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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Einleitung

Atherosklerotisch bedingte Erkrankungen stellen die hiufigste Todesursache in der
industrialisierten Welt dar. Die Entstehung der Atherosklerose wird inzwischen als ein
inflammatorischer Prozess verstanden, in dem Monozyten eine zentrale Rolle spielen. In den
letzten Jahren wurden phénotypisch und funktionell divergente Monozytensubpopulationen
charakterisiert. Gleichzeitig konnten vorangegangene Untersuchungen Assoziationen
zwischen bestimmten Monozytensubpopulationen und kardiovaskuldren Ereignissen bei
nierenkranken Patienten aufzeigen. Die Bedeutung der Monozytenheterogenitit bei
nierengesunden Menschen mit atherosklerotischen GefaBBkomplikationen ist hingegen noch
weitgehend unklar. Die vorliegende Arbeit tiberpriift daher die Hypothese, dass Patienten mit
Koronarer Herzkrankheit eine erhdhte Zellzahl von prisumtiv proinflammatorischen CD16"

Monozyten aufweisen.

Methodik

440 Patienten wurden koronarangiographisch auf das Vorliegen der Koronaren Herzkrankheit
untersucht, das kardiovaskuldre Risikoprofil wurde ermittelt und zusitzlich eine
Immunphénotypisierung der Monozytensubpopulationen vorgenommen. Hierzu wurde nach
einer Vollblutfirbung mit fluoreszierenden Antikorpern eine durchflusszytometrische
Analyse der Monozyten durchgefiihrt, nach der die Monozyten anhand definierter Kriterien in
drei Subpopulationen (CD147CD167; CD147CD16" und CD14°CD16") eingeteilt wurden.
Als Parameter der Adipositas wurden Korpergewicht, Body Mass Index, Hiift- und
Taillenumfang erfasst und die Insulinresistenz mittels Insulin resistance index homeostasis
model assessment (IRIgoma) und Insulin secretion index homeostasis model assessment

(ISIHOM A) errechnet.
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Ergebnisse

Patienten mit Koronarer Herzkrankheit weisen gegeniiber koronargesunden Probanden
tendenziell mehr Gesamtmonozyten auf. Jedoch ist keine der drei definierten
Monozytensubpopulationen signifikant mit dem Vorliegen der Koronaren Herzkrankheit
assoziiert. Allerdings unterschieden sich beide Patientengruppen in ihrer medikamentdsen
Therapie bei Studieneinschluss, so wurden 69,2 % der Patienten mit Koronarer
Herzkrankheit, jedoch nur 26,0 % der Patienten der Kontrollgruppe, mit einem Statin
behandelt.

Interessanterweise zeigt sich dariiber hinaus eine deutliche Korrelation zwischen der
Subpopulation der CD14"CD16" Monozyten und Parametern der Adipositas. So korrelieren
die Zellzahlen der CD14"CD16" Monozyten, nicht jedoch die Gesamtmonozyten oder eine
andere Monozytensubpopulation mit Koérpergewicht, Body Mass Index, Bauchumfang und

mit einer Insulinresistenz der Patienten.

Schlussfolgerung

Im Gegensatz zu unserer Hypothese zeigte sich bei Patienten mit manifester Koronarer
Herzkrankheit keine erhohte Zellzahl der prisumtiv proinflammatorischen CDI16"
Monozyten. Somit kénnen Ergebnisse aus Untersuchungen von chronisch nierenkranken
Patienten hinsichtlich privalenter kardiovaskuldrer Erkrankungen und CD16° Monozyten
nicht unkritisch auf nierengesunde Patienten iibertragen werden. Allerdings ist in der
vorliegenden Arbeit ein immunmodulierender Effekt der pleiotrop wirkenden Statine auf die
Monozytenheterogenitit nicht auszuschlieen. Dieser Aspekt sollte in zukiinftigen Studien

beriicksichtigt werden.

Hingegen konnte eine relevante Zellzahlverschiebung zugunsten der CDI14'CDI16"
Monozyten mit progredienter Adipositas und Insulinresistenz beobachtet werden. Dies weist
auf einen potentiellen Einfluss von proinflammatorischen Zytokinen des Fettgewebes
(Adipokine) auf die Monozytenheterogenitdt hin. Der mogliche Einfluss unterschiedlicher
Adipokine auf die Differenzierung der Monozyten sollte in weiteren Studien untersucht

werden.
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1.2 Summary

Introduction

Atherosclerotic vascular disease is the principal cause of death in industrialized countries.
Monocytes are strongly involved in initiation and progression of atherosclerosis, which is
nowadays considered a chronic inflammatory disease. The impact of monocyte heterogeneity
has recently gained substantial interest, as an association between subpopulations presumably
proinflammatory monocytes and cardiovascular disease was reported in a highly selected
cohort of patients with chronic kidney disease. The importance of monocyte heterogeneity in
patients with cardiovascular disease and intact renal function is still unclear. We therefore
hypothesized that elevated numbers of presumably proinflammatory CD16" monocytes are

associated with cardiovascular disease in the general population.

