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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Patientlnnen mit Diabetes Typ 2 haben im Vergleich zu Nicht-Diabetikerinnen
ein 2- bis 4-fach héheres Risiko an Herz-Kreislauf-Krankheiten zu erkranken. Atherosklerose
und Plaquebildung werden stark vom Immunsystem beeinflusst, auch unter Beteiligung von
B-Zellen. Kirzlich veroffentlichte Studien legen das Potential polyklonaler freier Serum
Immunglobulin Leichtketten (cFLC) als Biomarker fir Herzkreislauf Erkrankungen bei
Patientinnen mit Diabetes Typ 2 nahe. Ziel dieser Arbeit ist es deshalb einen potentiellen
Zusammenhang zwischen cFLC und Atherosklerose der Karotiden, gemessen mittels
Ultraschall, zu beschreiben.

Methoden: Diese prospektive, offene 2-Jahres-Studie wurde an 97 Patientinnen mit Diabetes
Typ 2 durchgeflihrt. Die Patientlnnen hatten mindestens zwei unzureichend behandelte
kardiovaskuldre Risikofaktoren d.h. HbAlc > 7.5% (58 mmol/mol); LDL-Cholesterin>3.1
mmol/I oder Blutdruck >140/90 mmHg. Die Daten fiir cFLC und hoch sensitivem C-reaktivem-
Protein (hsCRP) waren fiir insgesamt 75 Patientlnnen verfligbar. Die Intima-Media-Dicke und
der B-Score der Karotiden wurde mittels Ultraschall gemessen. Die Auswertung der Daten
erfolgte mittels deskriptiver und explorativer Datenanalyse.

Ergebnisse: Es wurden signifikant positive Korrelationen zwischen cFLC und B-Score (r=0,38;
p=0,001) ebenso wie zwischen cFLC und hsCRP (r=0,35; p=0,002) beobachtet. Die Korrelation
zwischen cIMT und cFLC war statistisch nicht signifikant (r=0,22; p= 0,058).

Fazit: Die Ergebnisse dieser Studie zeigen eine Assoziation und einen beachtenswerten
Anstieg der cFLC-Plasma-Spiegeln und dem Plaque-AusmalB, gemessen mittels B-Score. Es
sind jedoch weitere Analysen mit grofReren Fallzahlen notwendig, um diese Assoziation

zwischen freien Leichtketten im Plasma und Atherosklerose zu bestatigen
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6 Abstract

Background: Patients with Type 2 Diabetes Mellitus have a 2-4-fold higher risk of
cardiovascular events compared to the non-diabetic population. Atherosclerosis and plaque
formation is strongly influenced by different arms of the immune system, including B-
lymphocytes. Recent investigations suggest combined free serum light chains (cFLC) as a
potential biomarker for cardiovascular events. Therefore, our aim was to assess the
association of cFLC with carotid atherosclerosis measured by ultrasound, a well-established
surrogate parameter for cardiovascular events.

Methods: We performed a crossectional analysis in data from a prospective single center 2-
year study of 97 patients with type 2 diabetes and at least two insufficient treated
cardiovascular risk factors, i.e. HbAlc > 7.5% (58 mmol/mol); LDL-cholesterol >3.1 mmol/I or
blood pressure >140/90 mmHg. Complete data on cFLC, high sensitive C-reactive protein
(hsCRP) was available for 75 subjects. Carotid intima media thickness (CIMT) and a B-score to
quantify plague burden was determined according to the Asymptomatic Carotid Artery
Plague Study protocol (ACAPS). The data was compared using explorative statistical analysis.
Results: Significant positive correlations between cFLC and the B-score (r=0,38; p=0,001) as
well as cFLC and hsCRP (r= 0,35; p=0,002) were observed. The correlation between cIMT and
cFLC (r=0,22; p= 0,058) did not reach statistical significance.

Conclusion: In our study, cFLC was associated with carotid atherosclerosis, measured by the
B-score in subjects with type 2 diabetes. However, further larger trials need to confirm this
association and determine whether cFLC could be used as a potential biomarker for

atherosclerosis and future cardiovascular risk in patients with type 2 diabetes
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7 Einleitung

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) betitelt die Verbreitung nicht U(bertragbarer
Krankheiten als eine der grdossten medizinsichen Biirden des 21. Jahrhunderts, denn sie
verursachen jetzt schon mit ca. 63% bei weitem die meisten Todesfélle weltweit (1, 2). Nicht-
Ubetragbare-Krankheiten (NCDs) werden in vier Kategorien eingeteilt: Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, Krebs, Krankheiten der Atmungsorgane und Diabetes mellitus. lhre
Gemeinsamkeit besteht darin, dass sie einen chronischen Verlauf aufweisen und grofStenteils
vermeidbar sind, wie etwa durch veranderte Lebenseinstellung beim Rauchverhalten,
Erndhrung oder Bewegung. Sie sind ausserdem durch eine relativ lange Entstehungsperiode

gekennzeichnet und bieten hierfiir einen guten Angriffspunkt um friihzeitig einzugreifen.

Vorsorge und Aufklarung spielen bei der Bekampfung von NCDs die weitaus wichtigste Rolle.
Dort wo diese MaBnahmen jedoch nicht greifen, ist die friilhe Erkennung essentiell um
therapeutische MaBnahmen einzuleiten, regelmaRige Kontrollen einzufiihren und
gravierende Komplikationen zu vermeiden oder zu verzogern. In diesem Zusammenhang
richtet sich der Fokus wissenschaftlicher Arbeiten auf dem Gebiet der Friiherkennung auf
sogenannte Biomarker, deren Messung auf biologische, pathologische und pharmakologische

Prozesse im Korper zurlickfiihren sind.

Es gibt bereits eine Fiille an neuen Biomarker als Kandidaten fiir die Friiherkennung auf dem
Gebiet der kardiovaskuldren Krankheiten und des Diabetes mellitus. Viele haben bisher
keinen signifikanten Vorteil gegeniber bisher im klinischen Alltag gangigen Risikoscores, die
auf einfach verfiigbaren und etablierten Risikofaktoren wie Blutdruck, Gewicht oder dlteren
Biomarkern wie Blutfetten oder glykosielertem Hamoglobin (HbA1C) basieren. Bei weltweit
immer hoherer Inzidenz von NCDs sind aber zusatzlich weitere Marker vonnoten, um der
Komplexitdt dieser Krankheiten gerecht zu werden, und vor allem um vorhandene Risiko-

Scores zu erweitern und deren Vorhersagequalitat zu verbessern.

Der Erforschung von Markern auf dem Gebiet der NCDs liegt der Gedanke zugrunde, dass
eine friihe Erkennung und konsekutive friihe Behandlung nicht nur einen Nutzen fir den

Einzelnen in sich bergen, sondern auch einen gesellschaftlichen und volkswirtschaftlichen

12
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Benefit besitzen. Es wird geschatzt, dass bis zum Jahr 2035 mehr als 592 Millionen Menschen
an Diabetes mellitus leiden werden die bisher schon einen gesamt-wirtschaftlichen Schaden
von (ber 600 Milliarden Dollar verursachen (3-5). Diese Population ist einem 2 bis 4-fach
erhéhtem Risiko kardiovaskularer Komplikationen ausgesetzt (6), was die Zahl von mehr als
17 Millionen jahrlichen Todesfallen an den Folgen kardiovaskularer Komplikationen in den
nachsten Jahren stetig erhdhen wird. Zusatzlich ist auch das Risiko fir mikrovaskuldre
Komplikationen bis hin zur Dialysepflicht und Erblindung signifikant erhoht. Was letztendlich
die globale wirtschaftliche Last des Diabetes und dessen Begleiterkrankungen als eine der

Herausforderungen des 21. Jahrhunderts fiir Gesundheitssysteme weltweit darstellt (7).

Die pathophysiologischen Mechanismen, die als Grundlage zur effektiven Erforschung neuer
Friiherkennungsmethoden notig sind, und noch nicht ganzlich verstanden werden, sind
Gegenstand aktueller Forschung. Diese pathophysiologischen Grundlagen zu verstehen ist
von groBer Wichtigkeit flir die Erkennung und Pravention von GefdaRereignissen, denn der
plotzliche Herztod und der akute Myokardinfarkt sind die initialen Manifestationen die bei

mehr als der Hélfte der Individuen mit Atherosklerose auftreten (8).

In den letzten Jahren ist die Tatsache, dass Atherosklerose vor allem ein entzindliches
Geschehen ist, durch Grundlagenforschung und Klinische Evidenz bestatigt worden.

Entziindung gilt als Fundamentaler Vorgang bei Atherosklerose im Menschen (9).

Aus dem Wissen um die entzlindliche Natur der Atherosklerose und die unverkennbare
Verkettung mit chronischer Hyperglykdmie generierte sich fir diese Arbeit die Hypothese,
dass polyklonale Antikorper eine entscheidende Rolle in der Atherogenese bzw. der

Pradiktion von Atherosklerose und nachfolgender vaskularer Komplikationen spielen.

7.1 Atherosklerose

Als klassische Definition der Atherosklerose kann die chronische, systemische Verdickung von
Arterien durch Einlagerung von oxidiertem LDL in deren Wand und die darauf folgenden
entziindlichen Komplikationen angesehen werden (10). Sie ist als eine Unterkategorie der
Arteriosklerose anzusehen, die als Versteifung der Arterienwdande beschrieben wird und

zusatzlich die Einlagerung von Thromben und Kalk in den Gefdllen beinhaltet (11). Die

13
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Komplikationen der Atherosklerose, allem voran Herzinfarkte, Schlaganfille oder akute
GefalRverschlisse in anderen Strombahnen sind die meist verbreiteten Todesursachen in der
westlichen Welt, so werden ihnen jahrlich fast 17 Millionen Todesfalle angerechnet (1, 12,

13).

Die klassische Definition wird der heutigen Sicht auf den &duRerst komplexen
immunologischen Prozess der Atherogenese jedoch nicht gerecht, denn Atherosklerose ist
weit mehr als die blofe Ansammlung von Lipiden, so wie es Uber viele Jahrzehnte gelehrt
wurde. Der heutige Fokus richtet sich vor allem auf die entziindliche Komponente und die

komplizierten Immunologischen Prozesse die sie begleiten.

Seit der Etablierung der Biochemie, der Zellforschung und Molekularbiologie vor tber 50
Jahren ist das schwierige Bild dieser chronischen Erkrankung immer genauer geworden. Zwar
wusste schon Rudolf Virchow von der entziindlichen Komponente der Atherosklerose (9)
jedoch wurde sein Konzept erst tber ein Jahrhundert spater wiederaufgenommen, die heute

als gesichert gilt.

7.2 Pathophysiologie

Die urspringliche These der Atherosklerose-Bildung ist die erstmals durch Ross et. 1977
postulierte Response-to-Injury-Hypothese die eine |Initilerung des atherosklerotischen
Plaques durch eine Verletzung der Intima voraussetzt (14). Demnach sind drei
Hauptereignisse notwendig fir die Bildung atherosklerotischer Lasionen: 1. Intima-
Proliferation glatter Muskelzellen, 2. Bildung groRer Mengen Bindegewebe durch ebendiese

Zellen, und 3. Einlagerung von Lipiden die sich schlussendlich zu einem Lipidkern formieren.

Heutzutage wird eher von der endothelialen Dysfunktion als initiales Geschehen in der

Kaskade ausgegangen (15).

