufsbeobachtung wurde den Patieptistalisch im angestrebten Zeitraum von
zwolf Monaten ein standardisierter Fragebogen zugekt, den sie ausgefullt zuriickschicken
sollten. Anbei fand sich ein Anschreiben, indem @Geund fir diese Befragung kurz dargestellt
und die Patienten um Mitarbeit gebeten wurden. Verschicken des Anschreibens wurde eine
Liste der Patienten an das Klinikrechenzentrum mgdtsaum bereits verstorbene Patienten oder
deren Angehorige nicht durch diese Befragung zu Ubem. Auch Patienten, die sich zum
Zeitpunkt des Follow-ups stationdr im UKH auf Gruasher kardialen Erkrankung befanden,
wurden nicht angeschrieben, sondern es wurden aienDdes aktuellen Krankenhausaufenthaltes
ausgewertet. Patienten, die den Fragebogen niciaitkachickten, wurden telefonisch kontaktiert.
War auch auf diesem Weg keine Kontaktaufnahme midgWwurde im nachsten Schritt ein
Schreiben an die betreffenden Burgerdmter geschigkt im Falle eines Umzugs eine neue
Anschrift bzw. im Todesfall Datum und wenn mdglitbdesursache zu ermitteln. Zuletzt wurden
die behandelnden Hauséarzte kontaktiert.

Das Follow-up inklusive des Kontaktierens der Bi#igater und der Hausarzte erstreckte sich bis
September 2011. Insgesamt konnte von 80 Patienterdralow-up ermittelt werden (100%),
wovon 64 Patienten (80%) das Schreiben zurlicksend@um Zeitpunkt des Follow-ups waren
acht Patienten (10%) verstorben.

Die Patienten der Kontrollgruppe wurden von Dezemb@08 bis Juni 2010 untersucht, die
Follow-up-Fragebtgen dazu von Januar 2010 bis Aug0&1 verschickt, 30 Patienten (75%)
schickten den Fragebogen ausgefillt zuriick. Im Bee 2011 konnte bei weiteren sechs
Patienten das Follow-up telefonisch erhoben werd&m vier Patienten (10%) konnten keine
Daten erhoben werden. Von der Kontrollgruppe wardeg Datenerhebung des Follow-ups ein

Patient (2,5%) verstorben.
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3.6 Statistische Auswertung

Die bei Einschluss der Patienten wie auch die ithofweup erhobenen Patientendaten wurden in
eine daflr angelegte Microsoft Excel® Tab. eingegelf-ir die statistische Auswertung der Studie
wurde das Programm SPSS 14.0® verwendet.

Zur Beschreibung kontinuierlicher, normal verteiltd/ariablen wurden Mittelwert und
Standardabweichung bemunht, fir das Vergleicheredigbttelwerte zwischen zwei Gruppen der
T-Test. Zur Darstellung kontinuierlicher, schieftedlter Variablen wurden Median und 25% bzw.
75% Quatrtile beschrieben, zum Vergleich dieser atden kam der Mann-Whitney-U-Test zur
Anwendung. Kategoriale Variablen wurden in absaiufahlen und Prozenten beschrieben, hier
wurde zum Vergleich der Gruppen der Chi-Quadrat-Tgsnutzt. Als signifikant wurden
Unterschiede angesehen, die mit einer Wahrschiekglicvon hochstens 5 % einem Fehler 1. Art

zugeschrieben werden konnten (p< 0,05).
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

4.1.1. Anamnestische Angaben und Risikofaktoren

Das Patientenkollektiv der vorliegenden Studie wsifa insgesamt 120 Patienten, wovon 41
weiblich und 79 mannlich waren. Hinsichtlich dersGlelechterverteilung unterschieden sich Fall-
und Kontrollgruppe, der Anteil mannlicher Probandieg bei 73,8% bei den Patienten mit KHK,
und bei 50% in der Kontrollgruppe (p=0,01). Bezéiglides Alters konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen festgestelltemerdias durchschnittliche Alter betrug bei den
Patienten mit KHK 68,2 (+10,8) Jahre, in der Kolitnuppe 64,5 (£9,9) Jahre (p=0,063).

In Bezug auf die kardiovaskuldren Risikofaktoreiigtan sich deutliche Unterschiede. Bei den
Patienten mit KHK litten signifikant mehr Patientan einem Diabetes mellitus (35% vs. 10%,
p=0,004), einem arteriellen Hypertonus (97,5% ¥966p<0,001) und einer Dyslipoproteinamie
(81% vs. 22,5%, p<0,001). Alle Patienten, die areePAVK litten (n=25), anamnestisch einen
Myokardinfarkt erlitten hatten (n=34) oder sicheziperkutanen Koronarintervention (n=62) sowie
einer aortokoronaren Bypassoperation (n=24) ungenzdatten, gehorten ebenfalls zur Gruppe der
Patienten mit KHK. Auch das Ereignis eines Schlénoder einer TIA lag signifikant haufiger
in der KHK-Fallgruppe vor (16,3% vs. 2,5%, p=0,02&pbei ein Patient an einer sonografisch
gesicherten Stenose der Arteria carotis litt. Whitezeigte sich ein deutlicher Unterschied bei der
Messung des Kndchel-Arm-Index (ABPI), dieser laghttel bei 0,91 (+0,24) in der Fallgruppe
und bei 1,07 (£0,12) in der Kontrollgruppe (p=0,R07

Der Anteil der Raucher unterschied sich nicht wdgdn(15,1% vs. 12,5%, p=0,569), ebenso
zeigte der Anteil an Patienten mit einer positiveRamilienanamnese fur Herz-
Kreislauferkrankungen (59% vs. 44,7%, p=0,149) dech Vorliegen eines Vorhofflimmerns bzw.
-flatterns (31,6% vs. 35,7%, p=0,693) keinen sigaiften Unterschied zwischen den Gruppen.
Die Mittelwerte des Body-Mass-Index (27,8 vs. 28§30,509) waren wie die Mittelwerte der
Waist-Hip-Ratio sowie des systolischen und diastbien Blutdrucks in beiden Gruppen &hnlich
verteilt (siehe Tab. 2).

Bei der Anzahl der betroffenen GefaRRe zeigte sapgehde Verteilung: 18 (23,1%) Patienten
wiesen eine koronare EingefaRerkrankung auf, bei (21,8%) Patienten wurde eine
ZweigefalRerkrankung diagnostiziert, und bei 42 8%3, Patienten waren alle drei HauptgefalRe

betroffen.
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Tab. 2 Charakteristika anhand anamnestischer AngaberkoRiktoren und klinischen Befunden

fur Patienten mit KHK und denen der Kontrollgruppe

Variable N Gesamt Patienten mit | Kontrollen p-Wert
KHK
Geschlecht, 120 | W=41(34,2)] W=21(26,3) | W=20(50) | 0,010
n (%) M=79 (65,8) | M=59 (73,8) M=20 (50)
Alter, Jahren 120 | 66,9 (¥10,6)] 68,2 (+10,8) 64,5 (£9,9 0,063
Raucher, n (%) 119 18 (15,1) 13 (16,5) 5(12,5) 0,569
Diabetes mellitus, n (%) 120 32 (26,7) 28 (35) 4 (10) 0,004
Arterieller Hypertonus, n (%) | 120 102 (85) 78 (97,5) 24 (60) <0,001
DLP, n (%) 119| 73(61,3) 64 (81) 9 (22,5) <0,001
Pos. FA, n (%) 116 | 63 (54,3) 46 (59) 17 (44,7) 0,149
PAVK, n (%) 118| 25 (21,2) 25 (31,3) 0 (0) <0,001
MI, n (%) 119| 34 (28,6) 34 (43) 0 (0) <0,001
PTCA, n (%) 120| 62 (51,7) 62 (77,5) 0 (0) <0,001
ACB, n (%) 120 24 (20) 24 (30) 0 (0) <0,00L
Stroke/TIA, n (%) 120 14 (11,7) 13 (16,3) 1(2,5) 0,02y
Carotisstenose, n (%) 120 1(0,8) 1(1,3) 0 (0) 0,478
VHF, n (%) 107| 30(32,7) 25 (31,6) 10 (35,7) 0,693
BMI, kg/m?2 115| 27,9 (*4,4)| 27,8 (+4,5) 28,3 (+4,3 0,509
WHR 95 | 0,95 (+0,08)| 0,96 (x0,07) 0,92 (+0,09) 0,012
RR syst, mmHg 110 | 133,8(¥22)| 132,8 (22,5 135,5 (+21,1) 0,532
RR diast, mmHg 101| 77,5(x9,8)| 76,9 (+10,4) 78,4 (8,6 0,416
ABPI 92 | 0,94 (+0,23)] 0,91 (x0,24)] 1,07 (x0,12) 0,007

kontinuierliche, normal verteilte Variablen sind aMittelwert +Standardabweichung angegeben,
kategoriale Variablen als absolute Werte und privisder Anteil; DLP = Dyslipoproteindmie, pos.

FA = positive Familienanamnese, PAVK =

periphereerélle Verschlusskrankheit, Ml =

stattgehabter Myokardinfarkt, PTCA = vorherige peake transluminale koronare Angioplastie,
ACB = Z.n. aortocoronarer Bypassoperation, TIA ansitorisch ischamische Attacke, VHF =
Vorhofflimmern/-flattern, BMI = Body Mass Index, V\R{= Waist-Hip-Ratio, RR syst. und diast.
= systolischer und diastolischer Blutdruck, ABPArkle-Brachial-Pressure-Index.

4.1.2 Laborwerte

Bei allen Patienten wurden im Rahmen des stationAwgenthaltes die in Tab. 3 aufgefuhrten

Routinelaborparameter bestimmt.

Besondere Bedeutalsg kardiovaskulare Risikofaktoren

besitzen dabei die Blutfettwerte. Die Mittelwerteesd Gesamtcholesterins und des LDL-

Cholesterins zeigten statistisch signifikante Usthrede in beiden Gruppen, wobei die Probanden

der Kontrollgruppe Uberraschenderweise die hoh&vemte aufwiesen (Cholesterin 4,6 + 1,36
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mmol/l vs. 5,7 = 1,14 mmol/l, p=0,001; LDL 2,7 ®02nmol/l vs. 3,8 + 1,15 mmol/l, p=0,002). Die
Werte der TG und des HDL unterschieden sich niok$emtlich, wobei auffiel, dass das HDL-
Cholesterin als einziger aller Lipidstoffwechseldtaeter in der Fallgruppe den Referenzwert von
>1,5 mmol/l unterschritt.

Die medianen Werte des Akut-Phase-Proteins CRR;heelebenso prognostische Relevanz bei
der KHK besitzt, zeigten keine erheblichen Unteiesd (5,0 vs. 6,1 mg/l; p=0,765), waren jedoch
in der Kontrollgruppe leicht erhdht (Referenzwe: mg/l).

Das BNP besitzt Bedeutung bei der Diagnostik unmhReseabschatzung einer Herzinsuffizienz
und lag hier in der Fallgruppe mit einem medianeeriWron 115 pg/ml (50/274) Gber dem
Referenzwert von <100 pg/ml und damit signifikadhér als in der Kontrollgruppe (p=0,020).

Die medianen Werte der Retentionsparameter Kreatind Harnstoff wiesen bei den Patienten mit
KHK mit statistischer Signifikanz hthere Werte al§ in der Kontrollgruppe (Kreatinin 90,5
umol/l vs. 75,5 umol/l, p=0,027; Harnstoff 6,0 mmaek. 4,3 mmol/l, p=0,006). Dies galt jedoch
nicht far die nach Cockroft-Gault kalkulierte GHR=0,095).

Der Nachweis einer Mikroalbuminurie und vor allefimee Erhéhung des Albumin-Creatinin-
Quotienten im Urin (ACR) gelten nach neusten Erkeissen als Marker der endothelialen
Dysfunktion. Allerdings lagen im vorliegenden Patenkollektiv beide Werte unter dem
Referenzwert von <30 mg/l bzw. von 3,4 g/l. Eintistesch signifikanter Unterschied zwischen
Fall- und Kontrollgruppe lag nicht vor (p=0,686 bzw0,155).