7.2.1 Diffusion von Lipiden

Als Initialverdnderung der histologischen Zusammensetzung auf dem Weg zu
atherosklerotischen Plaques wird die Einlagerung von Lipiden, Cholesterin und LDL in die
arterielle Intima beschrieben. Sie beginnt schon in der frithen Jugend und Kindheit(16). LDL-

Partikel bestehen aus einem hydrophoben Kern von Cholesterinestern und Triglyceriden,

14
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ummantelt von einer Schicht an polaren Phospholipiden, freiem Cholesterin und dem LDL-

spezifischem APO Protein, dem apoB100.

Dieser Prozess entsteht einerseits durch die Aufnahme in die Intima Uber den spezifischen
LDL-Rezeptor, jedoch hauptsachlich durch freie Diffusion in die Endothelschicht. Durch diese
Diffusionsprozesse sind folglich jene Punkte im arteriellen Kreislauf flr Einlagerungen
pradestiniert, an denen die Flussgeschwindigkeit und Scherkrafte herabgesetzt sind(17) oder

bei denen die Wand-Elastizitat herabgesetzt und der retrograde Blutfluss verlangsamt ist(18).

7.2.2 Ansammlung und Oxidation

Als weitere Folge verminderten Flusses, heften sich sukzessive Lipoproteine niederer Dichte
an die in der Intimamatrix befindliche Proteoglykane an und verbinden sich zu sehr
oxidierungsanfalligen Komplexen (19). Die Oxidation des LDL-Cholesterins wird unter
anderem durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bewerkstelligt, die sich primar an
Doppelbindungen  ungesattigter Reste von  Triglyceriden, Phospholipiden und
Cholesterinesthern binden (20). Diese posttranlationalen Proteinverdanderungen verandern in

weiterer Folge deren immunogene Eigenschaften (21).

Bei der Oxidierung sind Veranderungen von Ladung, GroRe, Lipid-Inhalt und weiteren
Eigenschaften, die das ganze Partikel betreffen, zu bemerken. Oxidiertes LDL ist somit nicht
eine exakt definierte molekulare Spezies, sondern prasentiert sich vielmehr als ein breites
Spektrum an Partikeln mit einer groBen Heterogenitat an postranslationalen Tertidrstukturen
der Oberflachenproteinen. Es entsteht ein sehr heterogenes Gemenge an Partikeln die eine
Vielzahl an entziindungsreaktionen hervorrufen kénnen und ein weitaus komplexeres Bild

der Atherogenese liefern.

7.2.3 Rekrutierung von Makrophagen

Bei der pathologischen Modifizierung dieser Lipidkomplexe durch Oxidierung kommt es
schlielRlich zu einer Ausschiittung von Phospholipiden. Ebenso wie der verlangsamte Blutfluss
bedingt dies die Stimulierung der lokalen Endothelzellen, die zu einer Expression von
Adhesions-Molekiilen an der luminalen Oberfliche wie VCAM-1, ICAM-1, P-Selectin und E-

Selectin angeregt werden (22-24).
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Da beim Gesunden, Leukozyten nicht an Endothelzellen haften, kann man die Expression
dieser Adhesions-Molekiile als den Startschuss des Entziindungsprozesses bezeichnen (25).
Besonders interessant ist das Adhesions-Molekiil VCAM-1, denn es interagiert spezifisch mit
VLA-4, einem Integrin-Dimer das von Monozyten und T-Zellen exprimiert wird, die sehr
spezifisch in atheromatdsen Anfangsldasionen anzufinden sind (25). Andere Selectine sind
weniger Atheromspezifisch, tragen jedoch zur Akkumulation einer sehr heterogenen Menge

an verschiedenen Monozyten-Subklassen in diesen Lasionen bei (26).

Einmal am Endothelium haftend, bendtigen Leukozyten ein Signal um die endotheliale
Schicht transzytotisch zu passieren und in die Intima-Matrix zu gelangen. Dieses Signal wird
von Chemokinen weitergeleitet (27). Eines dieser Chemokine, das MCP-1 oder CCL2 ist hier
von besonderer Bedeutung, da oxLDL eines der Hauptstimuli fir die Produktion von CCL2
durch Endothelzellen ist und es auBerdem sehr selektiv die gerichtete Chemotaxis von

Monozyten beglinstigt (28).

Obwohl die Rekrutierung von Monozyten in der GefiRwand und deren Verdnderung zu
Makrophagen eine Initial protektive Funktion hat indem sie zytotoxisches und
entziindungsférderndes oxLDL oder apoptotische Zellen aufnehmen, fihrt die progressive

Anhdufung dieser Makrophagen schlussendlich zur Entwicklung atherosklerotischer Lasionen.

Diese Akkumulation mononuklearer Phagozyten hangt nicht nur von dem Influx ab der durch
Adhéasionsmolekile und Chemokine vermittelt wird, sondern auch von deren Retention
innerhalb des Plaques. Hier wurde vor allem Netrin-1 als Paracrines Molekiil in Lasionen

isoliert, das durch Rezeptorbindung (UNC5b) Entziindungszellen im Atherom zurtickhalt (29).

7.2.4 Schaumzellbildung

Die Besonderheit atheromattser Lasionen ist die grolRe Anhdufung von sogenannten
Schaumzellen (“foam cells”), die eine massive Menge an verschiedenen Cholesterinester in
sich aufweisen. Die ungehemmte und konzentrationsunabhidngige Aufnahme dieser
Cholesterin-Verbindungen wird nicht von den klassischen LDL-Rezeptoren sondern
hauptsachlich durch spezifisch modifiziertes LDL-erkennende Scavenger-Rezeptoren auf der

Oberflaiche von Makrophagen vermittelt, eine Klasse an PRR’s aus verschiedenen
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Transmembranproteinen bestehend (30, 31). Da diese Rezeptor-Familie fiir viele komplexe
Funktionen verantwortlich ist, von der Aufnahme von modifiziertem LDL und Zelldetritus bis
zur lysosomalen Verarbeitung dieser Partikel, sind Scavenger Rezeptoren von besonderer

Bedeutung fiir die weitere Entwicklung atherosklerotischer Lasionen (Vgl. Tabelle 1).

Klasse Scavenger receptor Beteiligung an Kardiovaskulédren Krankheiten?
A SR-A OxLDL-Aufnahme durch Makrophagen
A MARCO Nein
B SR-B Reduziert Atherosklerose durch Cholesterin-Riicktransport von
HDL
B CD36 OxLDL-Aufnahme durch Makrophagen. Fihrt zur Bildung von

Schaumzellen
E LOX-1 OxLDL uptake in Endothelzellen. Fiihrt zur
Endothelzellendysfunktion

F SRECI/II Aufnahme von niedrigen Mengen an AcLDL

G SR-PSOX OxLDL-Aufnahme durch Makrophagen

Tabelle 1 Verschieden Scavenger-Rezeptoren und deren Rolle bei Kardiovaskuldren Krankheiten. Adaptiert nach

Stephen et. al. (32)
Das Cholesterin, das sich in groRen Mengen innerhalb von Makrophagen schlieRlich
ansammelt, formt in weiter Folge intrazelluldre Kristalle. Deren Bildung hangt letztendlich
von der Aufnahme und der Balance von freiem Cholesterin und Cholesterinesthern sowie
dem Ausstromen und Bindung an ApokE-Lipoproteinen ab (33). Solche Intrazelluldren
Mikrokristalle beglinstigen durch Ihre Form und Konsistenz die Nekrosierung der Monzytaren
Makrophagen und verstarken somit weiter Entziindungen in Plaques sklerosierter Wande

(20).

Zu der fokalen Anhaufung von Schaumzellen, die im Widerspruch zur systemischen Theorie
der Atherosklerose steht, ist in Kapitel 7.2.1 die Theorie der mechanischen Scherkrafte
angesprochen worden. Eine weitere Theorie verbindet lokal erhéhte Scherkrdafte mit der

Verminderung vasoaktiver Substanzen die Funktion und Struktur der Gefalie regulieren (24).
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Zu diesen Substanzen die von der Endothelzellschicht synthetisiert werden, gehdren neben
Prostaglandinen, Endothelin und Angiotensin 1l vor allem Stickstoffmonoxid (NO). NO
erweitert stark die GefalRe und vermittelt als hauptsachliche endogene Substanz die
Kontrolle Giber deren Entspannungszustand (34); zudem inhibiert es die Aktivierung von
Thrombozyten, reduziert Entziindungen durch die Unterbindung der Leukozyten-Wanderung,
und verhindert die Vermehrung und Wanderung von glatten Muskelzellen in der Media (34,
35). Auf biochemischem Level, ist vor allem die Theorie bestandig, dass laminarer Scher-
Stress durch Mechanotransduktion eine erhdéhte Produktion von Superoxiddismutase und
NO-Synthase mit sich fihrt (24). An Stellen verminderten Flusses ist dadurch die Produktion
atheroprotektiver Faktoren herabgesetzt. Vermindertes NO, erhohter oxidativer Stress und
AGES-Rezeptoren erhéhen schlussendlich die lokale Aktivierung von NFkB und AP-1, zwei
Transkriptionsfaktoren die eine Expression einer Vielzahl atherogenetischer Mediatoren
vorantreiben. Zu diesen zahlen ALCAM, CCL-2, sowie Interleukin-1, Interleukin-6 und TNFa

(36, 37).

Einmal in der Intima angekommen, und nach deren Weiterbildung zu Schaumzellen, besitzen
Makrophagen die Fahigkeit sich in den etablierten Lasionen zu mehren. Dies wird
hauptsachlich durch hamatopoetische Wachstumsfaktoren wie M-CSF, GM-CSF und

Interleukin-3 vermittelt (31).

Dieser bisher beschriebene Prozess der entstehenden Atheromata ist bis zu diesem Zeitpunkt
tatsachlich noch umkehrbar, da diese nur aus Lipid-beladenen Makrophagen bestehen und
noch nicht komplexe Bestandteile wie Fibrosierungen, Thrombosierungen, Nekrosen oder
Kalzifizierungen enthalten. Der Prozess der Umkehrung ist noch nicht vollkommen

verstanden und wird kontrovers diskutiert.

Die Rolle mononuklearer Phagozyten als aktive Effektoren wurde spatestens mit der
Entdeckung Makrophagen-Emittierter Zytokine, wie CCL-2, IL-1 und TNF-a, bestatigt und wird
als pathologischer Mechanismus der angeborenen Immunitat beschrieben. Es steht der

entziindliche Prozess im Vordergrund der durch diese Zytokine angestoBen wird. Der
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Komplexe Immunologische Prozess und vor allem die Rolle zellvermittelter Immunantwort

durch die B-Zell-Reihe, soll in Kapitel 7.3.2 genauer beschrieben werden.

Adhesion Vascular
VCAM-1 lumen
Monocyte P-selectin

E-selectin
ICAM-1 -
cs-1 Migration Endothelial
MCP-1 cells
CCR-2
oxLDL

S
Extracellular

© matrix Homeostatic

= responses

= O LDL oxidati ity

= 2 i oxidation

= Differentiation| mmLDL 6 N
sl iNOS

ox LDL uptake
Macrophage cp3s
SR-A

Abbildung 1 Bildung eines Fatty Streaks. Die Oxidation von LDL [6st eine
Entziindungskaskade aus. Nach Adhdsion und Einwanderung der Monozyten in die Intima
bilden diese sich durch M-CSF-Aktivierung zuerst zu Makrophagen und anschlieRend durch

Aufnahme des oxidierten LDL zu Schaumzellen weiter. Dieser Prozess ist reversibel.

7.2.5 Einwanderung Glatter Muskelzellen

Die reversiblen Anfangsstadien der Atherombildung sind durch endotheliale Dysfunktion,
sowie Leukozyten-Rekrutierung und -Ansammlung bestimmt. Der weitere Ubergang von
einem simplen Fatty Streak in eine komplexere Lasion ist durch die Einwanderung glatter
Muskelzellen in die Intima gekennzeichnet, die einen groBen Einfluss auf die Homdostase
des normalen Blutflusses besitzen. Durch Kontraktion und Entspannung gelangt eine
Kontrolle des Flusses in den verschiedenen arteriellen GefdaRbetten bis in den Arteriolen (38).
In groReren GefalRen, konnen jedoch abnorme Muskelzellen in atherosklerotischen Lasionen
zu Vasospasmen fihren, was oft zu Verschlimmerung von Stenosen und grofReren
Komplikationen fuhrt (39). Glatte Muskelzellen produzieren auRerdem eine Fiille an Stoffen

fur die extrazelluldre Matrix und tragen damit zu einem grofRen Teil zur Entwicklung und
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Komplikation atherosklerotischer Plaques bei. Sie migrieren und proliferieren auch gerne und
tragen somit zur Bildung hyperplastischer Foci in der Intima bei, was oft vor allem bei der
Restenosierung bei Stent-Implantationen zu beobachten ist und ein grofRes Problem darstellt

(40).

Die Einwanderung glatter Muskelzellen aus der Tunica media arterieller Gefdalle wird auch
mittlerweile kontrovers diskutiert. Es wird eine pathologische Einwanderung und
Vermehrung glatter Muskelzellen aus ansdssigen Stammzellen in fortgeschrittenen
Atheromata beschrieben (41, 42). Da aber viele glatte Muskelzellen in entwickelnden
Atheromata sich stark von Zellen der normalen Tunica Media unterscheiden wird eine

hdamatogene Streuung Glatter Muskelzellen nicht ausgeschlossen (43).

Vascular

Fibrinogen

Abbildung 2 Voranschreiten der Lasion und Einwanderung glatter Muskelzellen in die

Intima. Stimulierung glatter Muskelzellen durch Thl Zellen ducrch IFNy. Stimulierung von

Makrophagendurch TH2 Zellen die in weiterer Folge sich ansammeln und absterben (12)
Zusatzlich zu deren Rekrutierung und Vermehrung ist auch die Zytokin und T-Zell-getriggerte
Apoptose jener Zellen ein Grund fir die fortschreitende Komplikation des atheromatdsen
Plagues (44). So exprimieren T-Zellen in Atheromata Fas-Liganden, die mit deren
entsprechenden Rezeptoren aus der Familie der TNF-Rezeptoren an der Oberflache glatter

Muskelzellen interagieren und zusammen mit Zytokinen zur Apoptose fiihren (45).
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Letztendlich ist die Ansammlung glatter Muskelzellen im Plaque das Subtraktions-Ergebnis
aus deren Vermehrung und Apoptose. Der zunehmende Verlust glatter Muskelzellen in
atherosklerotischen Herden fiihrt in weiterer Folge zur Destabilisierung des Plaques und ist
Grundvoraussetzung fiir dessen Ruptur. Denn der Grof3teil der Masse besteht aus
extrazellularer Matrix und nicht aus Zellen. Zu den Bestandteilen gehoren Kollagene,
Proteoglykane und elastische Fasern die beim Gesunden in der arteriellen Media
standardmaRig durch Glatte Muskelzellen produziert werden. Stimuli zu einer exzessiven
Produktion kommen durch Wachstumsfaktoren wie PDGF und TGF-B oder Zytokinen, die von

vielen Zellen in diesen Lasionen produziert werden (46).

Wie auch bei den produzierenden glatten Muskelzellen selbst, ist die Anh&dufung
Extrazelluldarer Matrix ebenfalls ein Ergebnis von Produktion und Abbau, und fiihrt anfangs zu
einer Anhaufung rund um die Entziindungsherde. Ein Gegenspieler in diesem Fall sind
katabole Enzyme in der Matrix, sogenannten Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP’s), die unter
anderem von Makrophagen exprimiert werden und fiir die Destrukturierung der Matrix
sorgen. Proinflammatorische Zytokine triggern die Produktion von MMP’s, vor allem von
MMP-1, MMP-8, MMP-9, MMP-12 und MMP-13 in menschlichen Atheromata (47, 48). Deren
Uberproduktion ist im spateren Verlauf ein gravierender negativer Faktor fir die
biomechanische Stabilitdt des Interstitiums fibroser Plaques, da es diese schlieflich fir

Rupturen pradisponiert (47, 49).

7.2.6 Nekrose und Lipidkernbildung

Im weiteren Entwicklungsverlauf atherosklerotischer Lasionen gehen immer mehr
Schaumzellen, Makrophagen und glatte Muskelzellen durch Apoptose zugrunde. Vor allem
das Absterben von Makrophagen durch Uberladung mit Cholesterin-Kristallen fiihrt zu
sogenannten Lipidkernen (9), wahrend die Apoptose glatter Muskelzellen zu weiteren
Komplikationen des Herdes und Bildung sogenannter Nekrotischer Kerne fiihrt (44). Wie
oben erwahnt, flihrt das Absterben glatter Muskelzellen zur verminderten Produktion von
Kollagen und zur Destabilisierung Fibroser Plagues. Auch sammeln sich einige dieser
abgestorbenen Zellen durch eine gestorte Efferozytose in den Plagues an und tragen dadurch

zur weiteren Progression der Inflammation bei (50).
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7.2.7 Thrombosierung und Plaque-Ruptur

Alle oben genannte Phasen der Atherogenese entwickeln sich Uber viele Jahre, wahrend
derer die betroffenen Personen meistens keine Symptome zeigen. Nachdem jedoch die
Plague-Belastung die Fahigkeiten der Arterie, sich zu remodelieren, Ubersteigt, fangt das
Wachstum in das Lumen-Innere an. Ab einem Stenosierungsgrad von ca. 60% kann ein Defizit
des Blutflusses bei erhohtem Sauerstoffbedarf entstehen, was klinisch vor allem zur

Erstsymptomatik der stabilen Angina Pectoris bzw. Claudicatio Intermittens fihrt.

In vielen Fallen Myokardialer Infarzierungen oder transienten ischamischen Attacken gibt es
jedoch keine Historie stabiler Angina pectoris. Dies fiihrt zur Annahme, dass akute ischamisch
kardiale oder zerebrale Vorfille einer Thrombosierung durch Ruptur nicht-kritischer
Stenosen folgen (51). Flir zwei Drittel der Thromben ist die Ruptur des fibrésen Plaques
verantwortlich. Dazu kommt die superfizielle Erosion der Intima, die fiir ein Viertel der Falle

verantwortlich ist, und bei Frauen haufiger vorkommt als bei Madnnern (52, 53).
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Abbildung 3 Lipidkernbildung, Destrukturierung der Matrix durch MMP’s, luminales

Anheften von Thrombozyten an die Intimaldsion. Die Verwandlung glatter Muskelzellen zu

Schaumzellen und die Bildung Nekrotischer Kerne fiihrt zur Plaque-Ruptur (12)
Die finale Ruptur des Plaques resultiert sicherlich aus einem Ungleichgewicht zwischen den
mechanischen Adhasionskraften und den Kraften die auf den Plaque wirken. So wurde schon

erwahnt, dass die hauptsachliche Stabilisierung des Atheroms durch extrazelluldre Kollagene
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verantwortet wird, und deren Fehlregulation hochstwahrscheinlich die Hauptverantwortung
fir die Plaqueruptur tragt. Dazu gehdren das weiter unten erwahnte T-Zell-Emittierte IFN-y,
und katabole Enzyme wie MMPs oder Cathepsin die in der Schlussphase der Atherombildung
von Makrophagen Uberexprimiert werden (54). Die Destabilisierung ist somit letztendlich vor
allem Immunvermittelt und geht von Entziindungsmechanismen der Endothelzellen aus, die

weitreichende Folgen fir den ganzen Plaque besitzen.
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Abbildung 4 Schematischer Uberblick eines Querschnitts durch eine Atherom. Tertidre Lymphorgane (ATLOs)
liegen der Adventitia groRer GefdRe an (Siehe Kapitel 7.3.3)(55)

7.3 Humorale und Zellulare Immunantwort

Die Begriindung der modernen Immunologie durch Paul Ehrlich und Karl Landsteiner, durch
die Antikorper erstmals identifiziert werden konnten, sowie die Entdeckung durch Astrid
Fagraeus, dass Antikorper von Plasmazellen gebildet werden, haben die Basis der
zellvermittelten Immunologie begriindet. Experimentelle Erkenntnisse Immunologischer
Vorgange bei Atherosklerose und moderne bildgebende Verfahren sind so weit
fortgeschritten, dass heute diese sehr komplizierten Immunologischen Prozesse der

Atherosklerose grofRtenteils identifiziert und beschrieben werden kénnen.

Vor allem die Arbeit an genetisch modifizierten Mausen die Atherosklerose und

Hypercholesterindamie entwickeln, wie Apoe~ ~ oder Ldlf = Mausen hat exzellente



Diplomarbeit — Zedler J.

Moglichkeiten eroffnet neue Erkenntnisse zellularer und humoraler Abwehr bei

Atherosklerose zu gewinnen (20).

Die bis vor wenigen Jahrzehnten einzig bekannten Ablaufe immunologischer Zellen bei
Atherosklerose waren die von mononuklearen Monozyten und Makrophagen. Heute weild
man, dass sie eine Verbindung zwischen angeborenem und spezifischem Immunsystem
bilden und Teil einer grofRen Entziindungskaskade sind, die wiederum ein integraler
Bestandteil beider Immunsysteme ist. Es besteht aus seiner komplexen Serie an
Interaktionen zwischen Mediatoren und Zelluldren Effektoren die als Antwort auf Pathogene
oder Gewebedefekte emittiert werden. Die angeborene Immunantwort besteht aus
Komplement-Proteinen genauso wie aus Granulozyten, Mastzellen, Makrophagen,
Dendritischen Zellen, NK-Zellen und Lymphozyten. Diese Zellen agieren als Pathogen-
Erkennende Zellen durch einen genetisch stabilen (und begrenzten) Pool an Rezeptoren wie
zum Beispiel Scavenger Rezeptoren. Das Adaptive Immunsystem hingegen ist Antigen-
spezifisch und besitzt einen groRen Pool an T (CD4+ und CD8+) und B-Zellen, die ein enormes
Repertoire an somatisch rekombinanten Rezeptoren besitzen. Diese lassen sich in TCRs
(10718) und BCRs (10714) einteilen und besitzen eine sehr grofle Antigen-Spezifitat
gegenilber ausgewdhlten Pathogenen. Somit tragen sie zu zelluldrer (durch T-Zellen) und

humoraler (durch Immunglobuline von B-zZellen) Abwehr bei (56).
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Abbildung 5 Angeborene und erworbene zelluldre Antwort. B-Zellen sind sowohl

Teil des angeborenem und des Adaptiven Immunsystems (57)

7.3.1 T-Zell-Funktion

Bei dem kontinuierlich fortschreitendem Prozess der Atherosklerose spielen somit alle Zellen
der Immunantwort eine wichtige Rolle (58, 59). Eine detaillierte Beschreibung dieser Zellen
und deren Rolle im atherosklerotischen Prozess kann aber nicht in dieser Arbeit gegeben
werden. T-Zellen sollen hier trotzdem erwahnt werden, da sie nicht nur direkten Effekt auf
die Entziindung im Plaque besitzen, sondern auch eine wichtige Briicke zwischen Atherom-
Entwicklung und B-Zell-Rekrutierung sind (60). lhnen fallt eine entscheidende Rolle bei der
immunologischen Abwicklung der Atherosklerose zu indem sie beispielsweise ApoB-Spezifitat
durch APC-Stimulation entwickeln und stark zur Verschlechterung der Atherosklerose
beitragen (Abbildung 6) (20). Zu den in der Mehrzahl CD4 und CD8 Positiven Zellen finden
sich TH1-Zellen, die vor allem fiir die Zytokin-Ausschittung, wie INF-y und TNFa
verantwortlich gemacht werden und einen pro-atherogenen Effekt haben (Abbildung 2, 4, 7)
(61), da IFN-y die Proliferation und Kollagenproduktion glatter Muskelzellen hemmt (und
somit zu den Hauptverantwortlichen der mechanischen Plaque-Destabilisierung gehort)
genauso wie die Expression von Scavenger-Rezeptoren beeinflusst (46). Zudem beglinstigt

INF-y die chronische Hyperglykdmie (62).
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Uber die Rolle von TH2-Zellen und TH17-Zellen gibt es bisweilen Kontroverse Studien (20) ,
und die initialen euphorischen Theorien der atheroprotektiven Funktion von TH2-Zellen

konnte noch nicht bestatigt werden (57).