Weiterhin war das Hamoglobin in der KontrollgruppeMittel mit 8,6 (+0,73) mmol/l héher als in
der Fallgruppe mit 8,1 (¥1,08) mmol/l (p=0,011). rDmediane Wert der INR war in beiden
Gruppen mit 0,99 bzw. 1,0 gleich (p=0,630).
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Tab. 3 Laborwerte

Variable Gesamt Patienten mit Kontrollen p-Wert
KHK
INR 1,01 (0,96/1,15)| 0,99 (0,94/1,2 1,0 (0,96/1,12) 630,
Kreatinin (umol/l) 87 (70/108,3) | 90,5 (71,8/116,8) 75,5 (63,5/91) 0,027
Harnstoff (mmol/l) 5,6 (4,3/7,3) 6,0 (4,5/9,1) 4,3 (3,7/5,9) 0,006
GFR 77,8 (+39,7) 73,9 (+38,2) 91,6 (+42,4) 0,095
Triglyceride (mmol/l) 1,5(1,1/2,1) 1,5(1,1/1,9) 1,4 (0,7/2,2) 0,326
Gesamtcholesterin (mmol/l) 4,8 (¥1,4) 4,6 (+1,36) 5,7 (¥1,14) 0,001
LDL-Chol. (mmol/l) 2,9 (+1,18) 2,7 (¥2,0) 3,8 (¥1,15) 0,002
HDL-Chol. (mmol/l) 1,9 (0,35) 1,06 (+0,34) 1,21 (+0,38) 0,128
LDL/HDL 2,87 (+1,27) 2,74 (+1,22) 3,38 (+1,34) 0,07
CRP (mgll) 5,0 (5,0/14,8) 5,0 (5,0/16,1) 6,1 (5,0/10,3 0,785
BNP (pg/ml) 105 (48,5/259) | 115 (50,3/273,%) 56 (21/91,8) 0,020
H&amoglobin (mmol/l) 8,2 (£1,0) 8,1 (+1,08) 8,6 (£0,73) 0,011
Albuminurie (mg/l) 6,4 (3,5/15,5) 6,5 (3,7/15,6) 10,8 (4,9/19,7) 0,686
ACR (g/l) 0,62 (0,43/1,36), 0,67 (0,45/1,42) 0,46 (0,37/1,72) 0,155

Kontinuierliche normal verteilte Variablen sind &lkttelwert + Standardabweichung angegeben,
kontinuierliche schief verteilte Variablen sind Median und 25% bzw. 75% Quartile angegeben;
INR = International Normalized Ratio, GFR = Glomlé@re Filtrationsrate, LDL-Chol. = Low
density lipoprotein-Cholesterin, HDL-Chol. = Higlerkity lipoprotein-Cholesterin, LDL/HDL =
Quotient aus LDL und HDL, CRP = C-reaktives Prot@hP = brain natriuretic peptide, ACR =
Albumin-Kreatinin-Ratio im Spontanurin

4.1.3. Differentialblutbild

Beim Betrachten des Differentialblutbildes fiel adéss bei allen Zellpopulationen mit Ausnahme

der Lymphozyten signifikante Unterschiede bestandgereits die Gesamtleukozytenzahl als

proinflammatorische Zellpopulation war bei den &atien mit KHK deutlich héher (7,49 + 1,9 vs.
6,36 + 1,47; p=0,001), auch der Mittelwert der Getsaonozytenzahl war hier mit statistischer
Signifikanz hoher als in der Kontrollgruppe (0,69,24 vs. 0,53 + 0,18; p<0,001). Ebenso verhielt

es sich mit den neutrophilen und eosinophilen Aoayten, wobei erstere vor allem auf akute

bakterielle Infektionen hinweisen, und letztere rehls Parameter fir allergische und atopische

Diathesen gelten. Auch deren mediane Werte waredemKHK-Fallgruppe wesentlich héher

(siehe Tab. 4).
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Tab. 4 Differentialblutbild, Angaben als absolute ZahierGpt/|

Variable Gesamt Patienten mit Kontrollgruppe p-Wert
KHK
Gesamtleukozyten 7, 15 (+1,86) 7,49 (£1,9) 6,36 (+1,47) 0,001
Neutrophile 4,17 (3,4/5,2) 4,28 (3,53/5,38)  336/4,29) 0,009
Lymphozyten 1,79 (+0,51) 1,76 (x0,52) 1,85 (+0,49 0,393
Monozyten 0,64 (+0,23) 0,69 (+0,24) 0,53 (+0,18) 0,001
Eosinophile 0,18 (0,12/0,28) 0,21 (0,13/0,3)  QQA&5/0,22) 0,009

Kontinuierliche normal verteilte Variablen sind &lsttelwert + Standardabweichung angegeben,
kontinuierliche schief verteilte Variablen sind Median und 25% bzw. 75% Quartile angegeben

4.1.4 Medikamenteneinnahme bei Aufnahme

Die Verteilung der Medikamenteneinnahme bei Aufnahdar Patienten in die Studie deckte sich
mit der in Tab. 2 aufgefiihrten Verteilung der Riddktoren im Patientenkollektiv. So fanden sich
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen chlielich bei der antihypertensiven und
lipidsenkenden Medikation sowie bei der BehandloniigThrombozytenaggregationshemmern. Im
Vergleich dazu zeigten sich relevante Unterschied@uftreten von arterieller Hypertonie, DLP
und den verschiedenen Manifestationsformen derrAghderose wie Ml, TIA/Stroke, PAVK etc.
(siehe Tab. 2). Fast 95% der Fallgruppe erhieli@m Aufnahmezeitpunkt eine Therapie mit
Betablockern, dagegen nur 65% der KontrollgruppeO{@01). Einer Behandlung mit ACE-
Hemmern unterzogen sich 78,5% der Patientengrupp85;3 % der Kontrollgruppe (p<0,001).
Noch deutlicher wurden die Unterschiede bei dediiwdulierenden Therapie mit Statinen (78,5%
vs 11,8%, p<0,001).

Da alle Patienten der Fallgruppe an einer gesiehefHK litten, waren erhebliche Unterschiede
bei der antithrombotischen Therapie mit ASS bzwop&logrel oder deren Kombination zu
erwarten (p<0,001). Insgesamt 22,8% der Patiertearden zum Aufnahmezeitpunkt unter ASS-
Medikation, 7,6% unter Medikation mit Clopidogrel50,6% erhielten eine duale
Thrombozytenaggregationshemmung. Es standen 1%a@entengruppe (19%) mit gesicherter
KHK unter keiner thrombozytenaggregationshemmendéerapie, wovon zwolf mit oralen
Antikoagulantien und drei Patienten mit Heparindratelt wurden.

Bei der Einnahme von Digitalisglykosiden, Antiantmyika, Diuretika und weiteren in Tab. 5
aufgefiihrten Medikamenten zeigten sich keine reiwmra Unterschiede zwischen Patienten mit

KHK und denen der Kontrollgruppe.
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Tab. 5 Medikation

Medikament Gesamt Patienten mit | Kontrollen p-Wert
(n=96) KHK (n=79) (n=17)
p-Blocker, n (%) 86 (89,6) 75 (94,9) 11 (64,7) <0,001
ACE-Hemmer, n (%) 68 (70,8) 62 (78,5) 6 (35,3) <0,001
ARB, n (%) 22 (22,9) 19 (24,1) 3(17,6) 0,569
Diuretika, n (%) 62 (64,6) 54 (68,4) 8 (47,1) 0,096
Ca'"-Antagonisten, n (%) 25 (26) 23 (29,1) 2 (11,8) 0,139
Aldosteronantagonisten, n (%) 11 (11,5) 11 (13,9) 0 (0) 0,102
Antiarrhythmika, n (%) 10 (10,5) 8 (10,3) 2 (11,8) 0,854
Orale Antikoagulation, n (%) 27 (28,1) 23 (29,1) 4 (23,5) 0,642
Digitalis, n (%) 11 (11,6) 10 (12,8) 1(5,9) 0,418
Lipidsenker, n (%) <0,001
Statin 64 (66,7) 62 (78,5) 2(11,8)
Ezetrol 5(5,2) 5 (6,3) 0 (0)
Andere 6 (6,3) 6 (7,6) 0 (0)
TAH, n (%) <0,001
ASS 22 (22,9) 18 (22,8) 4 (23,5)
Clopidogrel 6 (6,3) 6 (7,6) 0 (0)
ASS + Clopidogrel 40 (41,7) 40 (50,6) 0 (0)

Angaben in Absolutwerten und (9).Blocker = Beta-Adrenorezeptoren-Blocker, ACE-Hemme
Angiotensin-Converting-Enzyme-Inhibitor, ARB = Awgensin-ll-Rezeptor-I-blocker, Ca
Antagonisten = Calcium-Antagonisten, TAH = Thromyienaggregationshemmer, ASS =
Acetylsalicylsaure

4.1.5 Die Verteilung der Monozyten-SubpopulatioimarPatientenkollektiv

Wie bereits im Abschnitt Methodik beschrieben, varrddie durchflusszytometrisch analysierten
Monozyten in drei Subpopulationen eingeteilt, welells Mol, Mo2 und Mo3 bezeichnet werden.
Die Summe aus Mo2 und Mo3 reprasentieren hierteeiGlisamtgruppe der CD16+ Monozyten.
Fur jede Subpopulation wurden neben der Angabdsiolaten Zahlen der prozentuale Anteil an
der Gesamtzahl der Monozyten berechnet sowie dielate Anzahl bezogen auf einen Mikroliter
Blut.

Bei der Betrachtung der prozentualen Monozytenilerig fiel auf, dass die drei Subpopulationen
etwa in einem prozentualen Verhaltnis von Mo1:Mo@3W+ 40:35:25% vorhanden waren (siehe
Tab. 6).
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Die Absolutwerte der zytometrisch analysierten Moytenzahlen zeigten zudem keinen relevanten
Unterschied zwischen Fall- und Kontrollgruppe. Ber Auswertung der Absolutzahlen, bezogen
auf einen Mikroliter Blut, zeigte sich ein statssth signifikanter Unterschied bei der Verteilung de
Mol (p=0,007). Relative und absolute Differenzerniseiven den Gruppen waren bzgl. Mo2 und
Mo3 nicht unterschiedlich, wobei die absoluten Weftir Mo3 tendenziell hdéher in der
Patientengruppe lagen (174 (x101) vs. 141 (£69),@58).

Tab. 6 Verteilung der Monozyten-Subpopulationen

Variable Gesamt Patienten mit Kontrollen p-Wert
KHK

N=114
MoZl(counts) 1331 (827/2451)| 1352 (831/2497)| 1233 (694/1789) 0,612
Mo2 (counts) 1573,5 (+866,8) | 1548,5 (+889) 1632 (£822) 0,628
Mo3 (counts) 1089 (x535) 1052 (¥522) 1176 (¥562) 0,274

N=114
Mol (%) 39,3 (+¥19,6) 40,4 (£20,1) 36,6 (+18,2) 0,315
Mo2 (%) 35,2 (+16,5) 34,5 (£16,6) 36,9 (+16,4) 0,464
Mo3 (%) 25,6 (x11,3) 25,1 (¥11,6) 26,7 (£10,7) 0,474

N=108
Mol (counts/ul) | 211 (112/336) 251 (141/384) 157 (90/233) 0,007
Mo2 (counts/ul) 221 (£123) 229 (£126) 199 (+116) 0,259
Mo3 (counts/ul) 165 (x95) 174 (x101) 141 (£69) 0,058

Kontinuierliche normal verteilte Variablen sind &lkttelwert + Standardabweichung angegeben,
kontinuierliche schief verteilte Variablen sind Median und 25% bzw. 75% Quartile angegeben;
Mol = CD14++/CD16-Monozyten, Mo2 = CD14++/CD16+Magten, Mo3 = CD14-
/CD16+Monozyten
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4.1.6 Das Verhalten des RH-PAT-Index im Patientédaktv

Der mediane PAT-Index als Marker der endothelidysfunktion lag bei 1,7 (1,46/1,97) im
Gesamtkollektiv. Bei getrennter Betrachtung det-Ratd Kontrollgruppe ergab sich ein Median
von 1,61 (1,38/1,85) bei den Patienten mit KHK un81 (1,62/2,18) bei den Kontrollpatienten,
was einen statistisch signifikanten Unterschiedtiite (p<0,001). In Abb. 16 sind die medianen
Werte des PAT-Index dargestellt.
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Abb. 16 BoxPlot zur grafischen Darstellung der PAT-Indige&all- und
Kontrollgruppe
PAT = peripheral arterial tone

4.2 Korrelation von PAT-Index und weiteren Paramete

4.2.1 PAT-Index und kardiovaskulare Risikofaktoren

In diese Analysen wurden Patienten und Kontrollémgeschlossen. Der PAT-Index wurde

zunachst in Abhangigkeit vom Geschlecht betrachtehei sich ein Median von 1,74 (1,5/2,23)

bei Frauen und von 1,68 (1,41/1,92) bei Mannergtedgip=0,124). In Tab. 7 ist der mediane PAT-
Index fur weitere kategoriale Variablen aufgefllrabei fiel auf, dass ein relevanter Unterschied

nur fir das Vorhandensein einer Dyslipoproteinangsmer PAVK und eines stattgehabten
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Myokardinfarktes bestand. Weder bei Rauchern naghPatienten mit Diabetes mellitus oder
arterieller Hypertonie war der PAT-Index signifikaniedriger als Ausdruck einer gestorten
Endothelfunktion.

Tab. 7 PAT- Index bei Patientengruppen mit kardiovaslenaRisikofaktoren im Vergleich mit

Patienten ohne diesen Risikofaktor; Kategorialeatden

Variable vorhanden Nicht vorhanden p-Wert
Raucher 1,58 (1,31/2,1) 1,69 (1,48/1,95) 0,337
Diabetes mellitus 1,54 (1,35/1,84) 1,75 (1,49/2,02) 0,062
Arterieller Hypertonus 1,68 (1,44/1,91) 1,81 (1,49/2,17) 0,201
DLP 1,65 (1,43/1,85) 1,81 (1,5/2,17) 0,045
Positive FA 1,65 (1,44/1,98) 1,74 (1,48/1,94) 0,504
PAVK 1,48 (1,32/1,82) 1,74 (1,5/2,03) 0,010
M 1,59 (1,34/1,79) 1,75 (1,5/2,05) 0,013

PAT-Index angegeben als Median und 25% bzw. 75%tDua
DLP = Dyslipoproteinamie, Positive FA = positive niiienanamnese, PAVK = periphere
arterielle Verschlusskrankheit, Ml = stattgehaldgokardinfarkt

Um einen potentiellen Zusammenhang zwischen PA®Andind weiteren Risikofaktoren
aufzudecken, wurde fur kontinuierliche Variablenneei Korrelationsanalyse nach Pearson
durchgefuhrt. AuBerdem wurden alle Patienten nachgéltenden Referenzwerten fir den PAT-
Index in drei Gruppen aufgeteilt (<1,67; 1,67-282,0) und der Zusammenhang mittels
einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) und Post-Hanalyse getestet. Die Ergebnisse sind in
Tab. 8 aufgefihrt. Erstaunlicherweise korrelierggnkr der untersuchten Risikofaktoren mit dem
PAT-Index, jedoch fand sich eine negative Korrelathach Pearson fur die Waist-Hip-Ratio, die
statistisch signifikant war (p=0,041). Alle anderarameter zeigten keinen Zusammenhang zu

den ermittelten PAT-Indices.
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Tab. 8 PAT-Index im Vergleich mit weiteren Risikofaktoretontinuierliche Variablen

Variable PAT-Index Pearson-Korrelation

<1,67 1,67-2,0 >2,0 p-Wert r p-Wert

Alter 68,4 (+11,2)] 67(x9,4) | 63,8 (+x10,6) 0,173 -0,128 163,

BMI 28,5 (+4,8) | 27,4 (+4,0) 27,4 (4,1 0,437 -0,142 131

WHR | 0,96 (+0,07)] 0,96 (x0,09) 0,92 (+0,07) 0,215 -021 0,041
RRsyst | 133(+24) | 140 (¥20) | 128 (+19) 0,172 -0,014 0,882
RR diast | 77 (+10) 79 (+10) 77 (+9) 0,704 0,109 0,280

ABPI 0,92 (£0,24)| 0,97 (x0,23) 0,97 (x0,19) 0,599 0,072 0,502

angegeben als Mittelwert tStandardabweichung, kiofeelle Varianzanalyse (ANOVA) und
Korrelationskoeffizient nach Pearson (r);

BMI = Body Mass Index, WHR = Waist-Hip-Ratio, RRs$ybzw. diast = systolischer bzw.
diastolischer Blutdruck nach Riva Rocci, ABPI = Khél-Arm-Index

4.2.2 PAT-Index und Medikamenteneinnahme

Zur Analyse des Zusammenhangs zwischen der Einnalkestanmter Medikamentengruppen und
des PAT-Wertes wurde das gesamte Probandenkoll@ktijede Medikamentengruppe in zwei
Gruppen unterteilt, wobei eine Gruppe das Medikarmam Aufnahmezeitpunkt einnahm und die
andere nicht. Die medianen PAT-Werte der untersiibleen Gruppen wurden anschliel3end
mittels Mann-Whitney-U-Test miteinander verglicheum eine bestehende Korrelation
festzustellen. Fir folgende Medikamentengruppemt@iein statistisch signifikanter Unterschied
des PAT-Index festgestellt werdgiBlocker, Angiotensinrezeptorblocker, Kalziumkaradtker,
Lipidsenker, Vitamin-K-Antagonisten, Thrombozytegeggationshemmer, Digitalisglykoside und
Antiarrhythmika. Lediglich bei den Patienten, dig ACE-Hemmern oder Aldosteronantagonisten
behandelt wurden, waren die PAT-Werte signifikamtdriger als bei Patienten, die diese
Medikation nicht erhielten (Tab. 9).
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Tab. 9 PAT-Index und Medikamenteneinnahme

Medikamente PAT unter PAT ohne Einnahme p-Wert
Einnahme
p-Blocker 1,64 (1,43/1,91) 1,7 (1,46/1,89) 0,862
ACE-Hemmer 1,6 (1,36/1,8) 1,83 (1,5/2,11) 0,001
ARB 1,83 (1,46/2,0) 1,63 (1,39/1,82) 0,122
Diuretika 1,61 (1,42/1,81) 1,81 (1,48/2,14) 0,041
Ca""-Antagonisten 1,71 (1,36/1,89) 1,65 (1,43/1,91) 0,716
Aldosteronantagonisten 1,44 (1,35/1,63) 1,69 (1,48/1,92) 0,036
Antiarrhythmika 1,77 (1,47/1,89) 1,65 (1,43/1,91) 0,757
Orale Antikoagulation 1,65 (1,42/1,99) 1,67 (1,43/1,86) 0,858
Digitalis 1,74 (1,34/1,95) 1,66 (1,45/1,9) 0,839
Lipidsenker 1,74 (1,5/2,0) 0,400
Statin 1,68 (1,39/1,92)
Ezetrol 1,59 (1,42/1,64)
Andere 1,44 (1,33/1,7)
TAH 1,73 (1,47/1,86) 0,740
ASS 1,66 (1,43/2,03)
Clopidogrel 1,39 (1,18/1,79)
ASS + Clopidogrel 1,64 (1,38/1,91)

PAT-Index angegeben als Median und 25% bzw. 75%tQua

B-Blocker = Beta-Adrenorezeptoren-Blocker, ACE-HemmeAngiotensin-Converting-Enzyme-
Inhibitor, ARB = Angiotensin-lI-Rezeptorblocker, CaAntagonisten = Calcium-Antagonisten,
TAH = Thrombozytenaggregationshemmer, ASS = Acatyglsaure

4.2.3 PAT-Index und Laborwerte

Um den statistischen Zusammenhang zwischen Endiatkébn und verschiedenen

Laborparametern zu testen, wurde eine Korrelatizalgae nach Pearson durchgefiihrt. Dabei
konnte im vorliegenden Probandenkollektiv fir keinder untersuchten Laborparameter mit
Ausnahme des Kreatinins ein statistisch signifieartBusammenhang mit der Endothelfunktion
nachgewiesen werden. Erhdhte Kreatininwerte im 8emaren signifikant mit einer schlechteren
Endothelfunktion assoziiert (negative Korrelatigns0,021). Weder fur die als Risikofaktor

geltenden Fettstoffwechsel-Parameter noch fur déammatorischen Serummarker CRP konnte

eine Korrelation nachgewiesen werden (Vgl. Tab. 10)
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Bezuglich der Albuminkonzentration im Urin und ddbumin-Kreatinin-Ratio, die seit wenigen
Jahren als Marker der endothelialen Dysfunktioneaefen wird, gab es keinerlei Korrelation zum
PAT-Index und damit zur Endothelfunktion.

Gleiches qilt fur die Auswertung des Differentiaitidildes; weder fir die Leukozyten noch fur
Monozyten oder andere Zellen des Differentialbldds konnte ein relevanter Zusammenhang mit

der Endothelfunktion gefunden werden.
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Tab. 10 Korrelationsanalyse nach Pearson fir den Zusamamgnlzwischen PAT-Index und

Laborparametern
Pearson-Korrelation
Variable R p-Wert
INR - 0,007 0,949
Kreatinin (umol/l) - 0,233 0,021
Harnstoff (mmol/l) - 0,170 0,095
TG (mmol/l) 0,102 0,334
Gesamtcholesterin (mmol/l) 0,198 0,057
LDL-Cholesterin (mmol/l) 0,136 0,193
HDL-Cholesterin (mmol/I) 0,183 0,080
CRP (mg/l) 0,008 0,935
BNP (pg/l) -0,195 0,074
GFR 0,074 0,469
Albuminurie (mg/l) - 0,188 0,081
ACR (g/l) -0,182 0,097
Hb (mmol/l) 0,003 0,975
Thrombozyten (Gpt/l) 0,161 0,086
Differentialblutbild
Gesamtleukozyten (Gpt/l) - 0,127 0,175
Neutrophile (Gpt/l) - 0,148 0,122
Lymphozyten (Gpt/l) 0,056 0,557
Monozyten (Gpt/l) - 0,097 0,306
Eosinophile (Gpt/l) -0,111 0,250

r = Korrelationskoeffizient nach Pearson

INR = International Normalized Ratio, TG = Triglywe, LDL = Low densitiy lipoprotein, HDL =
High density lipoprotein, CRP = C-reaktives Protd8NP = brain natriuretic peptide, GFR =
Glomerulare Filtrationsrate, ACR = Albumin-KreatifRatio im Urin, Hb = Hamoglobin

4.3 PAT-Index und Monozyten-Subpopulationen

4.3.1 Betrachtung des gesamten Patientenkollektivs

Um den Zusammenhang zwischen PAT-Index und Monaz$tépopulationen zu analysieren,
wurden die Patienten nach ihrem PAT-Wert in dreufpen eingeteilt, deren Grenzwerte die
bereits beschriebenen Normwerte bildeten (<1,687-2,0; >2,0). Mittels einfaktorieller

Varianzanalyse wurden nun hierfur die Mittelwerex dbsoluten Monozytenzahlen berechnet und
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miteinander verglichen (siehe Tab. 11). Ein statkt signifikanter Unterschied ergab sich dabei
nur fir Mo3 (p = 0,033), wobei jedoch die hochsféarte in der Gruppe mit den héchsten PAT-
Werten, das heil3t mit der besten Endothelfunkg@messen wurden (1114 +546 vs. 914 +470 vs.
1278 +542). In den Patientengruppen weiterer Sullptipnen zeigten sich keine relevanten
Unterschiede, wenngleich auch hier, vor allem leei auf die Gesamtzahl der Monozyten in einem

Mikroliter Blut berechneten Monozytenzahlen, eirendenz erkennbar war.

Tab. 11 Varianzanalyse (einfaktorielle ANOVA) der Monozyterteilung

Variable PAT-Index p-Wert
<1,67 1,67-2,0 >2,0

Mol 1597 (x1010) 1766 (+1266) 2219 (£1994 0,169

Mo2 1619 (+863) 1404 (+881) 1707 (+855) 0,368

Mo3 1114 (+546) 914 (+470) 1278 (+542) 0,033
Mol counts/pl 261 (+166) 248 (+199) 159 (+191) 0,949
Mo2 counts/pl 233 (+114) 196 (+140) 227 (¥121) 0,412
Mo3 counts/pl 176 (+83) 141 (+102) 174 (+107) 0,236

Verteilung angegeben in Mittelwert + Standardabiveiy der einzelnen Subpopulationen,
aufgeteilt nach PAT-Normwerten

Mol = CD14++/CD16-Monozyten, Mo2 = CD14++/CD16+Magten, Mo3 = CD14-
/CD16+Monozyten, counts/pl = absolute Anzahl benagéf einen Mikroliter Blut

4.3.2 Getrennte Betrachtung von Patienten mit KiHK Kontrollen

Mit der einfaktoriellen Varianzanalyse wurde nadr detrachtung des Gesamtkollektivs eine
getrennte Analyse der Patienten mit KHK und der tkallyruppe durchgefihrt. Die Ergebnisse
sind nicht tabellarisch aufgefihrt, sondern gréfidargestellt (siehe Abb. 17 bis 19). Zwar ist zu
erkennen, dass der mediane PAT-Index in der Kdgtugdpe numerisch héher als in der Gruppe
der Patienten mit KHK war (siehe Abschnitt 4.1j6fjoch konnte kein signifikanter Unterschied
unter den nach dem entsprechenden MonozytenweQuiartile aufgeteilten Patientengruppen

festgestellt werden.
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Abb. 17 BoxPlot zur grafischen Darstellung der PAT-Indicesbhangigkeit von der absoluten
Anzahl der CD14++/CD16-Monozyten, bezogen auf disdmntzahl der Monozyten je Mikroliter,
Blut getrennt fiir Patienten mit KHK und Patienten Hontrollgruppe
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Abb. 18 BoxPlot zur grafischen Darstellung der PAT-Indicesbhangigkeit von der absoluten
Anzahl der CD14++/CD16+Monozyten, bezogen auf disdbntzahl der Monozyten je Mikroliter,
Blut getrennt fiir Patienten mit KHK und Patienten Hontrollgruppe
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Abb. 19 BoxPlot zur grafischen Darstellung der PAT-Indices\bhangigkeit von der absoluten
Anzahl der CD14-/CD16+Monozyten, bezogen auf disgBezahl der Monozyten je Mikroliter
Blut, getrennt fur Patienten mit KHK und Patientir Kontrollgruppe

4.4 Follow-up und Uberlebensanalyse

Abb. 20 und Abb. 21 zeigen die Uberlebensanalyseh rigaplan-Meier mit dem priméaren
Endpunkt Tod wahrend des Follow-ups. Dazu wurden Rhtienten erneut anhand ihres PAT-
Index in drei Gruppen aufgeteilt, welche durch Hereits mehrmals verwendeten Normwerte
(<1,67; 1,67-2,0; >2,0) definiert wurden. Das reit! Follow-up im Gesamitkollektiv lag bei 72,4
(¥23,7) Wochen, fur die Patientengruppe 70,6 (¥P3Mochen und die Kontrollgruppe 76,5
(£19,7) Wochen. Insgesamt starben neun Patiengrhiben lag das mittlere Uberleben bei 23,8
(x22,1) Wochen.