Die Rolle von NKT-Zellen bei Atherosklerose hat in den letzten Jahren zunehmende
Beachtung gefunden. Sie sind eine weitere Briicke zwischen angeborenem und adaptivem
Immunsystem. lhnen wird ein pro-atherogener Effekt in frilhen Atherosklerose-Plaques

zugeschrieben, was sie zu Forschungsobjekten therapeutischer Intervention macht(57).
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Abbildung 6 Potentielle Rolle von ApoB-Proteinen als Verstarker der Immunantwort bei Atherosklerose (20)

7.3.2 B-Zell-Linien und Funktion

B-Zellen oder B-Lymphozyten und spater Plasmazellen genannt, sind durch ihre einzigartigen
Oberflachen-Proteine charakterisiert, sogenannten BCRs, ebenso wie durch Antikorper, die
als Proteine die gleiche Form und Antigen-Bindung besitzen und somit beide als
Immunglobuline bezeichnet werden konnen. BCRs werden durch multigenetische Loci
codiert und somatisch rekombiniert. Sie geben dadurch jedem B-Zell-Klon eine
unterschiedliche Spezifitat (63). Die aus hamatopoetischen Stammzellen entwickelte B-Zell-

Population lasst sich in zwei Zelllinien einteilen: B-1-Zellen und B-2-Zellen.

B-2-Zellen sind die dominante Form in der erwachsenen Milz, Lymphknoten und
Lymphfollikeln (57). B-2-Zellen werden durch hdamatopoetischen Stammzellen aus dem
Knochenmark kontinuierlich ersetzt und zirkulieren im Blut, haben jedoch nur eine kurze
Halbwertszeit von ein paar Tagen. B-2-Zellen tragen zur T-Zell-abhdngigen humoralen und

adaptiven Immunantwort bei, die zwar hochspezifisch aber verzégert ist (64). Eine kleinere
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Population an B-Zellen sind B-1-Zellen. Sie sind weniger im Blut unterwegs und besiedeln vor
allem die Milz und das Peritoneum bzw. die Pleura des Erwachsenen und besitzen die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung (64). Nur B-Zellen die in Kontakt mit Antigenen oder teils
auch angeborenen Signalen kommen, werden aktiviert und verweilen im Blut. Sie mutieren
in weiterer Folge zu Immunglobulin-exprimierende Plasmazellen oder zu Gedachtniszellen
um schneller bei erneuter Antigenexposition zu reagieren. Beide Zellarten werden vor allem
in der Milz und im Knochenmark gefunden was die Existenz von Plasmazell-Nischen nahelegt,
die eine schnellen Zugang in den Blutkreislauf erméglichen (65). Im Falle von chronischen
Erkrankungen, wie der Atherosklerose, bilden sich zusatzlich tertidare Lymphfollikel in der
Nahe des betroffenen Gewebes. So wurden in atherosklerotischen Plaques die Existenz von
sogenannten ATLOs nachgewiesen, die vermutlich eine weit wichtigere Rolle spielen als
bisher vermutet, und den Fokus der Forschung weg von den Endothelzellen hin zu der
Adventitia betroffener Gefal3e richtet (55, 66). Es ist wahrscheinlich, dass tertidre lymphoide
Follikel, B-Zellen bzw. B-Zell-Untergruppen mit relevanten Antigen-Spezifitaten akkumulieren
(67). ATLOs wurden jedoch bisher nur in der Aorta beschrieben. Ob solche Lymphorgane
auch an kleineren sklerotischen GefaRen zu finden sind bleibt abzuwarten. Ebenso wie der
Zusammenhang zwischen diesen Lymphfollikeln und der gesammt-Erhéhung an Plasmazellen

und Antikérpern im Serum.

Die Immunantwort von B-Zellen wird von verschiedenen Untergruppen aufgeteilt. Eine grobe
Einteilung ist die T-Zell-abhdngige und die T-Zell-unabhdngige Immunantwort (68). B-1-Zellen
produzieren natirliche Antikdrper (hauptsachlich 1gM), die unabhdngig von Antigen-
Exposition bzw. T-Zell-Exposition existieren und eine first line denfence des gesunden
Menschen darstellen. Sie zeigen oft eine Autoreaktivitat, indem sie an Zell-Veranderungen
wie Oxidierungen oder Konformationsanderungen an Oberflaichen-Strukturen oder
intrazelluldren Strukturen wie Einzelstrang-DNA binden (56). T-Zell-Abhangige Antworten
sind vor allem bei Follikularen B-2-Zellen beschrieben. Diese sind langsamer und sind
abhangig von der Prasentation des Antigens zusammen mit Immunglobulinen oder

Komplementproteinen auf der Oberflaiche angeborener Immunzellen (65). Sie migrieren
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meist zusammen mit den T-Zellen in den Follikel, proliferieren dort und entwickeln ihre

Affinitat zu IgG, IgA oder IgE Antikdrpern (65).

7.3.3 B-Zellen und Atherosklerose

Eine immer gréBere Zahl an Studien (vor allem an Apo-E-Mdausen) hat in den letzten Jahren
die Rolle von B-Zellen bei der Modulation der Atherosklerose untermauert (20). Caligiuri et.
al. waren die ersten, die eine beschleunigte Atherosklerose bei splenektomierten Mausen
nachweisen konnten (69). Diese Ergebnisse wurden von Major et. al. bestatigt, die bei B-Zell-
defizienten Mausen eine erhéhte Atherosklerose-Rate nachwiesen und diesen Zellen eine
protektive Rolle zuwiesen (70). Ait-Oufella et. al. hingegen wiesen eine verlangsamte
Atherogenese bei B-Zell-depletierten Mausen nach (71). Nachfolgende Studien von Kyaw et.
al. lassen eine atherogenetische Rolle von B2-Zellen vermuten (72). Es besteht die Theorie,
dass dieser Effekt Antikorper-unabhangig ist und auf Mechanismen zuriickzufiihren sind die

eine erhdhte Zytokin-Ausschittung bedingen (73).

B-Zellen und die immunglobuline die sie produzieren, férdern die Pathologien verschiedener
chronischer Autoimmunkrankheiten wie RA oder SLE (74). Patientlnnen mit diesen
Autoimmunkrankheiten ~ weisen interesanterweise erhohte  KHK-Risikowerte auf
hauptsachlich als Komplikation der Atherosklerose (75). Der unabhdngige Zusammenhang
von klassischen Framingham Risikofaktoren mit beschleunigter Atherosklerose-Bildung bei
Patientinnen mit SLE und RA, legt die Vermutung nahe, dass das Fortschreiten der
Atherosklerose bei diesen Patientlnnen ein Resultat erhdohter Entziindung und veranderter

Immunatnwort,-wie zum Beispiel der Antikérperproduktion —ist (65, 76).

Man kann daraus den Schluss ziehen, dass die verschiedenen B-Zell-Untergruppen
unterschiedliche modulierende Effekte auf den Prozess der Atherosklerose haben, die je
nach Lokalisation, Fortschritt sowie vielen anderen Faktoren die Dynamik der Atherosklerose
beeinflussen. Dieses “Doppelschneidige Schwert” (20) der einerseits atheroprotektiven,
andererseits atherogenetischen Rolle von B-Zell-Subpopulationen ist auch in den kirzlich
entdeckten ATLOs von Bedeutung (55) und Inhalt gegenwartiger Forschung. Einige Theorien

Uber die Pathophysiologie sind jedoch distanziert zu betrachten. So ist zum Beispiel eine
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Klassifikation der B-Zell Untereinheiten bei Mausen klarer als bei Menschen. Da bei der Zucht

von Mausen eine weitaus grofRere genetische Homogenitat erreicht werden kann als es beim

Menschen jemals moglich ware. Eine genaue Aussage Uber die Pathophysiologie des

Immunsystems im Zusammenhang mit Atherosklerotischen Veranderungen sind noch nicht

zu machen.

In diesem Zusammenhang ist die ,,hygiene Hypothese” zu nennen: Mikrobiome

in sterilen Umgebungen sorgen fir eine Veranderung des Immunsystems (77). Somit ist ein

Rickschluss von Labor-Messungen von Mdusen nur noch bedingt moglich.

7.3.4
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Abbildung 7 Rolle von B Zellen in Athersoklerotischen Plaques. Es zeigt die Aufteilung

in pro-atherogene (B2) Zellen und atheroprotektive (B1) Zellen. B1-Zellen werden

durch II-5 zur Produktion von IgM angeregt, dass an oxLDL bindet und die Aufnahme

durch Makrophagen ermoglicht. B2-Zellen werden von dendritischen Zellen und T-

Zellen Uber 114, IFNy und BAFFs aktiviert und Zytokine ausschiitten. Die Rolle von IgG

als Modulator bei Atherosklerose ist noch nicht abschliessend geklart. (60)

Immunglobuline

Immunglobuline sind hetrodimere Proteine, die alle dieselbe Struktur

besitzen:

2

Schwerketten und 2 Leichtketten die zu einer Y-formigen Struktur zusammengesetzt werden.
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Sie konnen funktionell in variable Domé&nen (die an Antigene binden) und konstante
Domadnen (die genaue Effektor-Funktionen haben, wie die Komplementaktivierung)
aufgeteilt werden. Die variablen Domadnen werden durch eine Serie an duBerst komplexen
Gen-Neuanordnungen und somatischen Hypermutationen nach Antigenkontakt erschaffen.
Jede variable Domane kann in 3 Regionen eingeteilt werden (CDRs), die unglaublich vielfaltig
sein kdnnen und die extreme Passgenauigkeit an das Antigen ausmachen. Die 3 CDRs der
schweren Kette sind mit den 3 CDRs der Leichtkette gepaart und formen die Antigen-
Bindungsstelle des Immunglobulins. Die schweren Ketten besitzen 5 Klassen an Konstanten

Domanen, die letztendlich Ihre Beschreibung ausmachen: IgA, IgM, 1gG, IgE und IgD.

In der aktuellen Literatur wurden verschiedene Immunglobuline bereits in Assoziation mit
Atherosklerose beschrieben. Unter anderem Antiendotheliale Antikorper (AECA) (78), IgE
(79) und vor allem Anti ox-LDL (80) (81, 82). Es wurden auch anti-Neu5Gc Antikorper im

Zusammenhang mit Atherosklerose beschrieben (83).

7.4 Diabetes und Atherosklerose

Als Diabetes wird die Gruppe an Pathologien bezeichnet, die entweder durch eine
unzureichende Produktion von Insulin oder durch das fehlende Ansprechen der Zellen auf
Insulin gekennzeichnet sind und schlussendlich zu einer chronischen Hyperglykamie fihren
(84). Diabetes wird typischerweise klassifiziert als: Typ 1, gekennzeichnet durch absoluten
Insulinmangel. Typ 2, gekennzeichnet durch eine Insulinresistenz und relativen
Insulinmangel, der ca. 90% aller Diabeteserkrankungen betrifft(84). Aufgrund der héheren
Morbiditat und Mortalitdt sowie der zunehmenden epidemiologischen Bedeutung des

Diabetes Typ 2 galt der Fokus dieser Arbeit ausschlieflich dieser Erkrankung.

Diabetes ist eine der meist verbreiteten chronischen Krankheiten der Welt, die 2010 ca. 285
Millionen Menschen betraf (85). Die steigende Pravalenz von Diabetes Typ 2 ist vor allem
bedingt durch ein ansteigendes Populationsalter und Ubergewicht, und es wird geschatzt,
dass bis zum Jahr 2035 mehr als 592 Millionen Menschen weltweit davon betroffen sein

werden (5).
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Die diabetischen Spatkomplikationen gliedern sich in makrovaskulare Komplikationen, die als
Hauptursache fiir Morbiditat und Mortalitdat im Zusammenhang mit Diabetes beschrieben
werden, und mikrovaskuldre Komplikationen, wie Retinopathien, Nephropathien und
Neuropathien (86). Vor allem unter Typ-2-Diabetikerinnen gilt die Assoziation mit vaskuladren
Ereignissen als gefestigt und ist heute ein fester Bestandteil multifaktorieller therapeutischer

Intervention bei Atherosklerose-Patientinnen (3, 87).

7.4.1 Epidemiologie

Die Klinische Manifestation der Atherosklerose ereignet sich hauptsachlich in drei
GefaRgebieten: Herzkranzgefalle, untere Extremitaten, und extrakranielle Karotiden. Sie ist in
allen drei mit Diabetes assoziiert, so sterben bis zu 50% aller Diabetikerinnen an einer

Kardiovaskularen Krankheit (88).

7.4.1.1 Koronare Herzkrankheiten

Patientinnen mit Diabetes Typ 2 haben ein 2-4-fach erhéhtes Risiko an einer Koronaren
Herzkrankheit zu erkranken (89). Ebenso verschlechtert Diabetes die Prognose bei akutem
Koronarsyndrom. Bei instabiler Angina wurden in verschiedenen Studien, im Vergleich zu
Kontrollgruppen ohne Diabetes, eine erhdohte Mortalitdt, Komplikationsrate und

Reinfarzierung festgestellt (90, 91).

7.4.1.2 Periphere Arterielle Verschlusskrankheiten

Die Wahrscheinlichkeit fur Diabetikerinnen an einer PAVK zu leiden ist ebenfalls 2 bis 4 Mal
hoher (92). Die Diabetesdauer korreliert mit der Inzidenz und dem Ausmall der
Verschlusskrankheit und verdandert meist den Verlauf der PAVK, da z.B.
Diabetespatientinnen 6fter an einer infrapoplitealen Verkalkung der Arterien leiden als nicht-
Diabetikerlnnen (93). Patientlnnen mit Diabetes entwickeln auch 6fter eine symptomatische
Form der PAVK, die sogenannte Claudicatio Intermittens, und missen sich ofter einer

Amputation der betroffenen Extremitat unterziehen (94).

7.4.1.3 Zerebrovaskuldre Erkrankungen
Ebenso wie fir die Entwicklung der koronaren und peripheren GefdBe ist Diabetes ein

Risikofaktor fir die GefaR-Kalzifizierung der zentralnervésen GefaRstrombahn, da es auch bei
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diesen Patientinnen zu einer erhdhte Inzidenz von extrakraniellen Karotis-Atheromata fiihrt

(95) und eine bis zu 5 Mal héhere Pravalenz fir kalzifizierte Karotiden aufweisen (96).

Das Risiko einer zerebralen Ischdamie ist bei Diabetes Patientinnen bis zu 400% hoher (97)
und tritt im Schnitt 3 Jahre friher auf als bei Nicht-Diabetikerlnnen (98). Letztendlich bedingt
ein dauerhaft erhohter Glucosespiegel die gesamt- wie auch die infarktverbundene

Sterblichkeitsrate erheblich (98, 99).

7.4.2 Pathologische Mechanismen diabetischer Vaskulopathien

Der ungewohnliche metabolische Zustand des Diabetes ebnet den Weg zu einer arteriellen
Dysfunktion. Die entscheidenden Faktoren die eine Zelluldre Entgleisung bedingen sind vor
allem die chronische Hyperglykdamie, die Dislipiddmie und die Insulinresistenz, die wiederum
mit weiteren Risikofaktoren wie arteriellem Hypertonus und Hyperkoagulabilitat einhergeht.
Diese Faktoren schaffen eine noch hohere Anfalligkeit der Arterien filir atherosklerotische
Veranderungen, und verschlechtern zudem den Zustand aller beteiligten Zellen und deren

Funktionen, was letztendlich zu einer noch schnelleren Progression der Atherosklerose fiihrt.

7.4.2.1 Endothelzellen

Ein erhohter Plasma-Glukose-Wert beeintrachtigt die NO-abhangige Vasodilatation durch
eine Reihe an Mechanismen die zu einer verminderten Verfligbarkeit von NO in den
Endothelzellen fihrt (100). Eine chronische Hyperglykdmie inhibiert die eNOS-Synthetase-
Aktivierung in der Endothel- und glatten Muskelzellen durch die erhéhte Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies(101). Vor allem das Superoxidanion (02) fihrt zur Entstehung
von kurzlebigem Peroxinitrit (ONOO~) welches die Oxidierung des eNOS-Kofaktors
Tetrahydrobiopterin und schliellich die Inaktivierung der eNOS vorantreibt (102). Es wird
weiterhin vermutet, dass Peroxinitrit die Synthese von Prostacyclinen in den Endothelzellen
vermindert, den starksten endogenen Thrombozytenaggregationshemmern des Menschen
(103). Die eNOS-Aktivitat ist auch durch andere Faktoren des Diabetes Typ 2 beeintrachtigt.
Insulinresistenz steigert die Freisetzung freier Fettsduren aus adipdosem Gewebe was
wiederum zu einer Aktivierung von Proteinkinase C, zu einer Beschrdankung von

Phosphoinositid-3-Kinasen und zu einer erhohten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
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flhrt und die Verfugbarkeit von NO drastisch weiter absenkt (104, 105) . Proteinkinase C ist
ein Promotor der Proliferation von extrazellularer Matrix und verschiedener Zytokinen (106)
wahrend PI-3-Kinasen in Endothelzellen als eNOS Agonisten eine Rolle spielen (107). Dieser

oxidative Stress erhoht letztendlich die Aktivierung von NFkB (Vgl. Kapitel 7.2.4).

Zusatzlich zu der Einleitung und Forderung von Atherogenese begiinstigt die chronische
Hyperglykdmie aullerdem die spatere Plaque-Instabilitdit und dessen Folgekrankheiten.
Diabetische Endothelzellen emittieren Zytokine die eine Synthese von Kollagen durch glatte
Muskelzellen vermindern (108). Die Vermehrung von MMP’s ist aulRerdem ausreichend
gesichert (109) was in weiterer Folge zu Kollagenabnahme in der Extrazelluldaren Matrix fiihrt

und die mechanische Stabilitat eines Plaques beeintrachtigt.

7.4.2.2 Glatte Muskelzellen

Die Atherogenitat glatter Muskelzellen steigt ebenfalls durch einen zu hohen
Plasmaglukosewert. Einer der wichtigen Angriffspunkte der Atherosklerose ist die
vasomotorische Funktion. Patientinnen mit Diabetes Typ 2 besitzen einer verminderte NO-
assoziierte Vasodilatation, was letztendlich auf die gestorte Zellfunktion glatter Muskelzellen
zurlickzuflihren sein kann (100). Die Erhéhung von vasokonstriktiven Mediatoren wie vor
allem von Endothelin-1 ist ein weiterer wichtiger atherogenetischer Prozess, der durch eine
Insulin-vermittelte erhohte Genexpression vermittelt oder durch eine vermehrte

Stimulierung von “advanced glycation end products”(AGES) Rezeptoren sein konnte (110).

Atherogenetische Mechanismen wie die Aktivierung von PKC und NFkB sind genauso
betroffen wie in Endothelzellen, und fiihren auch hier zu einer erhéhten Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (105). Des Weiteren wurde eine beschleunigte Ansammlung und
Wanderung glatter Muskelzellen bei Diabetikerinnen in atherosklerotischen Lasionen
festgestellt (111). Ebenso konnte eine hyperglykdmische LDL-Verdnderung die erhohte

Migration und Apoptose glatter Muskelzellen zur Folge haben (86).

7.4.2.3 Hdmostase
Bei Diabetespatientinnen ist die komplette Himostase beeintrachtig (112). Anomalien in der

Thrombozytenfunktion kénnen das Voranschreiten der Atherosklerose verschlimmern und
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schlieBlich zu einer Plaque-Ruptur fiihren. Da Thrombozyten einen Insulin-unabhangigen
Glukosetransport besitzen, ist deshalb ein erhéhter Glukosespiegel im Plasma mit dem in den
Thrombozyten gleichzusetzten (112). Intrazellular fiihrt das zu einer Aktivierung von
Proteinkinase C (PKC), zu einer Verminderung von Thrombozyten-abhdngigem NO und zu

erhéhten Produktion von Superoxid-Anionen (113).

Ebenfalls zeigen Diabetespatientinnen eine Stérung im Kalzium-Haushalt (114). Diese
gestorte Regulation kann zu einer Fehlfunktion der Thrombozyten fiihren, da Zytosolisches
Kalzium die Thrombozyten-Form, -Aggregation und Thromboxan-Bildung bestimmt (115).
Zusatzlich weisen DiabetikerInnen einer erhohte Oberflachenexpression von Glykoprotein Ib
(Gplb) auf, das die Von-Willebrand-Faktor-Anbindung, die Gpllb/llla und schlieRlich die
Thrombozyten-Fibrin-Interaktion stark beeinflusst (112) und zu einer schnelleren und

frilheren Thrombus-Bildung fihrt.

Zusammengefasst haben chronisch hyperglykdamische Patientinnen eine héhere intrinsische
Aktivierung und eine reduzierte Hemmung der Thrombozyten, was das potentiell erhohte

Thrombotische Potential von Diabetespatientinnen erklart (86).