Obwohl auch hier keine signifikanten Unterschieestdestellt werden konnten, ist eine Tendenz
zu erkennen. Sowohl bei der Betrachtung des gesaftebandenkollektivs als auch bei der
isolierten Betrachtung der Patienten mit KHK fielf,adass in der Gruppe mit einem PAT-Index
von >2 kein Patient verstorben war. Im Gesamtktillelvaren aus der Gruppe mit einem PAT-
Index von 1,67-2,0 insgesamt drei Patienten wahomsdFollow-ups verstorben, die Gruppe mit
der schlechtesten Endothelfunktion (PAT-Index <] ,&@rzeichnete sechs Todesfélle. Diese
Unterschiede sind jedoch nach statistischer Auswgrimittels log-Rank-Test mit einem p-Wert

von 0,281 als nicht signifikant anzusehen.

a7



Uberlebensfunktionen

PAT nach
1,007 Normwerten
_rq
12
3
—+— 1-zensiert
—t— 2-zensiert
0,95 3-zensiert
=
[
e}
Q
=
[
9 0,90
D b
£
=
X
0,857
p=0,281
0,80
T T T T
0,0 50,0 100,0 150,0

Wochen Uberleben

Abb. 20 Kaplan-Meier Analyse: Uberleben in Wochen allestznden eingeteilt in drei Gruppen
nach den Normwerten des PAT-Index

Ahnlich stellte sich die Situation bei isolierterugwertung der Patienten mit KHK dar, hier
verstarben zwei Patienten mit einem PAT-Index zkesc1,67 und 2,0 wahrend des Follow-up-
Zeitraums. Die bereits erwdhnten sechs verstorbétensonen mit einem PAT-Index <1,67

gehorten alle zu den Patienten mit KHK. Auch digdaterschied besitzt nach Auswertung mit

dem log-Rank-Test keine Signifikanz (p=0,368).
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Abb. 22 Kaplan-Meier Analyse: Uberleben in Wochen derdtadn mit KHK eingeteilt in drei

Gruppen nach den Normwerten des PAT-Index
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5. Diskussion

5.1 Die endotheliale Dysfunktion

Das Endothel besitzt vielféltige Aufgaben, untederem ist es fur die Regulierung des Gefal3tonus
verantwortlich. Neben der Beeinflussung lber dagetative Nervensystem wird diese Aufgabe vor
allem dber die unterschiedlich starke Produktios @efaldilatators NO wahrgenommen, welcher
auRerdem antiinflammatorische, antiproliferatived tantithrombotische Eigenschaften besitzt. Der
Terminus der endothelialen Dysfunktion ist hierlgirch eine geringere Bioverfligbarkeit dieses
Molekils gekennzeichnet und wird als ein Frihstadiler Atherosklerose angesehen.

Seit vielen Jahren ist die Rolle der Inflammatioei ler Entwicklung der Atherosklerose gut
verstanden. Ross pragte 1999 den Satz ,Atherosidei® an inflammatory disease“(14). Seitdem
wurde wiederholt nachgewiesen, dass verschiedetdigungsmediatoren an der Entstehung der
endothelialen Dysfunktion maf3geblich beteiligt sind

Verschiedene Methoden zur Messung der Endothelfumidind etabliert, welche im Einleitungsteil
ausfihrlich dargestellt worden sind. Wahrend Cedgemdie FMD (siehe Abschnitt Einleitung) als
Goldstandard zur Beurteilung der Endothelfunkticesdhrieb, wird heute ebenfalls die in dieser
Untersuchung verwendete Bestimmung des PAT-Indsxalilemein etablierte Technik angesehen
(39). Sie hat die Vorteile, dass sie schnell umflagh durchzufihren und weniger von der Erfahrung
des Untersuchers abhangig ist. Dieses Verfahremeavarstmals 2003 von Kuvin et al. untersucht,
welcher feststellte, dass der PAT-Index und die ogoafisch gemessene FMD miteinander
korrelieren. In dieser Studie wurde gezeigt, dassgemessenen Werte auch mit dem Ausmald der
Niereninsuffizienz und dem Vorliegen einer KHK sewierschiedenen Risikofaktoren assoziiert sind
(47). Im Jahr 2004 untersuchte Bonetti et al. 9deRten ohne makroskopischen Nachweis einer
KHK, wobei der PAT-Index signifikant niedriger bétatienten mit mikrovaskulérer koronarer
endothelialer Dysfunktion als bei Gesunden wardigser Untersuchung betrug die Sensitivitat 80%
und die Spezifitat 85% bei einem PAT-Index von &1f@ den Nachweis einer relevanten koronaren
endothelialen Dysfunktion (49). Die klinische Betlewg der RH-PAT-Methode wurde in den
folgenden Jahren mehrfach untersucht. Haller etegdite 2007, dass bereits bei Kindern mit Diabetes
mellitus die Endothelfunktion gestort ist (51).dimer weiteren Studie wurden 42 Manner mit stabiler
KHK untersucht und gezeigt, dass der PAT-Index reimgeigneten Parameter darstellt, um
Risikogruppen von Patienten mit KHK zu stratifiger Weiterhin ist die Messung des PAT-Wertes
zur Therapielberwachung geeignet (77,78). In ejneBen Studie von 2008 wurde an 1.957 Patienten
der dritten Nachkommen-Generation der FraminghamdiStdie Korrelation des PAT-Index mit den
traditionellen kardiovaskularen Risikofaktoren erneuntersucht. Die Ergebnisse zeigten eine
signifikante Korrelation zwischen gestorter endbthemittelter GefalRantwort und mannlichem
Geschlecht, dem Vorliegen von Diabetes mellitus Dkotinabusus. Auf3erdem fand sich eine

Korrelation mit steigendem Alter, steigendem BMIws® Serum-Cholesterinkonzentrationen.
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Dagegen konnte fir das Vorliegen von arteriellepétyonie und erhdhter WHR kein Zusammenhang
nachgewiesen werden, ebenso fand sich kein signti Zusammenhang mit dem Vorliegen einer
systemischen Inflammation, gemessen an der Kora@rirdes CRP im Serum (50).

Im Jahr 2010 konnten Rubinsthein und dessen Mitarbeerstmals einen signifikanten
Zusammenhang mit dem kardiovaskularen Outcome nsitesondere der Mortalitat nachweisen. Er
rekrutierte insgesamt 270 Patienten und untersuclige Endothelfunktion mittels Endo-PAT.
AnschlieRend wurde die Patientenpopulation nach Bam-Index in zwei Gruppen aufgeteilt, ahnlich
wie in der vorliegenden Studie, in der es drei @aipgab (Grenzwert PAT-Index 0,4). In der in Abb.
22 dargestellten Uberlebenskurve ist zu sehen, Bassnten mit einem PAT-Index von mehr als 0,4

ein signifikant besseres Outcome aufweisen aleRati mit einem niedrigeren PAT-Index (79).

L RHI<0.4
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0 1 2 3 4 5 6 7
Years from EndoPAT study

L_RAHI<0.4 129 109 100 83 69 56 J6 25
L RHIz0.4 140 123 115 104 86 66 55 44

Abb. 22: Das kardiovaskulare Outcome als Kombination voulikesaskularer Mortalitat,
Myokardinfarkt, koronarer Revaskularisationstheeaymd erneuter Hospitalisation aus
kardiovaskularer Ursache bei Patienten mit hohedm{>und niedrigem (<0,4) PAT-Index Uber einen
Follow-up-Zeitraum von sieben Jahren nach Rubimnsigeal.;
L_RHI = natural logarithmic scaled reactive hypei@mdex (aus 79)

Dies deckt sich nicht mit der in der vorliegendendit erstellten Kaplan-Meier-Analyse (siehe Abb.
20). Obwohl sich eine deutliche Tendenz abzeichrieinnte kein signifikant besseres
kardiovaskulares Outcome fir Patienten mit hoherBAT-Wert und damit nicht gestorter

Endothelfunktion nachgewiesen werden (p=0,281).

Auf dem Hintergrund dieser Ergebnisse wurde in deriegenden Arbeit der PAT-Index unter

anderem zum Nachweis einer potentiellen Assoziatoh proinflammatorischen Subgruppen der
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Monozyten bei Patienten mit KHK untersucht. Leidennte die von uns aufgestellte These durch die
Untersuchungsergebnisse nicht untermauert werden.zéigte sich kein Zusammenhang der
Monozytenpopulationen zur mittels RH-PAT gemessertendothelfunktion, weder fir die
Gesamtmonozyten noch fiir eine deren Subpopulatifien 11).

Im Folgenden sollen die im Resultate-Abschnitt enfierten Daten auf dem Hintergrund der

publizierten Literatur weiter diskutiert werden.

5.1.1 PAT-Index und Risikofaktoren

Beim Vergleich der verschiedenen Risikofaktorgrupjimt festzustellen, dass sowohl Patienten mit
bestehender PAVK als auch solche mit stattgehaMgokardinfarkt eine gestérte Endothelfunktion
hatten (Tab. 7). Dieses Ergebnis erscheint nactieblbar, da beide Variablen als Manifestationsform
der endothelialen Dysfunktion bzw. Atherosklerostiem. Dies ist von verschiedenen Arbeitsgruppen
bereits gezeigt worden.

Bei der Auswertung der klassischen kardiovaskuldrésikofaktoren fallt zunéchst auf, dass ein
signifikanter Zusammenhang nur fir das Vorhandens@ier Dyslipoproteindmie besteht (Tab. 7).
Ein solches Ergebnis wurde bereits bei NeunteuB71®eschrieben, allerdings wurde hier die
endotheliale Dysfunktion mittels FMD untersucht X4Kuvin et al. zeigte 2003 ebenfalls einen
Zusammenhang zwischen PAT-Index und Dyslipoproteiagd47), auch Hamburg et al. (2008) stellte
einen Zusammenhang zur Cholesterin-HDL-Ratio f&8}. (

In beiden Studien wurde ein signifikant reduzieR&T-Index bei M&nnern gefunden, was sich nicht
mit unseren Auswertungen deckt. Die fehlende Asdozi des Lebensalters mit dem PAT-Index steht
im Einklang mit friheren Ergebnissen, z.B. von Kuet al. (47). Auch hier zeigte sich bei der
Untersuchung mit der RH-PAT-Methode eine Altersuréatgigkeit, wahrend bei der Untersuchung
mittels FMD die Endothelfunktion mit steigendem exlisignifikant niedriger war. Dies kann erklart
werden durch den Einbezug des Kontrollfingers bai BAT-Messung (47), sodass individuelle
Unterschiede, die bereits beim Ausgangswert bestdied der Berechnung des Quotienten nicht mit
als Effekt der reaktiven Hyperamie gewertet werden.

Unerwartet sind die vorliegenden Ergebnisse in Beauf die Assoziation der Marker der Adipositas
im Patientenkollektiv. Bei Hamburg et al. ist einegative Korrelation fir den BMI beschrieben,
jedoch keine Korrelation fur die Waist-Hip-RatioOf5 In der vorliegenden Studie stellt sich das
Ganze umgekehrt dar, es konnte keine Korrelatioméin BMI gefunden werden, jedoch war bei der
Korrelationsanalyse nach Pearson eine gestorte thelflinktion mit steigender WHR erkennbar
(Tab. 8). Diese signifikante Korrelation trotz dgaringen Fallzahl unterstreicht die Bedeutung diese
relativ jungen Risikofaktors in Pravention und Rroge der KHK.

Bei Hamburg et al. wurde eine reduzierte Endotimédiion bei Diabetespatienten gefunden, dies deckt
sich nur bedingt mit den vorliegenden Auswertun@e®). Mit einem p-Wert von 0,062 wird das

Signifikanzniveau knapp verfehlt, wenn auch einadenz zu erkennen ist (Tab. 7). Dieses Ergebnis
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zeigt Ubereinstimmung mit dem von Kuvin (47), deinee Tendenz zu einer gestorten
Endothelfunktion bei Diabetikern beschreibt, dienkestatistische Signifikanz erreichte.

Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse muss bercickgt werden, dass bei der vorliegenden Studie
im Vergleich zu den Publikationen von Hamburg unduvid enorme Unterschiede im
Patientenkollektiv bestehen. Kuvin untersuchte gdeu Patienten, eine KHK stellte ein
Ausschlusskriterium dar, sodass hier nur das Mgeheder Risikofaktoren ohne manifeste Erkrankung
Einfluss auf das Untersuchungsergebnis hatte. Digli&groRe mit etwa 100 Patienten war
vergleichbar mit der vorliegenden Studie. Bei Hamgbet al. dagegen wurden zwar Patienten mit
KHK untersucht, aber die Anzahl der Patienten lagfast 2.000 deutlich tGber unserer Studiengrolie.
Aufgrund des heterogenen Patientenkollektivs ums8tadie, die sowohl Patienten mit klinisch
manifester KHK in unterschiedlicher Auspragung aleh koronargesunde Patienten einschlief3t, ist
auch eine sehr viel gréRere Variabilitat hinsiciitlider Beeinflussung durch kardiovaskulare
Risikofaktoren zu erwarten. Weiterhin sollte nictmerwéhnt bleiben, dass in einer weiteren Arbeit
von Bonetti 2004 zwar gezeigt wurde, dass Patienteit einer reduzierten peripheren
Endothelfunktion ein hoheres Risiko einer koronarendothelialen Dysfunktion haben, aber bei
diesen Patienten kein Zusammenhang zwischen Erfiotkiion und traditionellen Risikofaktoren

gefunden wurde (49).