Zusatzlich sind auch Beeintrachtigungen der Plasmatischen Hamostase beeinflusst, die durch
erhohte Serumkonzentrationen von Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren (PAI) (116),
Gewebsfaktoren und Faktor VII, sowie durch erniedrigte Werte von Antithrombin IIl und

Protein C beeinflusst werden (117, 118).
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Abbildung 8 Auswirkung der chronischen Hyperglykimie auf die Atherogenese (86)

7.5 Diagnostische Parameter

Es gibt eine Reihe an diagnostischen Moglichkeiten um asymptomatische und
symptomatische Atherosklerose zu quantifizieren. Die Entwicklung nicht-invasiver
Bildgebung hat zu groBen Veranderungen in der Forschung gefiihrt da sie zum ersten mal
ermoglichte asymptomatische Patientinnen zu studieren und somit den Forschern ermoglicht
sich auf praklinische Krankheiten zu fokussieren, ohne die Komplikationen und Probleme zu
begegnen die mit symptomatischen Patientinnen auftreten. Neben der Koronarangiographie,
dem Intravaskularen Ultraschall, der Computertomographischen Angiographie und der
Magnetresonanz haben sich in den letzten Jahren vor allem die Doppler-Ultraschall-Methode

und die B-Mode Ultraschall-Methode in Guidelines fiir Klinik und Forschung etabliert.

7.5.1 Karotis-Intima-Media-Dicke und Plaque-Aumayfs
Die Bestimmung der Intima-Media-Dicke der beiden Karotiden mittels B-Mode Ultraschall ist

eine sehr gute Methode zur Bestimmung des Plaque-Ausmalies und zur Erkennung von
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subklinischen kardiovaskuldaren Krankheiten (119-123). Die Intima-Media-Dicke ist das
Korrelat der Messungen von Verbindung zwischen Lumen und Intima sowie der Verbindung
zwischen Media und Adventitia von Arterienwanden. Die cIMT wird mittels standardisierter
Ultraschall Messung der Karotiden 1cm proximal des Bulbus caroticus bestimmt (124, 125).
Kardiovaskulare Ereignisse hangen eng mit der Progression der Atherosklerose in Karotiden
zusammen (126).

Es gibt mehrere Vorteile der Messung der cIMT als Prognostikum. Die Messung ist nicht-
invasiv, billig, sofort anwendbar und sie birgt keinerlei Gefahr fiir die Probanden. Deshalb ist
die cIMT in den letzten Jahrzehnten ein weit verbreiteter Parameter fir das Fortschreiten
von kardiovaskuldaren Krankheiten in klinischen Studien geworden. Es sind mittlerweile groRRe
Mengen an Daten lber die Verteilung der cIMT in der Bevdlkerung fiir Manner und Frauen
zwischen 25 und 85 Jahren bekannt (127). Demnach werden cIMT-Messungen >1.20 mm als
nicht mehr normal angesehen, wahrend das Fortschreiten der Atherosklerose auf 0.02 bis
0.05 mm pro Jahr geschatzt wird (128). Obwohl gangige Guidelines widersprichliche
Empfehlungen abgeben was den Nutzen der Bildgebung asymptomatischer Atherosklerose
betrifft, spricht sich die Mehrheit der Guidelines fir die Benutzung der Karotis IMT- und
Plague-Messung mittels Ultraschall aus (129).

Die Messung des Plaque Ausmalles (Plague Burden) ist eine weitere sehr gute
Quantifizierungsmethode von Atherosklerose, mit teils groRerer prognostische Aussagekraft
hinsichtlich kardiovaskularer Ereignisse. Hier zeigte die groR angelegte Tromsg-Studie, dass
die gesamte Plaque-Flache (total plaque area TPA) einen weitaus starkeren Voraussagewert
bei Myokardinfarkten und Apoplexie als die cIMT hat (130) was durch eine spater

durchgefiihrte Metaanalyse bestatigt werden konnte (131).

7.5.2 C-reaktives Protein

Plasma C-Reaktives Protein (CRP) ist ein unspezifisches Akut-Phase-Protein das leicht zu
messen ist. Es ist ein gut beschriebener Marker der angeborenen Immunitdt und ist weit
verbreitet in der klinischen Diagnostik akuter und chronischer Entziindungen. Es wird

diskutiert ob die Messung von CRP-Werten einen pradiktiven Wert fiir kardiovaskulare
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Ereignisse hat. Ridker und Libby sehen in der Messung von hoch-sensitivem CRP (hsCRP) im
Plasma einen sehr guten Messpartner im Zusammenhang mit Plasmalipiden und anderen
Framingham-basierten Kriterien da IL-6 zwar in der Kausalitatskette der Atherosklerose
vorkommt, jedoch schwer zu analysieren ist (132); hsCRP ist hingegen nicht kausal, jedoch
sehr gut zu messen und hat sich als guter Marker fir das friihe Staging und den Fortschritt
der  Karotis-Atherosklerose  herausgestellt  (133) und  korreliert  stark  mit
immunhistochemischen  Farbungs-Intensitaten fibroser Plaques und demakutem
Koronarsyndrom (134). Erhéhte hsCRP-Level treten weiterhin auf bei Patientlnnen mit
Diabetes Typ 1 oder adiptdsen Patientlnnen, sowie bei diesen Patientlnnen auch ein

Zusammenhang mit der cIMT-Progression der Karotiden vermutet wird (135, 136).

7.5.3 Polyklonale Freie Serum-Leichtketten
Polyklonale Serum-Immunglobulin-Leichtketten kénnen in zwei Klassen unterteilt werden: k-

leichtketten und A-Leichtketten.

In Menschen herrscht eine Pravalenz des k-Isotyps mit ca. 60%. Es ist bis heute noch keinen
funktionellen Unterschied zwischen k und A Antikérpern bekannt, somit wird den
Leichtketten nur ein Diversifizierungseffekt fir Immunglobuline zugeschrieben, aber eben

kein funktioneller (137).

Wahrend der Zusammensetzung von Immunglobulinen im Endoplasmatischem Retikulum
fallt ein Uberschuss an Leichtketten von ca. 500mg pro Tag an. Exzessives Material wird in
den Blutkreislauf abgegeben und renal ausgeschieden, was letztendlich zu einer mittleren

Verweildauer von 2-6 Stunden im Blut resultiert (138).

Serum Leichtketten werden vor allem als Marker bei Monoklonalen Gammopathien
eingesetzt. Dabei steigt meist eine der beiden Leichtketten-Arten an, und eine verschobene
k/A-Ratio ist zu bemerken. Erhohte polyklonale Serum-Leichtketten haben hingegen eine
anndhernd normale Ratio, was auf eine erhohte Produktion im Rahmen von gesunden
Immunantworten bei Infektionen, Entziindungen oder Autoimmunkrankheiten, auf eine

verminderte renale Clearance oder auf eine Kombination beider Faktoren hindeutet (139).
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Die aussagekraftigste Studie zu Referenzwerten bei Gesunden Probanden wurde von

Katzmann et. al durchgefiihrt. Eine Zusammenfassung der Normalwerte wird in Tabelle 1

gegeben.

Gesundes Serum Mittelwert Median 95%-Referenzintervall
K-FLC 8.4 mg/L 7.3 mg/L 3.3-194
A-FLC 13.4 mg/L 12.7 mg/L 5.7-26.3
k/A Ratio 0.63 0.59 0.3-1.65

Tabelle 2 Mittelwert/Median der Werte fiir die Konzentration freie Serum Leichtketten bei 282 Patientlnnen

(140)

Katzmann et al. beobachteten, dass k-FLC Konzentrationen generell niedriger sind als A, was
zu einem Median der Ratio von 0.59 fihrt. Der Grund dafir ist die Balance aus Produktion
und Elimination. Es befinden sich im Serum ca. doppelt so viele k-produzierende Zellen als A-
produzierende. Da aber k-Molekiile monomerisch mit ca. 25 kDa sind und A-Molekiile
Dimerisch mit 50 kDa ist deren renale Clearence schneller und ihre Serum-Halbwertszeit
kiirzer bei gesunden Individuen (140). Weitere Studien kamen zu dhnlichen Ergebnissen (141,

142).

7.5.3.1 FLC und Nierenfunktion

Bei zunehmender Niereninsuffizienz dandern sich die Mechanismen der FLC-Clearance. Bei
verminderter GFR, nimmt die Clearance ab und die Elimination findet lber das Retikulo-
Endotheliale-System statt, das keine Praferenz fir eines der Molekile zeigt (143). Somit
nahern sich bei sinkender GFR die Konzentrationen der beiden Leichtketten an und deren
Prasenz ist mehr ihrer Produktion als der Elimination geschuldet. Als Folge verandert sich bei
einer geringen Zahl an Patientinnen die k/A-Ratio bei polyklonaler Produktion auf einen Wert

>1 (144).
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7.5.3.2 FLC und Kardiovaskuldre Krankheiten

Fiir Bestimmungen von nicht-klonalen Leichtketten, wie bei Kardiovaskularen Erkrankungen,
spielt vor allem die Summe der freien Leichtketten (YFLC oder cFLC) eine Rolle. Bei
Patientlnnen mit akutem Herzversagen zeigte sich eine deutlich héhere Mortalitat mit
Werten meist in den oberen Quartilen (145, 146). Insgesamt ist eine Erhohung der SFLC ein
signifikanter Pradiktor der Gesamtsterblichkeit in der Bevélkerung ohne Plasmazellstérungen

(139).

7.5.3.3 FLCund Diabetes

Schon seit vielen Jahrzehnten wird die FLC/Albumin-Ratio bei DM1-Patientlnnen als friiher
Indikator der diabetischen Nephropathie genutzt (147). Die Tatsache, dass dabei die Serum-
Werte anndhernd normal blieben impliziert die renale Ursache der erhdhten FLC
Ausscheidung und nicht die erhohte Produktion (148). In neueren Studien wurden bei
Patientinnen mit DM2 und Ubergewicht héhere Werte im Urin im Vergleich zu nicht-

adiposen TDM2 Patientinnen gefunden (149).

Bei Studien an Konzentrationen im Serum und Urin von DM2-Patientinnen um den Nutzen
fur die Friherkennung diabetischer Nephropathien abzuschatzen hatten Patientlnnen schon
erhohte cFLC-Werte in Urin und Serum vor der Entwicklung einer renalen Dysfunktion (144).
Dabei hatten Slid-Ost-Asiatische Patientlnnen einen global hoheren Serum FLC-Wert als
Kaukasische bei insgesamt normaler eGFR, eine Beobachtung die auf eine hohere Produktion

und Entziindungsrate zuriickgefiihrt werden kann (144).

In einer weiteren Studie an derselben DM2-Population innerhalb eines 2-Jahres Follow up
wurden hohere cFLC-Werte bei Patientinnen mit einem Kardiovaskularen Event festgestellt.
Nach multivariaten Analysen blieb ein Serum-Wert >57.2 mg/L signifikant mit dem Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse verbunden (150) sogar nach Korrektur fiir Alter, Behandlung,

Diabetesdauer und Albumin-Kreatinin-Ratio.
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8 Methoden

8.1 Patientinnen

Diese Arbeit ist Teil der CARDIONOR Studie (Treatment of CARDIOvascular Risk in Patients
with Diabetes Mellitus Type-2: Identification of Treatment NOn-Responders) dabei wurden
97 Patientlnnen mit bekanntem Diabetes Typ 2, bei denen keine Herz-Kreislauf-
Vorerkrankungen bekannt waren, an der Diabetesambulanz der klinischen Abteilung fir
Endokrinologie und Stoffwechsel des Universitatsklinikums Graz zwischen den Jahren 2008
und 2010 rekrutiert und anschliessend einer intensivierten, multifaktoriellen Therapie

unterzogen.