Im Laufe der zahlreichen Untersuchungen auf dieGshiet sind viele Grenzen der PAT-Methode
festgestellt worden. Als erstes muss festgehaltearden, dass zwar eine blutflussinduzierte
Vasodilatation durch die reaktive Hyperdmie proeozivird, diese aber nur indirekt gemessen wird.
Es kénnen nur Volumen- und Pulswellenveranderursgggezeichnet werden, nicht der Blutfluss als
solcher. Weiterhin unterliegt diese UntersuchumgeArtefaktanfalligkeit. Dem liegt insbesondere zu
Grunde, dass die Untersuchung am Finger durchgefiifd, dessen Hautschicht sehr gut innerviert

ist und damit besonders dem Einfluss des vegerablvensystems unterliegt.

Es wurde versucht, diesen Einfluss in der vorliggenStudie so minimal wie moglich zu halten,
indem die Patienten unter standardisierten Bediggmmmorgens nichtern und in Ruhe in einem
abgedunkelten Raum untersucht wurden. Individudlgstemische Einflisse werden durch
Einbeziehung des Kontrollfingers bei dieser Methoiieimiert (48,49).

Die mittels der RH-PAT-Methode gemessene Endothktfan war in der vorliegenden Arbeit bei
Patienten mit KHK signifikant reduziert, ein Sacthadt, der die aktuelle Datenlage widerspiegelt
(Abb. 16).

5.1.2 PAT-Index und Laborparameter
In der vorliegenden Studie konnte von allen genmemseRoutinelaborparametern ein signifikanter

Zusammenhang nur fur den Retentionsparameter Kned#astgestellt werden (p=0,021). Hier ergab
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sich eine negative Korrelation nach Pearson. FiarHernstoff und insbesondere fur die GFR konnte
dieser Zusammenhang nicht nachgewiesen werden,i Wwelake Parameter von zusatzlichen Faktoren
abhéngig sind (Tab. 10). Auf den Zusammenhang heisdNierenfunktion und dem Auftreten von
kardiovaskularen Krankheitsmanifestationen wird mmteren Abschnitt eingegangen. Es ist
unumestritten, dass Patienten mit chronischer Niasgffizienz ein deutlich hoheres kardiovaskulares
Risiko haben (74). In Analogie zu deren Korrelationt dem PAT-Index war die Kreatinin-
Konzentration bei den Patienten mit KHK im Verglkeirur Kontrollgruppe signifikant héher (Tab. 3).
Auch die Hohe der GFR korreliert in der vorliegem@&tudie nicht mit der Endothelfunktion, was den
Ausfihrungen von Chang et al. 2010 (80) widersprider auch diesen Marker als unabhéngigen
Risikofaktor fur das Auftreten einer KHK beschreilifin besserer Marker zur Beurteilung der
Endothelfunktion ist nach neuerer Literatur jedaghr Nachweis einer Mikroalbuminurie bzw. der
Albumin-Kreatinin-Ratio im Spontanurin (ACR). Ba®il989 wurde von Deckert et al. die ,Steno-
Hypothese" begriindet, der zufolge eine Mikroalbwmi, v.a. bei Diabetikern, eine Folge des
Verlustes von negativen Ladungen in Form von Hepadéaten an der GefalRwand ist und ein
geeignetes Anzeichen fir eine generalisierte emtlath Dysfunktion darstellt (81).
Pathophysiologisch geht man auf3erdem davon ausddash die geringere Bioverfligbarkeit von NO
und der damit verbundenen endothelialen DysfunkdienPermeabilitat des Endothels zunimmt. Dies
hat Auswirkungen besonders auf das Endothel dereNgdomeruli, sodass eine Mikroalbuminurie
entsteht. In einer Studie von Mohan et al. 2008dewn diabetischen Mausen nachgewiesen, dass es
bei einer Ausschaltung der eNOS zu einem signita@nstieg der Albuminausscheidung im Urin
kommt (82). In einer Studie mit 432 Patienten aes1dahre 2001 wird erstmals von der ACR als
Parameter der endothelialen Dysfunktion gesprochien,wurde eine Assoziation mit einer erhghten
kardiovaskularen Mortalitat bei Patienten nach Mymlinfarkt nachgewiesen. Der Anstieg der Ratio
ist in den ersten Tagen nach Infarkt mit dem Awdimesiner voriibergehenden Herzinsuffizienz erklart
worden, spater durch die endotheliale Dysfunktion@omerulus (83). Im Jahr 2010 wurde an einer
Studie mit 1.369 nieren- und koronargesunden Ratiegezeigt, dass die Hohe der ACR mit der
sonografisch gemessenen Carotis-Intima-Dicke assbist (84). Weiterhin wurde eine Korrelation
zum kardiovaskularen Outcome nachgewiesen, weleheitb unter dem allgemein als pathologisch
angesehenen Referenzwert von 30 mg/g KreatininnbediB5). In unserer Studie konnte keine
Assoziation zur Endothelfunktion aufgedeckt werdeader fir die isolierte Mikroalbuminurie noch
fur die ACR im Spontanurin. Das Signifikanzniveairdvin der vorliegenden Untersuchung nicht
erreicht (Tab. 10). Kathiresan kommt 2006 jedocim Zleichen Ergebnis wie unsere Studie, auch er
findet keine Korrelation von Mikroalbuminurie undhdothelialer Dysfunktion (gemessen mittels
FMD). Eine potentielle von den Autoren genanntel&tng ist, dass die ACR womdglich ein
Parameter zur Aufdeckung einer mikrovaskularen yidion ist, die mit der FMD von Arterien

nicht messbar ist (86).
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Im Weiteren soll auf die Parameter des Lipidstoffiasels eingegangen werden, wobei fir keinen der
vier Routineparameter ein Zusammenhang mit der tetfanktion nachgewiesen werden konnte.
Beim Gesamtcholesterin kann mit einem p-Wert vod5D, von einer deutlichen Tendenz zur
Korrelation der Parameter gesprochen werden, audh-E& mit p=0,080 zeigt eine tendenzielle
Korrelation (Tab. 10). Die Rolle des Cholesterimgl ispeziell des LDL-C bei der Entstehung einer
endothelialen Dysfunktion und einer Atheroskleragerde im Abschnitt Einleitung ausfuhrlich
dargestellt. Es gibt leider bisher wenige Untersigfen zum Zusammenhang zwischen
Lipidstoffwechselparametern und PAT-Ratio. Bei Hamgb et al. (50) Kkorrelierte nur die
Gesamtcholesterin-HDL-Ratio mit dem PAT-Index, Bebinshtein nur das HDL-C (79). Hamburg et
al. stellten weiterhin fest, dass Patienten, dig¢emureiner Statintherapie stehen, eine bessere
Endothelfunktion bei der Endo-PAT-Messung haben60% der Probanden dieser Studie sich einer
solchen Therapie unterzogen, ist es mdglich, dass uWlem medikamentdsen Einfluss vor allem der
Einfluss des Gesamtcholesterins und des LDL-C asfEhdothel nicht mehr nachweisbar ist. Misst
man die Endothelfunktion mittels FMD, so findenhsimehrere Studien, die den Zusammenhang zu
Lipidstoffwechselstérungen anzeigenden Laborparametuntersuchen. Angefangen 1997 mit
Neunteufl et al., die zeigen konnten, dass die Faéwohl mit dem PAT-Index als auch mit dem
Serum-Gesamtcholesterin korreliert (41), zeigererestudien eine negative Korrelation vor allem
fur die Gesamtcholesterin-HDL-Ratio zur FMD (87,8Bgtztere stellten eine negative Korrelation
auch fir die Triglyceride fest, welche in den vegienden Analysen jedoch in keinem erkennbaren
Zusammenhang mit der Endothelfunktion standen (T@p.

Das BNP als natriuretisches Peptid hat einen vigatbrischen Effekt, indem es an Rezeptoren
angreift, die tUber die cGMP-Kaskade die eNOS adten und so die Bioverfuigbarkeit von NO
steigern. Ein weiterer Stoffwechselweg fiihrt Gber @ffnung von Kalium-Kanéalen (89,90). Eine
negative Korrelation zwischen natriuretischen REpti und FMD wurde bei Chong et al.
nachgewiesen, hier bei Patienten mit chronischarzinguffizienz (91). Kathiresan et al. konnten
diesen Zusammenhang, ebenso wie in den vorliegeBdgen, nicht zeigen (86). Eine mdgliche
Erklarung hierflr ist, dass das Vorhandensein eiteonischen Herzinsuffizienz meist sowohl mit
erhohten BNP-Werten als auch einer gesttrten Eptfattktion einhergeht. Die Erhdhung dieser
beiden Parameter kdnnte also bei Chong durchadmden sein, die Werte stehen aber in keinem
Kausalzusammenhang zueinander. Studien zum Zusamamgrder natriuretischen Peptide mit dem
PAT-Index gibt es bisher nicht.

Die Bedeutung des CRP in der Pathogenese der atidteh Dysfunktion ist unumstritten. Als
Marker einer systemischen Inflammation ist einetBung des CRP mit einem erhdhten Risiko far
die Entwicklung einer kardiovaskularen Erkrankumgbunden (14). Bei Patienten mit ACS ist es mit
einer erhdhten Reinfarkt- sowie Mortalitatsrate bverden, aul3erdem korreliert es mit der
Komplikationsrate bei Koronarinterventionen (7)bait et al. zeigten einen Zusammenhang mit dem

Framingham-Risk-Score und dem Auftreten von karas@ularen Ereignissen (92). Das CRP hat
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verschiedene Einflisse auf das Endothel, nebem kameplementaktivierenden Wirkung induziert es
die Expression von Adh&sionsmolekilen und steigest Aufnahme von oxidiertem LDL durch
Makrophagen sowie deren Differenzierung zu Schallemzg93). Ein weiterer pathogenetischer
Mechanismus ist die modulierende Einwirkung des @RPdie Expression von Tetrahydrobiopterin
(BH,4), einem Kofaktor der eNOS (94). Der Einfluss ddRPCauf die Endothelfunktion wurde in
mehreren Studien der letzten Jahre bestatigtdailgs ist in all diesen Studien die Endothelfunktio
mittels FMD gemessen worden (95). Widersprichliehgebnisse zeigten sich bei Vita et al., die eine
Studie mit 1.903 Patienten durchfuihrten und einerédation zwischen erhéhtem CRP und gestoérter
Endothelfunktion zeigen konnten, die jedoch nacfustikrung fur traditionelle Risikofaktoren nicht
mehr nachzuweisen war (96). In einer Studie aus dahr 2006 wurde bereits eine schlechtere
Endothelfunktion mittels FMD bei adipésen Kinderm iVergleich zu gesunden Kindern
nachgewiesen, diese korrelierte ebenfalls mit déhéHdes gemessenen Serum-CRP (97). Eine
Therapie mit Statinen und die antiinflammatorisitiekung der Acetylsalicylsdure (ASS) senken den
CRP-Spiegel und verbessern die Endothelfunktion). (%8 den vorliegenden Analysen konnte
keinerlei Korrelation der Endothelfunktion mit de@RP-Spiegel nachgewiesen werden (Tab. 10).
Dieses Ergebnis steht im Einklang zu den Ergebnisss Hamburg et al., welche ebenfalls die
EndoPAT-Methode benutzten, auch diese fanden kéimeslation zum CRP. Mdglicherweise liegen
die Grunde in der vorliegenden Studie in der Béessung des Endothels durch Statin- und ASS-
Medikation der betreffenden Patienten. AulRerdemnié@mer Einbezug des Kontrollfingers ebenso
wie bei der Altersabhangigkeit den Einfluss derntesygsschen Inflammation minimieren. Dies wiirde
erklaren, warum die Endothelfunktion nur bei Megsmit der RH-PAT-Methode nicht korreliert, bei
der FMD-Messung jedoch schon.

Die Zellpopulationen des Differentialblutbildes w&® in der vorliegenden Studie keine Korrelation
zur Endothelfunktion auf, weder die Gesamtleukazytech deren Subpopulationen (Tab. 10). lhre
Rolle bei der Entstehung der Atherosklerose wueteits dargestellt, jedoch finden sich nur wenige
Studien, die deren Zusammenhang mit der FMD bzwn deAT-Index untersuchten. Ein
Zusammenhang zwischen Gesamtleukozyten und Enflothkébn wurde 2002 mittels FMD
untersucht und bestatigt, allerdings in einer Pajpurh von Patienten mit Diabetes mellitus (99). Im
Jahr 2005 wurde dieser Zusammenhang in einer Switli@68 Patienten ein weiteres Mal verifiziert
(100). Van Ostrom zeigte 2003, dass ein Anstieg @esamtleukozyten und der neutrophilen
Granulozyten mit einer verminderten FMD unter demfliss einer postprandialen Lipidamie und
Glucosamie einhergeht (101). So scheinen also lemalie neutrophilen Granulozyten Einfluss auf
die Endothelfunktion zu nehmen, was den inflamnis¢ben Einfluss bei der Pathogenese der
Atherosklerose unterstreicht. Es gibt eine weitBtadie von 2010, welche eine Assoziation der
Endothel-abhéngigen Vasodilatation mit der Hohe Meutrophilen, Eosinophilen und Monozyten
zeigt. Die Endothelfunktion wurde hier jedoch mitrabrachialer Ach-Injektion gemessen (102). Zum

PAT-Index wurden diesbeztiglich noch keine Untersngen angestellt.
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5.1.3 Endotheliale Dysfunktion und Medikamentenahme

Einen signifikanten Einfluss auf die mittels RH-PAWex gemessene Endothelfunktion hatte in
unserer Studie nur die Einnahme von ACE-HemmernAlddsteronantagonisten (Abschnitt 4.2.2).
Das Angiotensin converting enzym (ACE) fordert dienwandlung des Angiotensin | in das
vasokonstriktorisch wirkende Angiotensin Il. Einemung des ACE sollte mit einer verbesserten
Endothelfunktion einhergehen (103), allerdings fainth in unserer Studienpopulation bei den mit
ACE-Hemmern behandelten Patienten eine gestort@thBelfunktion. Dies kdonnte dadurch erklart
werden, dass durch eine ACE-Hemmung ein dilatigBiemdtonus der Arterien besteht, der auf die
reaktive Hyperamie nicht mehr so stark mit eineitaven Vasodilatation reagiert. AulRerdem muss
festgehalten werden, dass der Anteil von mit ACEaH®rn behandelten Patienten signifikant héher
in der KHK-Gruppe als in der Kontrollgruppe war,dass eine schlechtere Endothelfunktion in dieser
Gruppe zu erwarten ist (Tab. 5). Allerdings wirfeser Umstand die Frage auf, warum es keine
Korrelation mit der Endothelfunktion bei der Einnadnvon Angiotensin-lI-Rezeptorantagonisten, die
Uber die Hemmung der Wirkung des Angiotensin llkeir, gibt. Flr Irbesartan beispielsweise konnte
eine solche bereits nachgewiesen werden (104). Aahr¥¢heinlichsten liegt dies in der geringen
Anzahl der mit dieser Medikamentengruppe behanéttgienten in der vorliegenden Untersuchung.
Die zweite Medikamentengruppe, deren Einnahme isergr Studie mit der Endothelfunktion
korreliert, ist die der Aldosteronantagonisten. Daeckt sich mit den Erkenntnissen aus fritheren
Studien, welche den giinstigen Einfluss von Eplaremod Spironolacton auf die Endothelfunktion
untersucht haben, wobei in diesen UntersuchungenEddothelfunktion mittels FMD untersucht
worden war (105,106). Dass Aldosteron die Endotimédion verschlechtert und eine Bedeutung bei
der Atheroskleroseentstehung besitzt, ist seitdéerg bekannt, der Mechanismus ist jedoch nicht
abschliel3end geklart (107).

Erstaunlicherweise findet sich in unserem Patiukektiv ebenfalls keine Korrelation der
Endothelfunktion zur Einnahme einer lipidmodulieten Therapie. Bezugnehmend auf die JUPITER-
Studie von 2008 und weitere Studien, die den Essflvor allem der Statine (Rosuvastatin,
Simvastatin) auf das Auftreten von kardiovaskul&esignissen und die FMD untersucht haben, ware
ein Zusammenhang auch in unserem Kollektiv zu demaf108,109). In der JUPITER-Studie konnte
gezeigt werden, dass Patienten mit KHK auch ohnpektholesterinamie von einer Statintherapie
profitieren, hier verbessern Statine das kardiowi@sk Outcome Uber eine Senkung des erhéhten
hochsensitiven CRP (hs-CRP) (110). Bei Hamburd. etarde die Endothelfunktion mittels RH-PAT
untersucht, und auch hier wurde eine verbessedetkelfunktion unter Statintherapie gezeigt. Dieser
Effekt ist in unserer Studie woma@glich verschwundgm eine Statintherapie bevorzugt bei Patienten

mit KHK und somit gestérter Endothelfunktion vorgemmen wurde.
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5.2 Die Monozyten-Subpopulationen

Die Einteilung der Monozyten in verschiedene Sulgetpnen wurde erstmals vor etwa 20 Jahren
von Passlick et al. vorgenommen (55). Er bescheiak Monozytenheterogenitat beruhend auf der
unterschiedlichen Expression ihrer Oberflachenma®®14 (LPS-Rezeptor) und CD16 (¢
Rezeptor). Das CD16-Oberflachenmolekiil war bis mlathir als Oberflachenmarker von Natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) bekannt, die von ihm gefienen CD16-positiven Zellen liel3en sich jedoch
anhand Morphologie und des Fehlens von NK-Zell-disehen Markern eindeutig der
Monozytenpopulation zuordnen. Im Vergleich zu ddasgischen CD16-negativen Monozyten
besitzen sie mehr MHCII-Molekille und zeigen weniBbagozytoseaktivitat, sie scheinen daher eine
Funktion als Antigen-prasentierende Zellen (APC)bmsitzen. Sie exprimieren auf3erdem deutlich
weniger CD33 und ahneln den Alveolarmakrophagenldege, sodass davon ausgegangen wird,
dass es sich bei den CD16-positiven Zellen um egifere Monozytenpopulation handelt, deren
Differenzierung aus den klassischen Monozyten debSF und TNF induzierbar ist (55,64).

Der Nachweis einer vermehrten Zytokin-Produktion @®16-positiven Monozyten fuhrte zu deren
Bezeichnung als pro-inflammatorische Monozytenwkisde eine hohe Produktion von TNEFL-1

und IL-6 im Vergleich zu den klassischen Monozygefunden. Dagegen konnte keine Produktion des

anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 nachgewieseerden (57,111,112).

Der eher geringe Anteil der CD16-positiven Monomykann unter bestimmten Bedingungen enorm
ansteigen. So wurden beispielsweise stark erhobtelLbei septischen Patienten gefunden. Auch
unter dem Einfluss von anderen inflammatorischefektiosen oder nicht-infektiésen Erkrankungen
finden sich Erh6hungen des prozentualen Anteilsedi€ellpopulation, wie bei Patienten mit HIV,
Tuberkulose sowie malignen oder Autoimmun-Erkramgam Diese kdnnen unter immunsuppressiver
Therapie wieder Normalwerte annehmen. Auch beieRtgn mit famili&rer Hypercholesterinamie

wurden abnorme Monozytenverteilungen gefunden (113)

Ein weiterer Gesichtspunkt bei der Betrachtung Menozyten-Subpopulationen ist die Expression
von verschiedenen Chemokinrezeptoren, die eine ubedide Rolle in der Entstehung der
Atherosklerose spielen. Besonders wichtig sind igs@im Zusammenhang die Rezeptoren CCR2,
CCRS5 und CX3CR1. Die unterschiedliche Auspragumgeti Molektle auf den Monozytenarten liel3
letztendlich die Notwendigkeit aufkommen, die Eilweg der CD16-positiven in zwei weitere
Subpopulationen vorzunehmen, die CD14++/CD16+ und43-/CD16+Monozyten. Diese Einteilung
in drei Subpopulationen findet sich erstmals 208i34mcuata et al. und wird seit 2010 als Standard i
der Monozytennomenklatur betrachtet (114).

Das CCR2-Molekul wird hauptsachlich von CD14++/CEM6nozyten exprimiert und fungiert als
Rezeptor fur das MCP-1 (monocyt-chemoatrractantepmol) (114,115). Auch auf 70% der
CD14++/CD16+Monozyten findet sich dieser Rezepias MCP-1 ist ein Chemokin, welches von
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Endothelzellen und glatten Muskelzellen exprimieitd, nachdem diese Kontakt mit oxidierten
Lipoproteinen hatten. Die Monozyten, die diesendpsar besitzen, haben eine hohe Affinitat zu den
MCP-1-produzierenden Zellen und werden also nach Kentakt mit oxLDL zum Ort der Lasion
rekrutiert. Damit sind sie direkt an der Frihphdse Entstehung einer atherosklerotischen Plaque
beteiligt. In einer Studie mit Mausen zeigte sieh Ausschaltung des CCR2 ein deutlich verringertes
Risiko fur die Entstehung einer Intimahyperpladi¢y).

Ein weiteres bedeutendes Molekdl ist das CCR5, heslc hauptsachlich  auf
CD14++/CD16+Monozyten exprimiert wird. Dessen Lidast das Chemokin RANTESRégulated
uponActivatedNormal T-Cell Expressed an&ecreted), welches ebenfalls eine zentrale Rollalbei
Entstehung und Progression von atherosklerotiséti@gues zu spielen scheint. Nach Ausschaltung
des CCR5 konnte eine deutliche Verlangsamung deer@klerotischen Plaqueprogression bei
Mausen nachgewiesen werden (116), so dass es Wwalmigth einen Einfluss in den spateren Stadien
der Plaqueentstehung und -progression besitzt.

Am wichtigsten im Zusammenhang mit der Atherosldeemtwicklung ist das CX3CR1-Molekdl.
Dieses ist am starksten auf CD14+/CD16+Monozytesgapragt, findet sich aber auch auf T-
Lymphozyten und NK-Zellen. Sein Ligand ist Frakiatk welches vorrangig von Endothelzellen
unter dem Einfluss inflammatorischer Bedingungeme wem Einwirken von IL-1 oder TNE;
gebildet wird (117). Es stellt seinerseits ein Zytodar und besitzt eine Chemokindomane, die eine
Affinitat zum CX3CR1 besitzt. Es werden somit voigagg CD14+/CD16+Monozyten zum Ort des
inflammatorischen Geschehens rekrutiert, diese dortl am Aufbau der atherosklerotischen Lasion
beteiligt (74).

Anfangs wurden nur zwei Subpopulationen von Monezytinterschieden, die CD16-positiven und
die CD16-negativen Monozyten. Erst seit 2003 ist avei verschiedenen Populationen die Rede
(100). Die CD16-positiven Monozyten machen in alldgizu verdffentlichten Publikationen den
weitaus kleineren Anteil der Gesamtmonozyten ausidn meisten Studien wird von einem Anteil
von 5-10% gesprochen (55,64,111,114,118). Im Gederdazu fanden sich bei den vorliegenden
Untersuchungen relativ gleichmaRig verteilte Amteder Anteil der CD14++/CD16-Monozyten lag
bei 39,3%, der CD14++/CD16+ bei 35,2%, und von CBCD16+ bei 25,6% (Tab. 6). Dies
widerspricht den meisten der publizierten Analysepei erwdhnt werden muss, dass sich die
Verteilungen aus den aktuellen Veroéffentlichungedi3tenteils auf gesunde Probandenpopulationen
oder Patienten mit Niereninsuffizienz beziehen 179), wahrend bei den im Rahmen dieser
Promotionsarbeit untersuchten Patienten in denterelzillen eine gesicherte KHK vorlag. Da jedoch
zwischen Patienten mit KHK und Kontrollgruppe hafglich der Monozytenverteilungen keine
signifikanten Unterschiede in der vorliegenden WBuehung zu finden waren, ist das hier dargestellte

Ergebnis damit nicht erklarbar.
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Auch durch eine unterschiedliche Definition derzeinen Regionen bei der FACS-Analyse kdnnen
Schwankungen hervorgerufen werden, die jedoch &eiches Ausmall annehmen sollten. Bei der
verwendeten Methode der FACS-Analyse mit fluorezmerkierten Antikdrpern gegen CD14 und

CD16-Molekile handelt es sich um ein etabliertem&ardverfahren, allerdings wurde im Gegensatz
zu den erwéhnten Studien zusatzlich ein CD86-Akweedet, um die Gesamtmonozyten als
eigenstandige Population vor der Analyse der Sublptipnen von den anderen Zellen des Blutes
abzugrenzen. Dadurch kénnen ebenfalls Schwankumgmorgerufen werden, da hier mehr Zellen in
die Analyse einbezogen werden, die ohne diesenkdup@er der Gruppe der Lymphozyten

zugerechnet werden konnten. Erst Ulrich et al. emdeten im Jahr 2006 ebenfalls diesen
zusatzlichen Antikérper, doch auch hier wird nurnveinem Anteil von 10-20% der

CD16+Monozyten ausgegangen (73).

5.2.1 Monozytensubpopulationen bei Patienten miKKH

Monozyten spielen eine zentrale Rolle bei der Ehtatg der KHK (siehe Abschnitt Einleitung). Da
die besondere Rolle der pro-inflammatorischen CDA@rozyten bei der Entstehung der
Atherosklerose als inflammatorische GefalRreaktorZentrum dieser Arbeit steht, soll nun auf die
Verteilung dieser Subpopulation im Patientenkoliel¢ingegangen werden. In einer Studie von
Schlitt et al. 2004 mit etwa 250 Patienten wurdesei Zusammenhang erstmalig gezeigt (65). Es
wurden im Vergleich zu einem gesunden KontrollKdlke signifikant erhéhte CD16+Monozyten bei
Patienten mit pravalenter KHK gefunden, dieses lmgeblieb auch nach Adjustierung fir mogliche
einflussreiche Risikofaktoren bestehen, wobei irsdr Arbeit nur der relative Anteil der
Zellpopulationen analysiert worden war.

In einer aktuellen Studie aus dem Jahr 2012 (Raga&teal.) wurde dieser Sachverhalt erneut
aufgegriffen und die Verteilung der drei Subpopolan bei 951 Patienten untersucht, die zur
elektiven Durchfiihrung einer Koronarangiografie ggufommen worden sind. Es wurden dabei die
drei Monozyten-Subpopulationen analog zur VorgeWweise bei den hier vorliegenden
Untersuchungen laborchemisch ermittelt und andgbfid in Quartile aufgeteilt. Nach einem
mittleren Zeitraum von 2,6+1 Jahren wurde das Melip durchgefiihrt und hinsichtlich der
Monozytenzahlen verblindet ausgewertet. Man kam zem Ergebnis, dass die
CD14++/CD16+Monozyten als einzige der Subpopulaiomach Adjustierung fir klassische und
nicht-klassische Riskofaktoren eine signifikanteriétation mit dem Auftreten von kardiovaskularen
Ereignissen aufweisen. Als primarer, kombiniertandiunkt galt hierbei das Auftreten eines
kardiovaskularen Todes, eines akuten Myokardinégrktund eines nicht-hdmorrhagischen
Schlaganfalls (120).