Es wurden Patientlnnen im Alter zwischen 45 und 75 Jahre mit diagnostiziertem Diabetes
Mellitus Typ 2 und mindestens zwei der folgenden Merkmale in die Studie eingeschlossen:
LDL-Cholesterin > 120 mg/dI, Blutdruck > 140/90 mmHg, HbAlc > 7,5%. Bei den MessgrolRen

kam es nicht auf der Behandlungsgeschichte der Patientinnen an.
Diabetes Mellitus Typ 2 wurde nach den WHO Kriterien (WHO/IDF 2006) definiert.

Patientlnnen mit einer Vorgeschichte an Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Herzinsuffizenz (>
NHYA Il), Serum-Kreatinin > 265,2 pumol/L, Aspartat-Aminotransferase/Alanin-
Aminotransferase > 3x lUber der Hochstgrenze des Referenzbereichs und schwerwiegenden

psychiatrischen Erkrankungen wurden ausgeschlossen.

Die Studie wurde nach den Richtlinie der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Die
Erhebung der Daten und alle weiteren Vorgehensweisen wurden von der Ethikkommission
der Medizinischen Universitat Graz bewilligt (27-148 ex 14/15). AuBerdem wurde eine
schriftliche Einverstandniserklarung von allen Patientinnen unterzeichnet und alle
Patientlnnen wurden mit einer fortlaufenden Nummer codiert (pseudonymisiert). Die
gesammelten Daten wurden ausschliesslich mit dieser Patientlnnen-ID versehen in einem
SPSS-Datenblatt gespeichert und anschlieRend ausgewertet. Nur autorisierte Personen

haben Zugriff auf den Datensatz.
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8.2 Studiendesign

Die Studie wurde als eine offene, prospektive, monozentrische Studie lber einen Zeitraum
von 2 Jahren durchgefiihrt. Zu drei Zeitpunkten (Baseline, nach 3 Monaten und nach 2
Jahren) wurden in der Diabetesambulanz am Universitatsklinikum Graz ausfiihrliche
Studienvisiten durchgefiihrt. Diese Studienvisite inkludierte eine Niichtern-Blutabnahme, die

Messung der Karotis-Intima-Media Dicke und einen oralen Glukosetoleranztest.
Eine Ubersicht tiber den detailierten Studienablauf ist aus Abbildung 9 zu entnehmen.

8.3 Labor-Messungen

8.3.1 Serum-Leichtketten (FLC)

Freie Serum Leichtketten (A+k) wurden mittels Nephelometrie (Freelite®, The Binding Site
Group, Birmingham, UK) durch eine BN™ Il Analysesystem (Siemens Healthcare Diagnostics,

Marburg, Germany) aus gefrorerem Plasma gemessen.

8.3.2 High Sensitive C-reactive Protein (hsCRP)
Hoch sensitives C-Reaktives Protein (hsCRP) wurde mittels particle-enhanced
immunoturbimetric assay (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) gemessen, mit

einer Nachweisgrenze von 0.1mg/I.

8.4 Karotis-Intima-Media-Dicke (cIMT)

Die Messung der cIMT wurde mittels hochauflésendem, tragbarem Ultraschall Acuson
Cypress (Siemens Medical Solutions USA Inc., Mountainview, California) durchgefiihrt. Es
wurden die Arteria Carotis Communis, Sinus caroticus sowie Carotis interna und externa
beider Seiten vermessen. Die cIMT wurde an der Arteria Carotis Communis in einem Segment
2 cm unterhalb des Sinus und gemessen. Die Probanden blieben iber Nacht mindestens 12
Stunden niichtern und lagen wahrend der Messung in einem ruhigen, abgedunkelten Raum
waagerecht auf dem Riicken. Die Messung wurde nach einer 15-miniitigen Ruhephase
durchgefihrt. Die Messungen der Carotis-Wand beider Seiten wurden kombiniert um eine

mittlere Dicke zu berechnen (151).
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8.5 B-Score

Das Ausmal’ der Atherosklerose wurde mittels Ultraschallmessung nach dem Asymptomatic
Carotid Artery Plague Study Protocol bestimmt, indem die per B-Mode-Ultraschall
gemessenen Plaques beider Karotiden quantifiziert und gruppiert wurden (152). Dabei
entsprachen die Werte: 0= keine Veranderung der Arterienwand, 1= Wand-Dicke >1 mm, 2=
Plaque < 2mm, 3= Plaque 2 — 3 mm, 4= Plague >3mm, und 5= kompletter Verschluss des
Lumens. Ein einziger B-score > 2 an einem beliebigem Messpunkt wurde als fortgeschrittener
Karotis-Plaque definiert. Ein Summations-Score von > 3 mit Werten aus Arteria Carotis
Communis und Arteria Carotis Interna beider Seiten wurde als fortgeschrittene Karotis-
Atherosklerose festgelegt. Desweiteren wurden zu Analyse-Zwecken die Werte zu drei
Kategorien zusammengefasst. Die Definition der Kategorien sind aus Tabelle 3 zu

entnehmen.

B-Score Kategorien

1 Keine Veranderung und Wand-Dicke > 1Imm
2 Plaque <2 mm
3 Plague > 2 mm und kompletten Lumen-Verschluss

Tabelle 3 Kriterien fir die Kategorisierung des B-Scores in 3 Gruppen

8.6 Statistische Analyse

Fiir diese Arbeit wurde eine explorative Datenanalyse mittels SPSSSoftware Version 22.0
(SPSS Inc. Chicago lll) durchgefiihrt. Kontinuierlichen Variablen wurden mittels Kolmogorov-
Smirnov-Test hinsichtlich ihrer Normalverteilung untersucht. Die Daten wurden als
Mittelwerte + Standardabweichung bei Normalverteilung und als Medianwert
(Interquartilsabstand) bei nicht normaler Verteilung dargestellt. Ein p-Wert kleiner als 0.05
wurde als statistisch signifikant angesehen. Korrelationen wurden mittel Pearsons-
Korrelationskoeffizienten und nicht-parametrische Korrelationen mittels Spearmans Rang-

korrelationskoeffizienten (Spearman-Rho) ermittelt. Varianzanalysen mittels einfaktorieller
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ANOVA. Beim Vergleich der Mittelwerte wurde ein Post-Hoc-Test durchgefiihrt (Duncan-Test

und Bonferoni-Test).
9 Ergebnisse

9.1 Baseline-Charakteristika

Von den 97 in der Studie eingeschlossenen Patientinnen waren zu Baseline von 75
Patientinnen sowohl cIMT als auch cFLC vorhanden. Nach 3 Monaten konnten diese beiden
Parameter von 74 Patientlnnen ausgewertet werden. Zum Zeitpunkt der dritten Visite wurde
die IMT gemessen, jedoch kein Serum entnommen, somit sind fiir diesen Zeitpunkt keine
Daten fiir cFLC und hsCRP vorhanden (Vgl. Abbildung 9). Die Baseline-Charakteristika sind in

Tabelle 4 aufgelistet.

[ Patienten aus CARDIONOR-Gruppe (n=97) J

[cmT(=95) ] [hsCRP (11=35}] [cF.LC(='.-’5) ]

=]
E cIMT (n=T78)

Abbildung 9 Studientbersicht
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Basisdaten der Studienpopulation

Maénner

Frauen

KoérpergroBBe (cm)
Korpergewicht (Kg)

Alter (Jahre)

Systolischer Blutdruck (mmHg)
Diastolischer Blutdruck (mmHg)
Korpergewicht (Kg)

BMI (Kg/m?)

HbA1c (%)

Diabetesdauer (Jahre)
Diabetes in Familie (%)

CVD in Familie (%)

Raucher (%)

cFLC Baseline (mg/L)

IMT (mm)

hsCRP

49

26

170 +9.8

91.6 +15.4

59.4 +8

152 (140-164)
89 (82-95)

91.7 £15.5
31.4(27.9-34.1)
8.3+1.1

8.116

61.3

34.7

28

30.2 (24.9-39.5)
0.87 (0.78-0.94)
3.4(2.0-5.9)

Daten werden entweder als Prozentwerte fiir kategorielle, und als Mittelwert +

Standardabweichung oder Median mit 25.-75. Perzentile flir kontinuierliche Variablen

angegeben

Tabelle 4 Baseline-Charakteristika der Studienpopulation
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Abbildung 10 Haufigkeitsverteilung freier Leichtketten zu Baseline (links) und nach 3 Monaten (rechts)

9.2 Korrelation und Regression

Primares Ziel dieser Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen Polyklonalen Serum-
Leichtketten und dem Atherosklerose-AusmaR bei DM2-Patientinnen zu untersuchen. Hierflr
wurde eine Explorative Datenanalyse der Baseline-Daten und Korrelationsanalysen sowie
Regressionsanalysen der kombinierten freien Leichtketten (cFLC) und der Karotis-

Atherosklerose gemessen, einerseits mittels mittlerer Carotis-Intima-Media-Dicke (cIMT),

andererseits mittels B-Score.
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Korrelationsanalysen kombinierter freier Serum Leichtketten (cFLC Baseline)

Einfache Partielle Korrelationsanalyse*
Korrelationsanalyse

(Spearman-Rho)

Variablen R-Wert P-Wert R-Wert P-Wert
B-Score Gesamt  0.38** 0.001 0.320** 0.007
cIMT 0.220 0.58 0.216 0.068
hsCRP  0.233 0.045 0.351** 0.003
Diabetesdauer 0.61 0.601
packyears 0.169 0.274

*Adjustiert fur Alter, Geschlecht und Nierenfunktion
** Statistisch Signifikant bei p > 0.05

Tabelle 5 Korrelationsanalysen cFLC Baseline

Korrelation der durchschnittlichen Intima-Media-Dicke mit FLC

zu Baseline

Einfache Korrelationsanalyse  Partielle Korrelationsanalyse*

(Spearman-Rho)

Variablen R-Wert P-Wert R-Wert P-Wert
Quotient FLC k/A 0.112 0.339 0.159 0.226
FLCk 0.219 0.060 0.317** 0.013
FLCA 0.186 0.110 0.285** 0.027
cFLC 0.190 0.103 0.191 0.143
hsCRP 0.017 0.883 0.097 0.463

*Adjustiert fur Alter, eGFR und Geschlecht

** Statistisch Signifikant bei p > 0.05

Tabelle 6 Korrelationsanalysen cIMT Baseline
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Aus Tabelle 5 ergibt sich beim B-Score Gesamt eine signifikante Korrelation mit cFLC, die
auch nach Korrektur fiir Alter, Geschlecht und Nierenfunktion statistisch signifikant bleibt.
Die Korrelation der polyklonalen Leichtketten mit hsCRP ergab eine positive signifikante

Korrelation in der adjustierten Analyse.

Beim Vergleich der Mittelwerte der kombinierten freien Leichtketten (cFLC) aufgetragen je

nach B-Score, zeigt sich ein Anstieg ab einem Score von 2 (p=0.001) (Vgl. Abbildung 11).