Eine weitere aktuelle Studie aus dem Jahr 2012nsgesamt 700 Probanden, wobei eine pravalente
KHK ein Ausschlusskriterium darstellte, identifidie die klassischen CD16-negativen Monozyten als

Pradiktor fur das Risiko von kardiovaskularen Enesgen. Dieses Ergebnis deckt sich am ehesten mit
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unseren Resultaten, wobei jedoch darauf hingewiegemden muss, dass diese Untersuchung an
Zellen durchgefuhrt worden sind, die zum Teil Ulmethrere Jahre bei -140°C eingefroren waren. Eine
mogliche Beeinflussung der Ergebnisse durch diesestand ist nicht auszuschliel3en (121).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sind zuml ™dersprichlich. Die Werte der
Gesamtmonozyten sind zwar im KHK-Kollektiv sign#ikt erhoht (im Vergleich zur Kontrollgruppe),
bei der Aufteilung in die drei Subpopulationen wérsindet diese Korrelation jedoch. Insbesondere
bei den im Rahmen unserer Betrachtungen wichtigcheisenden CD14++/CD16+ und
CD14+/CD16+Monozyten gibt es keine Unterschiedesehen Patienten mit KHK und gesunden
Personen. Erstaunlicherweise findet sich ein soldheterschied nur fur die klassischen CD16-
negativen Monozyten, analog zu den ErgebnissenBeng et al. (121). Bei der Betrachtung der
Absolutzahlen zeigen sich signifikant erhthte Chggative Monozyten bei den Patienten mit KHK
(251 vs. 157, p=0,007). Fur die CD16-positiven Mzoyten konnte kein relevanter Unterschied
zwischen Gesunden und Patienten mit KHK festgésteltden. Jedoch lasst sich bei der Population
der CD14+/CD16+-Monozyten eine eindeutige Tenderkermen. Sie sind deutlich héher bei
Patienten mit KHK, jedoch wird die Grenze zur stégchen Signifikanz nicht erreicht (174 vs. 141,
p=0,058). Auch bei den CD14++/CD16+-Monozyten silel absoluten Zahlen hoher bei Patienten
mit KHK, aber auch hier ohne statistische Signifika229 vs. 199, p=0,259) (Tab. 6). Bei der
Auswertung der relativen Zahlen konnte fur keiner diei Monozytensubpopulationen ein
Unterschied zwischen Patienten und Kontrollen gééunwerden. Diese von der aktuellen Datenlage
abweichenden Ergebnisse stehen sicherlich im Zusminamg mit der ebenfalls abweichenden
prozentualen Verteilung der Monozyten-Subpopul&imin unserem Kollektiv. Auch hier konnten
einige mogliche Ursachen gefunden werden. So wwidebereits erwahnt die Gesamtpopulation der
Monozyten durch den CD86-AK vorselektiert, was 8ehlitt et al. nicht geschehen ist, so dass hier
wahrscheinlich ein tendenziell hherer Anteil an 16BMonozyten gemessen wurde. Auf3erdem
wurde bei Schlitt et al. die Einteilung der CD16+Mayten in deren zwei Subpopulationen nicht
vorgenommen, was heute als Standardmethode angeseind Bei der Rekrutierung unserer
Kontrollgruppe stellte zwar das Vorhandensein eikelK ein Ausschlusskriterium dar, dennoch
wurde ein Grof3teil im Rahmen eines stationaren wthfdtes rekrutiert, so dass man den Einfluss
einer anderen systemischen Erkrankung auf die Mdaanxerteilung nicht ausschlieBen kann.
Rogacev et al. fuhrten 2009 eine weitere Studie Beateutung der Monozytenheterogenitat durch
(Teil der I LIKE HOMe Studie: ,Inflammation, LipidMetabolism and Kidney Disease in Early
Atherogenesis - The Homburg Evaluation®). In ihrEatientenkollektiv befanden sich 569 gesunde
Patienten, deren Monozytenverteilung mittels FAQ®&lfse untersucht wurde. Hier wurde wie in der
vorliegenden Studie ein CD86-Ak zur Abgrenzung @esamtmonozyten benutzt und die Einteilung
in drei Subpopulationen vorgenommen. Es fand sebenfalls im Widerspruch zu unseren
Ergebnissen stehend, die gangige Verteilung, bei dle CD16+Monozyten etwa 10% der

Gesamtmonozyten darstellen, in diesem Fall 17%wiisle die Korrelation der CD16+-Monozyten
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mit einer subklinischen Atherosklerose, definiartah die sonografisch gemessene Dicke der Carotis-
Intima, und einer vorhandenen Adipositas, defingerich den BMI und die WHR, untersucht. Fur
beide Parameter fand sich eine eindeutige Koroslatiur fir die CD16+positiven, besonders die
CD14+/CD16+Monozyten, nicht aber fir die Gesamtnzgten (119). Dieses Ergebnis unterstreicht
die Bedeutung der pro-inflammatorischen Monozyt@ubation bei der Entstehung der

Atherosklerose.

Tab. 12Vergleich der relativen Monozytenverteilungen @rschiedenen Studienpopulationen

| LIKE
Vorliegende Studie Schilitt et al. 2004 Berg et al. 2012
HOMe 2009
Mit CV- Ohne CV-
Patienten| Gesunde Patienten  Gesupde o o
Ereignis Ereignis
N 114 247 61 569 123 536
Mol (%) 40,4 36,6 86,4 88,6 83,1 69 67
Mo2 (%) 34,5 36,9 4,1 3,6 3,5
13,6 11,4
Mo3 (%) 25,1 26,7 12,8 6,7 7,1
p-Wert 0,047 0,474 <0,001

CV-Ereignis: kardiovaskulares Ereignis

Tab.13 Vergleich der Absolutzahlen der Monozytensubpdjui@n in  verschiedenen
Studienpopulationen (vorliegende Studie, gesundierRan, Dialysepatienten)

| LIKE
Vorliegende Studie Rogacev et al. 2009 Berg et al. 2012
HOMe
_ Mit CV- | Ohne CV-| Mit CV- | Ohne CV-
Patienten Gesunde o o o o
Ereignis | Ereignis | Ereignis | Ereignis
N 108 569 70 123 536
Mo1/ul 251 157 405 417 494 344 297
Mo2/ul 229 199 20 27 37 19 17
Mo3/ul 174 141 60 119 158 34 32

CV-Ereignis = kardiovaskulares Ereignis

5.3 Endothelfunktion und Monozytensubpopulationen

Der von uns erwartete Zusammenhang von endotheliysfunktion und Erhéhung der CD16-

positiven Monozyten im Blut konnte in der vorliegiem Studie nicht bestatigt werden (Tab. 11).
Anhand der Ergebnisse aus vorliegenden Untersuelmjraie wiederholt die Rolle der Inflammation

und in diesem Rahmen besonders die der proinflaorieahen Monozytensubpopulation bei der
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Entstehung der Atherosklerose bestétigt haben, evaid dieser Promotion zu Grunde liegende
Hypothese aufgestellt, dass proinflammatorische ddgten eine Schédigung des Endothels
hervorrufen bzw. unterhalten und dieser Zusammembanh in einer Korrelation mit den gemessenen
PAT-Indices widerspiegelt. Diese Annahme wurde Wdukrgebnisse aus Studien erhartet, die
feststellten, dass die endotheliale Dysfunktioneefdchlisselfunktion bei der Pathogenese der
Atherosklerose einnimmt und bereits vor deren &biher Manifestation nachweisbar ist. Im Rahmen
der in dieser Promotionsarbeit prasentierten Uatdnsngsreihe zeigte sich keine Assoziation der
CD16-positiven Monozyten mit der Endothelfunktigemessen mittels RH-PAT-Index, weder im

gesamten Probandenkollektiv noch bei isolierterrd@dtiung der Patienten mit KHK oder bei

Betrachtung der beiden Unterformen der CD16+ Mot@zryMo2 und Mo3) (Abb. 17, 18, 19).

Bei der Untersuchung der Monozytenpopulation falltf, dass die prozentuale Verteilung der
verschiedenen Subpopulationen nicht mit den Ergskni des Uberwiegenden Anteils der
Publikationen Gbereinstimmt. Es fand sich einetiretfleichmafige Verteilung aller Subpopulationen,

statt -wie erwartet- etwa 80% CD16-negative und ZIP4.6-positive Monozyten. Abweichungen von

den meisten bisher vertffentlichten Studien hirtlicth prozentualer Verteilung der Subpopulationen
finden sich jedoch bei Berg et al., einer der dldten Studien zu diesem Thema. Hier fanden sich
etwa 70% CD16-negative Monozyten, ein Ergebnischesd sich den hier prasentierten Resultaten
annéhert. Diese ist jedoch, wie bereits angedekriéisch zu beurteilen, da es sich zum grof3en Teil
um gefrorene Zellen handelt.

Da es bis heute keine vertffentlichte Studie gilie den Zusammenhang zwischen

proinflammatorischen Monozyten und Endothelfunktioriersucht, weder mittels RH-PAT-Methode

noch mittels FMD, ist hier ein Ansatzpunkt fir wves# Untersuchungen an gréRReren

Studienpopulationen zu sehen.

5.4 Das Risikofaktorprofil im Patientenkollektiv

AbschlieRend ist zu erwahnen, dass sich das verlig Patientenkollektiv aus einer Patientengruppe
mit gesicherter KHK und einer Kontrollgruppe, bésted aus koronargesunden Patienten,
zusammensetzt. Bei der Betrachtung des Risikofpkdéils, vor allem der etablierten
kardiovaskularen Risikofaktoren arterielle Hypeirgon Diabetes mellitus, Dyslipoproteindmie,
Nikotinabusus und Adipositas, spiegeln sich diesiddn Gruppen wider. Die Patientengruppe besteht
zZu 73,8% aus Mannern, wahrend der Anteil mannli¢hrebanden in der Kontrollgruppe genau die
Halfte betragt, was durch die etwa doppelt so HWH&-Pravalenz in der mannlichen Bevolkerung
erklart ist (124). Entsprechend den genannten &ikoren finden wir in unserer Studie einen
deutlich héheren Anteil an Diabetikern, Patientaharteriellem Hypertonus und Dyslipoproteinamie
in der KHK-Gruppe (Tab. 2). Die Werte des gemesseasystolischen und diastolischen Blutdrucks
sind &hnlich verteilt, was potentiell auf eine gotedikamentdse Einstellung des Blutdrucks bei den

Patienten mit KHK zuriickzufihren ist. Diese Aussagel durch die Angaben in Tab. 5 bestatigt,
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hier ist ersichtlich, dass signifikant mehr Patent bei Aufnahme in die Studie eine
Betaadrenorezeptorblocker- und ACE-Hemmer-Medikegidhielten.

Wahrend anamnestisch in der KHK-Gruppe ein deutlldbherer Anteil von Patienten mit
Dyslipoproteinamie gefunden werden konnte, untewisiein sich die auf eine Fettstoffwechselstdrung
hinweisenden Laborparameter nicht von denen detriibgruppe. Entgegengesetzt zu den erwarteten
Werten sind die Werte fir das GesamtcholesterindasdLDL-Cholesterin in der KHK-Gruppe sogar
niedriger (Tab. 3). Der Grund dafur liegt am ehesie einer konsequenten Behandlung mit
lipidmodulierenden Medikamenten, allen voran deatién (62 Patienten mit KHK und zwei
Kontrollpatienten erhielten Statine). Diese haben allem Einfluss auf die betreffenden Parameter
Gesamtcholesterin und LDL-Cholesterin, weniger @tflyceride und das antiatherogene HDL-
Cholesterin, was in einer Studie von 1994 an 4Pdtenten nachgewiesen wurde (125).

Weiterhin findet sich in der Gruppe der PatientéhKhlK ein wesentlich héherer Anteil an Patienten
mit Diabetes mellitus, was die allgemein bekanntldtitung des Diabetes als kardiovaskularen
Risikofaktor bestatigt (126).

Der héhere Anteil an Patienten mit stattgehabteroRdydinfarkt, einer friiheren Koronarintervention
oder aortokoronarer Bypassoperation sowie einerangmagangenen zerebrovaskularen Ereignis wie
Schlaganfall oder TIA als weitere Manifestationsfiater Atherosklerose erklart sich von selbst. Auch
der Unterschied des Anteils der Patienten mit PAWKlche ausschliellich in der Patientengruppe zu
finden waren, und der damit verbundene UnterschiedKnochel-Arm-Index sind im Kontext der
Atherosklerose erklarbar.