50,00

40,00

30,00

Mittelwert cFLC_base

20,00

10,00

0,0 T T T T T
0 1 2 3 4
Bscore Summe

Abbildung 11 Korrelation der Mittelwerte cFLC und B-Score am Zeitpunkt Baseline

Nach Kategorisierung der Plaque Werte in 3 Gruppen (Vgl. Tabelle 6) und bei Vergleich der
Kategorie 3 mit den anderen beiden, ergaben sich weiterhin signifikante Unterschiede
zwischen den Mittelwerten (Kategorie 1 und 3: p=0.008; Kategorie 2 und 3: p=0.04) (Vgl
Abbildung 12).
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Mittelwert cFLC_base

20,00

10,00

T T
1,00 2,00 3,00

Bscore in Kategorien

Abbildung 12 Vergleich der Mittelwerte cFLC mit dem Plaque-Ausmal} geordnet in 3 Kategorien

Bei einfacher Pearson Korrelation der mittleren Intima-Media-Dicke (cIMT) und der
kombinierten freien Leichtketten (cFLC) ergibt sich eine Korrelation von r=0.272 bei einem

Signifikanzwert von p=0.018.

R? Linear = 0,074
1,400

1,200

1,000

IMT Baseline (mean li + re)

600 o

400

T T T T T
0o 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
c¢FLC_base

Abbildung 13 Korrelation der cIMT und cFLC Baseline nach Pearson

Die in Tabelle 4 signifikanten Korrelationen der k-Leichtketten und der Gesamt-Leichtketten
(cFLC) mit der mittleren Intima-Media-Dicke (cIMT) wurden nach Adjustierung fur Alter und

Geschlecht nicht bestatigt.
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Bei Berechnungen der Linearen Regression der mittleren Intima-Media-Dicke (cIMT) und der
kombinierten freien Leichtketten (cFLC) ergibt sich ein &dusserst schwacher linearer
Zusammenhang mit R?>=0.074 (vgl. Abb. 12). Bei Berechnung der partiellen Korrelation unter
Berticksichtigung des k/A-Quotienten (QFLC) ergibt sich eine noch schwéachere Korrelation
von r=0.251 bei einer Signifikanz von p=0.03. Die Residualvarianz ist in diesem Fall auf
R2=0.063 gesunken.

Ein dhnliches Ergebnis ensteht auch bei der Korrelation der auf die geschatzte glomerulare
Filtrationsrate adjustierten Ergebnisse. Hierbei zeigt sich ein Korrelationswert r=0.252 bei
einer Signifikanz von p=0.029, mit einer Residualvarianz von R?=0.064.

Beim Vergleich der Korrelationen unter Bericksichtigung des Rauchverhaltens und des
Geschlechts ergeben sich zwar auch signifikante Korrelationen, deren Bestimmtheitsmalle
jedoch ebenfalls nur gering sind (Non-smoker, male R?=0.237; Non-smoker, female R?=0.01;

Smoker, male R?=0.044; Smoker, female R*=0.08)(Vgl. Abbildung 14).

Rauchverhalten Baseline
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Abbildung 14 Matrix der Korrelationen cIMT und cFLC unter Beriicksichtigung des Rauchverhaltens und Geschlechts

Die Korrelation von eGFR und k/A-Quotient war invers mit einem r=-0.119, der jedoch nicht

statistisch signifikant war (p=0.351).
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Abbildung 15 Korrelationen der beiden Entziindungsmarker cFLC und hsCRP zu Baseline (links) und nach 3 Monate (rechts)

Die Berechnungen der Korrelation der beiden Entziindungswerte zu den beiden Zeitpunkten
Baseline (r= 0.350, p=0.002) und 3 Monaten (r= 0.363, p= 0.001 ) waren in beiden Fallen
signifikant positiv (Vgl. Abbildung 15).

Die Korrelation zwischen freien Leichtketten (cFLC) und dem Langzeitblutzuckerwert (HbAlc)
war zu den Zeitpunkten Baseline (r= 0.43; p=0.774) und 3 Monaten (r= 0.134; p= 0.255) nicht

signifikant.

10 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Fortschritt der
Atherosklerose, dargestellt durch die Carotis-Intimamediadicke (cIMT), dem Ausmald der
Atherosklerose, wiedergegeben durch den B-Score, und der Plasmakonzentration an freien
polyklonalen Immunglobulin Leichtketten (FLC) bei Personen mit Diabetes mellitus Typ 2 zu
beschreiben. Weiters wurde ein Zusammenhang mit Entziindungsparametern wie dem hoch
sensitiven CRP (hsCRP) angesehen. Die Arbeit wurde auf Basis zweier kiirzlich zuvor
veroffentlichten Studien begonnen, die jeweils zum ersten Mal einen Zusammenhang
zwischen dem hier untersuchten Biomarker und kardiovaskularen Ereignissen bei

Patientinnen mit Diabetes Typ 2 nachweisen konnten (146, 150).
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10.1 Serum Leichtketten und Atherosklerose

Die Korrelation mit der cIMT ist nach der Adjustierung fiir Alter, Geschlecht und
Nierenfunktion nicht statistisch signifikant. Der stark signifikante Anstieg der freien
Leichtketten bei Patientinnen mit einem durchschnittlichen Plaque-Ausmall > 2mm bzw.
einem Score 2 2 (Vgl. Abbildung 11) im Vergleich zu Patientinnen mit Plague < 2mm ist
jedoch ein Indikator fir einen moglichen Zusammenhang dieser zwei Parameter und

ermutigt zu weiterer Nachforschung.

Diese scheinbar widersprichlichen Ergebnisse kdnnen sich aus der Tatsache erklaren, dass
der B-Score, im Gegensatz zur cIMT, eher als Parameter fiir das AusmaR der Atherosklerose
gesehen wird. Autoren von mehreren Assoziationsstudien stellen das Plaque-Ausmald der
Atherosklerose als den besseren Pradiktor fiir zukiinftige kardiovaskulare Ereignisse dar (126,

153, 154).

Obwohl die Intima-Media-Messung und Plagque-Quantifizierung der extrakraniellen Karotiden
mittels B-Bild-Sonographie als allgemein anerkannter Parameter fir die systemische
Atherosklerose gilt und ein sehr guter prognostischer Faktor flr koronare Herzkrankheiten
ist, muss sie natirlich weiterhin als Surrogatparameter mit all seinen Limitierungen gesehen
werden. Ein Korrelat mit systemischen, nicht-spezifischen Entziindungsparametern ist

deshalb immer noch mit Vorsicht zu genieRen.

10.2 Serum Leichtketten und C-reaktives Protein

Burmeister et. al stellten bei der Untersuchung der Korrelation zwischen hsCRP und cFLC als
Entziindungsmarker bei chronischen Krankheiten nur einen schwachen Zusammenhang fest,
selbst nach Korrektur fir die Nierenfunktion (155). Dies konnte, durch die in dieser Studie
gefundenen Ergebnisse der Korrelation zwischen beiden Markern zu den beiden Zeitpunkten,
bestatigt werden (Vgl. Abbildung 15). Sie kommen ebenso wie Shantsila et. al zu dem Schluss,
dass beide Marker unabhangige Informationen (iber den Entziindungsstatus bzw. die
Immunantwort liefern und nicht als gleichwertige Marker zu betrachten sind (146, 155). Der

Nutzen der Kombination beider Marker des adaptiven und des angeborenen Immunsystems
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als Werkzeug fiir Diagnosen chronischer Entziindungen wird jedoch mit unserer Arbeit nicht

beantwortet und bedarf weiterer Forschung.

10.3 Studienkohorte und Studienablauf

Ein Schwachpunkt dieser Arbeit besteht in der kleinen Studienpopulation von 75
Patientlnnen bei denen denen alle notwendigen Parameter fiir diese Analyse vorhanden
waren. Rezente Studien weisen eine Populationszahl zwischen 166 und 352 Patientinnen vor
(146, 150). Die Reproduzierbarkeit unserer Ergebnisse in einer grolReren Kohorte ware

notwendig.

Da dies eine Datenauswertung einer vorangegangenen Studie ist (CARDIONOR), kam es zu
einem weiterem limitierenden Faktor: cFLC-Werte wurden nicht prospektiv an mehreren
Zeitpunkten an den Patientinnen abgenommen. Die mir zur Verfligung gestellte Datenbank
beinhaltete nur Baseline Daten aller zu vergleichender Parameter (Vgl. Abbildung 9). Die
Intima-Media-Dicke, ebenso wie Entziindungswerte kénnen deshalb nicht bei den anderen
Zeitpunkten nach 3 Monaten und 2 Jahren verglichen werden. Deshalb ist eine Aussage
hinsichtlich der Wertigkeit dieses Parameters als Prediktor fir Progredienz der
Atherosklerose nicht moglich. Auch die Aussage ob eine intensivierte Behandlung der
Patientinnen eventuell ein positives Outcome auf den Verlauf der Entziindungsmarker hat,
ist auch nicht moglich. Follow-up Daten und eine Vergleichsgruppe waren fiir die Klarung der

Frage sehr hilfreich gewesen.

10.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen eine Assoziation und einen beachtenswerten Anstieg der
cFLC-Plasma-Spiegeln und dem Plague-AusmaR, gemessen mittels B-Score. Diese Assoziation
bleibt auch nach Adjustierung fiir Parameter wie Bluthochdruck, Rauchverhalten, Alter,

Geschlecht sowie der geschatzten Nierenfunktion statistisch signifikant.

Friihere Daten haben gezeigt, dass cFLC Spiegel bei abnehmender Nierenfunktion im Plasma
ansteigen. Jedoch gibt es auch Arbeiten, die nahelegen, dass die Spiegel bereits langere Zeit
vor dem Auftreten der Nierenfunktionseinschrankung zu steigen beginnen (143, 144). Es ist

somit unklar, in welchem Ausmald die chronische Entziindung bei Typ 2 Diabetes -durch
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Schadigung der Glomerula- zum Anstieg der freien Leichtketten im Blut beitragt, oder
inwiefern die Leichtketten selbst nephrotoxisch wirken und zu deren eigenen Anstieg im
Plasma flihren (156). Eine Kausalitat der Korrelationen kann in dieser Studie letztendlich

nicht gemacht werden.

Ebenso wurden in dieser Studie andere Entziindungs-Ursachen die ebenfalls zu einer
Erhéhung an polyklonalen freien Leichtketten fiihren kénnen, wie chronische Infektionen,
subklinische Autoimmunkrankheiten oder Neoplasien (157, 158) nicht explizit erfragt und

kénnen somit nicht ganzlich ausgeschlossen werden.

Dispenzieri et. al hatten bereits einen Zusammenhang zwischen der cFLC-Konzentration und
der Uberlebenswahrscheinlichkeit der Allgemeinbevélkerung festgestellt (139), was zur
Spekulation  fuhrte, ob nicht zukiinftig cFLC Messungen eine nitzliche
Friiherkennungsmethode fiir die allgemeine Gesundheitsbeurteilung sein konnten, die nicht
spezifisch flir Atherosklerose oder Diabetes sein miissen. Es ist jedoch fraglich welche
therapeutischen Konsequenzen sich aus dieser Erhéhung in der Allgemeinbevdlkerung zu
ziehen sind und ob cFLCs ein potentiell modifizierbarer Risikofaktor oder lediglich

Risikomarker sind.

Auch wenn unsere Daten auf einen Zusammenhang zwischen cFLC und Karotis-
Atherosklerose bei Personen mit Diabetes mellitus Typ 2 hinweisen, so sind doch weitere
Analysen mit groBeren Fallzahlen notwendig, um diese Assoziation zwischen freien

Leichtketten im Plasma und Atherosklerose zu bestatigen.
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