Es gibt viele Studien, die den Zusammenhang zwiscdem Auftreten einer chronischen
Niereninsuffizienz und der Pravalenz und Mortaliah kardiovaskularen Erkrankungen untersucht
haben. Bruce et al. zeigten 1999, dass bereits raittee Niereninsuffizienz, definiert als Serum-
Kreatinin-Wert von 136-265 pmol/l bei Mannern ur&01265 pmol/l bei Frauen, mit einem gehauften
Auftreten einer ischdmischen Herzerkrankung sowigereerhtéhten kardiovaskularen Mortalitéat
assoziiert ist (127,128). In Ubereinstimmung mésgin Ergebnissen konnten auch wir deutlich hthere
Werte von Serum-Kreatinin und Serum-Harnstoff alsrikér der renalen Funktion bei Patienten mit
KHK nachweisen. Die GFR war dagegen nicht signiftkerhoht (p=0,095).

Weitere Unterschiede fanden sich in der Héhe deP BNd des Hamoglobin-Wertes. Das BNP als
diagnostischer und prognostischer Parameter zas&nfig einer Herzinsuffizienz war in der KHK-
Gruppe deutlich erhéht (Tab. 3). Im Jahr 2003 warideeiner Studie von Goetze et al. Patienten mit
koronarer DreigefaRerkrankung und Zustand nach REB-Patienten mit stabiler Angina pectoris,
mit dilatativer Kardiomyopathie ohne KHK und Patiem ohne KHK oder Herzinsuffizienz
miteinander verglichen. Hier konnte gezeigt werddamss erhohte Serum-BNP-Werte nicht nur bei
Vorliegen einer Herzinsuffizienz, sondern auch Heatienten mit KHK ohne begleitende
Kardiomyopathie vorhanden sind (129), was im Einglau den von uns gemessenen Ergebnissen

steht. Auch das Hamoglobin wurde in einigen Studi Risikofaktor identifiziert. Levin et al.
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zeigten 2002 einen Zusammenhang zwischen niedrig@moglobin-Wert und kardiovaskularen
Ereignissen bei niereninsuffizienten Patienten Y1BOeiner weiteren Studie aus dem Jahr 2005 mit
rund 40.000 Patienten wurde eine signifikante Katren von Hamoglobin und ACS-Ereignisraten
nachgewiesen, hier wurden niereninsuffiziente Regie ausgeschlossen (131). Nicht zuletzt konnte
im Jahr 2011 dieser Zusammenhang in einer weitstedie mit etwa 35.000 Probanden auch fiur die
stabile KHK und Patienten mit anamnestisch stattbedm Myokardinfarkt bestétigt werden (132).
Seit den siebziger Jahren sind zahlreiche Studignhdefuhrt worden, welche die Bedeutung der
Leukozyten und deren Subpopulationen im Zusammeanhait kardiovaskularen Erkrankungen
untersucht haben. Ernst et al. zeigten 1987, daddehge der im Blut zirkulierenden Leukozyten mit
einem erhohten Risiko eines Herzinfarktes oder&yehifalls assoziiert ist (133), Yarnell et al. zeig

die Bedeutung der Leukozyten als Risikofaktor flie dEntwicklung einer ischamischen
Herzerkrankung (134). In einer Studie mit 7.65lidgPden wurde 2001 festgestellt, dass Werte Uber
10.000 eine erheblich hohere 30-Tage- und 10-MeMatsalitdt prognostizieren (135). Ernst hob
dabei neben der Rolle der Gesamtleukozyten vomatlie der neutrophilen Granulozyten hervor, was
den inflammatorischen Charakter der KHK widerspliegeuch nach einem Myokardinfarkt konnten
vermehrt Leukozyten und vor allem Neutrophile inmBtachgewiesen werden, deren Riickgang auch
mit einem Rickgang der ST-Elevation im EKG assoziuar (136). Hier zeigte sich auf3erdem eine
Monozytose bei den entsprechenden Patienten. Ragsediesen Ergebnissen finden sich auch in
unserer Studie signifikant mehr GesamtleukozytemwiesoNeutrophile und Monozyten im
Differentialblutbild der Patienten mit KHK im Vemgch zur Kontrollgruppe (Tab. 4). Diese werden
bei der Bildung eines Thrombus vermehrt zum L&sdnsekrutiert. Auffallig ist weiterhin eine
Erhohung der eosinophilen Granulozyten im Patidiektiv. In einer Studie von 2009 wurde
gezeigt, dass die Anzahl der im Thrombus histoldgi:machweisbaren Eosinophilen mit der
ThrombusgroRe assoziiert ist (137). UntersuchurggnEosinophilen-Vermehrung im peripheren
Blut gibt es allerdings kaum. Patienten mit eineppdreosinophilen Syndrom (HES) versterben
signifikant haufiger an kardiovaskularen Komplikain als die Normalbevolkerung (138).

Die Rolle der Lymphozyten, vor allem der T-Helfdlze als Zellen der spezifischen Immunabwehr,
bei der Entstehung der Atherosklerose ist gut sotdr. Sie werden vermehrt zum Ort der
atherosklerotischen Léasion rekrutiert und prodeniedort Zytokine und Adhasionmolekiile. Dies hat
besondere Bedeutung bei der Destabilisierung vaquels im Rahmen eines ACS. So wurden erhéhte
Aktivitatslevel von T-Lymphozyten, gemessen an Wé&wn-1 (very late activation antigen 1) und
HLA-DR (human leukocyte antigen, Isotyp DR)-Prodokt bei Patienten mit ACS im Vergleich zu
Patienten mit stabiler Angina pectoris sowohl ifwads von Plaques, aber auch im peripheren Blut
nachgewiesen (139,140). Das Aktivitatslevel wurdenserer Studie nicht untersucht, aber auch eine
Erhdhung der Lymphozytenzahl fand sich nicht (T4b.Dies war auch nicht zu erwarten, da unsere
Studie vorrangig Patienten mit stabiler KHK umfasshd somit keine T-Zell-Aktivierung im Sinne

eines ACS vorlag.
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5.5 Fazit

Wir konnten mit der vorliegenden Studie bestatigéasss bei Patienten mit KHK im Vergleich zu
gesunden Probanden eine endotheliale Dysfunktgmfiant haufiger nachweisbar ist. Die Patienten
mit nachgewiesener endothelialer Dysfunktion habentendenziell schlechteres Outcome, wobei
jedoch keine Signifikanz erreicht werden konnter Besammenhang mit den pro-inflammatorischen
Monozytensubpopulationen konnte in unserer Stuitiet machgewiesen werden. Auch gab es keine
Assoziation von Monozytensubpoulationen und demi®gen einer gesicherten KHK. Ein wichtiger
Aspekt bei der Auswertung dieser Ergebnisse ist di® uns gemessene Verteilung der
Subpopulationen, die sich nicht mit dem Grof3teil blereits vorliegenden Daten zu diesem Thema
deckt. Eine Assoziation der CD16-positiven Monoamyteir endothelialen Dysfunktion konnte in der

vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden.
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6. Zusammenfassung

Am Beginn der Entstehung einer Atherosklerose stdigt Entwicklung einer endothelialen
Dysfunktion, welche gekennzeichnet ist durch eirgrimgerte Bioverfigbarkeit des Mediators
Stickstoffmonoxid. Am gesunden Endothel wird duEihwirkung von laminaren Scherkréaften eine
cGMP-gekoppelte Signalkaskade ausgel6st, die zuividkung der eNOS fihrt und so Uber die
Ausschittung von NO eine Vasodilatation bewirkt.i Beer Entwicklung einer endothelialen
Dysfunktion verliert das Endothel seine gefalRraeeaden, antithrombotischen und antiproliferativen
Eigenschaften, so dass sich vermehrt Lipoprotaindie GefaRwand einlagern kénnen. Es folgt eine
inflammatorische Reaktion, die durch die vermeR#krutierung von Monozyten und Lymphozyten
vermittelt wird und auf einer erhdhten Expressiam \pro-inflammatorischen Zytokinen beruht. In
den letzten Jahren wurde dabei eine besondere &edewer CD16-positiven Monozyten
herausgestellt, die vor allem inflammatorische B&phaften besitzen. Eine Erh6hung dieser
Monozytensubpopulation konnte bei Patienten mitdRarer Herzkrankheit im Jahr 2004 erstmalig
und erneut in einer aktuellen Studie gezeigt werden

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, eineoAasion zwischen der durchflusszytometrisch
gemessenen Anzahl der CD16+Monozyten und dem Grad ehdothelialen Dysfunktion
nachzuweisen, um zu zeigen, dass diese Zellpopnlean der Entwicklung der endothelialen
Dysfunktion und damit an der Entstehung der Athdesese malgeblich beteiligt ist. Im
vorliegenden Patientenkollektiv konnte diese jedoitnt gezeigt werden. Auch eine Erhéhung der
CD16-positiven Monozyten war im Vergleich zum kasogesunden Kontrollkollektiv nicht
nachweisbar. Zudem zeigte sich ein Anteil von ed@% an CD16+Monozyten, was im Widerspruch
steht zum Uberwiegenden Teil der bisher zu dieBeema verdffentlichten Publikationen.

Eine endotheliale Dysfunktion, angegeben als PAlek) war wie erwartet deutlich haufiger bei
Patienten mit KHK im Vergleich zur Kontrollgruppechweisbar. Korrelationen zu den klassischen
Risikofaktoren und prognostisch relevanten Labapetern fanden sich nur vereinzelt. Die Waist-
Hip-Ratio war mit einer signifikant schlechteren déthelfunktion assoziiert, ebenso wie das
Vorliegen einer Dyslipoproteindmie. Weiterhin komntein Zusammenhang mit dem
Nierenretentionsparameter Kreatinin festgestelltrdee. Dies entspricht den Ergebnissen aus
aktuellen Studien, welche das Vorliegen einer Migguffizienz als unabhéngigen Risikofaktor fur
die Entwicklung einer KHK identifiziert haben. Al8usdruck der systemischen endothelialen
Dysfunktion ware jedoch zusétzlich eine Erh6hung AER im Spontanurin zu erwarten gewesen.
Diesbeziglich waren die Ergebnisse jedoch ebenfatsitiv.

Der Einfluss einer verschlechterten Endothelfumktauf die Mortalitat konnte zwar tendenziell
gezeigt werden, jedoch wird keine statistische iBlgmz erreicht.

Die Bedeutung der endothelialen Dysfunktion konntdso anhand des vorliegenden
Patientenkollektivs gezeigt werden. Der erwartetesafnmenhang mit dem Vorliegen einer
CD16+Monozytose bleibt jedoch unbestatigt.
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8. Thesen

1. Die Atherosklerose ist eine chronisch entzuhaliErkrankung der Arterien.

2. Die endotheliale Dysfunktion stellt die frihedtanifestationsform der Atherosklerose dar und
besitzt prognostische Eigenschaften hinsichtlick Meftretens von kardiovaskularen Ereignissen. In

ihrem Mittelpunkt steht die verminderte Bildung uAkisetzung von Stickstoffmonoxid (NO).

3. NO besitzt vasodilatorische, antiinflammatoresalnd antithrombotische Eigenschaften und ist

damit an der Regulierung des Gefal3tonus malgdinticiligt.

4. Die Freisetzung von NO kann unter anderem d&dherkréfte induziert werden, so dass es zu
einer blutflussinduzierten Vasodilatation kommt.e8e lasst sich nichtinvasiv mit der RH-PAT-

Methode messen.

5. Die Subpopulation der CD16-positiven Monozyteduziert durch proinflammatorische Zytokine
eine Schadigung der Endothelzellen und ist beieRegh mit Koronarer Herzerkrankung erhéht und

ein unabhangiger Risikofaktor fur zukinftige schwiegende Ereignisse.

6. Ziel der Arbeit war es zu untersuchen, ob eittguBg der Endothelfunktion, gemessen durch eine
verminderte GefaRantwort auf den Reiz einer reaktiMyperamie, mit einer erhéhten Anzahl von
CD16-positiven Monozyten im Blut einhergeht. Diesairde durch Oberflachenfarbung mit

fluoreszenzmarkierten Antikdrpern und anschlieRe R S-Analyse ermittelt.

7. Die Studienpopulation besteht aus einer Subaealyder PHAMOS-Studie des
Universitatsklinikums Halle (Saale) und umfasste RBtienten mit KHK und 40 koronargesunde

Personen.

8. Der PAT-Index war in der vorliegenden Untersuahisignifikant niedriger bei Patienten mit
Koronarer Herzerkrankung im Vergleich zur Kontraligpe. Patienten mit KHK haben damit
signifikant haufiger eine gestdrte Endothelfunkt{dpfedian 1,61 bei Patienten mit KHK und 1,81 bei
Kontrollpatienten; p<0,001).
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9. Die gemessene prozentuale Verteilung der Moeosytbpopulationen entspricht nicht der
Verteilung, welche im Uberwiegenden Teil der gaagigrachliteratur angegeben wird (CD16-
negative Monozyten 39,3% (+19,6), CD14+CD16+-Moriemy 35,2% (+16,5%), CD14-
CD16++Monozyten 25,6% (+11,3), statt etwa 80% Cbh#&gative und 10-20% CD16-positive
Monozyten).

10. Weder fur Fall- noch fir Kontrollgruppe konmai@e signifikante Korrelation von PAT-Index und
Monozyten-Subpopulationen nachgewiesen werdendBeBetrachtung der Absolutzahlen zeichnet

sich jedoch eine nichtsignifikante Tendenz ab.
11. In der Kaplan-Meier-Analyse kann fir Patientemit gestérter Endothelfunktion kein

Uberlebensnachteil gezeigt werden, auch wenn eémdrhinsichtlich mehr Ereignissen in dieser

Patientengruppe bestand (p=0,281).
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