Methods

We recruited 440 patients who underwent elective coronary angiography for diagnosis of
coronary artery disease. We characterized monocyte subsets by flow cytometry after staining
with fluorescence coated antibodies in a whole blood assay. Monocytes were differentiated
into three subsets: CDI14°CD16, CD147'CDI16" and CDI14'CD16". Traditional
cardiovascular risk factors were assessed. Furthermore, body weight, body mass index as well
as waist and hip circumference were measured as parameters of obesity, and insulin resistance
and secretion index were calculated with homeostatis model assessment (Insulin resistance
index homeostasis model assessment [IRIgoma]; Insulin secretion index homeostasis model

assessment [ISIgomal)-

Results

Patients suffering from coronary artery disease tended to have higher total monocyte counts
compared to control subjects. In contrast, both patient groups did not differ in cell counts of
any monocyte subset. Remarkably, medication at study initiation differed between both
groups: 69,2 % patients suffering from coronary artery disease, but only 26,0 % control

subjects were on statin treatment.
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Furthermore we found an interesting association between markers of obesity and monocyte
heterogeneity: CD14'CD16" counts correlate with weight, body mass index, waist
circumference and insulin resistance. In contrast, neither total monocyte count, nor counts of

CD147°CD16 or CD14"'CD16" monocytes correlate with any marker of obesity.

Conclusion

In contrast to our hypothesis, we did not find increased cell counts of presumably
proinflammatory CD16" monocytes in patients suffering from coronary artery disease. Thus,
the previously observed association between high CD16" monocyte counts and prevalent
cardiovascular disease in patients with chronic kidney disease may not blindly be transferred
to patients with intact renal function. However, we cannot exclude an immunomodulatory
impact of statin therapy on monocyte heterogeneity. Therefore, this aspect merits further

research.

Nonetheless, we observed a shift towards CD14'CD16" monocyte in obesity and insulin
resistance, which might points to a regulatory role of proinflammatory cytokines of adipose
tissue (adipokines) on monocytic heterogeneity. Future studies should aim to assess the

impact of these adipokines on monocytic differentiation.

11
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2 Einleitung

2.1 Bedeutung der Atherosklerose

Erkrankungen des Herzkreislaufsystems waren im Jahr 2007 in Deutschland (Statistisches
Bundesamt, www.destatis.de) wie auch in anderen westlichen Industrienationen fiir die
Mehrzahl aller krankheitsbedingten Todesfdlle verantwortlich. Im Vordergrund stehen hierbei
atherosklerotisch bedingte Erkrankungen wie der Myokardinfarkt, der ischdmische

Schlaganfall oder die peripher arterielle Verschlusskrankheit.

Bis in die 90er Jahre des letzten Jahrhunderts hinein wurde der Prozess der Atherogenese zum
tiberwiegenden Teil als rein passive Lipidakkumulation in der GefédBwand begriffen und
dementsprechend  eine  Hypercholesterinimie  als  zentraler  Risikofaktor  der
Atheroskleroseentstehung angesehen, begleitet vom schidigenden Einfluss anderer priméarer
kardiovaskuldrer Risikofaktoren wie arteriellem Hypertonus, Diabetes mellitus und
Nikotinkonsum. Im Jahre 1999 postulierte Ross den Einfluss einer weiteren Komponente, die
zur Entstehung, Unterhaltung und Progression von atherosklerotischen Plaques beitrigt: die

Inflammation (Ross, 1999).

Eine moderne Sichtweise der Atherosklerose (Ross, 1999; Hansson / Libby, 2006) betont den
gleichzeitigen und interagierenden Einfluss der Hypercholesterindmie einerseits, der
Inflammation andererseits: So gilt eine Erhdhung von oxidiertem LDL-Cholesterin (ox-LDL)
als einziger unabhéngiger klassischer Risikofaktor, der beim Menschen und in Tiermodellen
auch in Abwesenheit anderer klassischer Risikofaktoren die Entwicklung atherosklerotischer
Lisionen fordert (Glass / Witztum, 2001; Skalen et al., 2002). Initial schidigt ox-LDL das
Gefillendothel, worauf die folgende Aktivierung des Endothels zur Bildung von
Adhésionsmolekiilen wie Selektinen und Integrinen (ICAM [intercellular adhesion molecule]
und VCAM [vascular cell adhesion molecule]), von proinflammatorischen Zytokinen und von
chemotaktisch wirksamen Molekiilen wie z.B. MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1)
fiihrt. Diese Faktoren bedingen die Rekrutierung von zirkulierenden Leukozyten,
insbesondere von Monozyten und Lymphozyten, in die GefiBwand: So werden Monozyten
durch endotheliale Chemokine angelockt, worauf einer reversiblen Bindung (,,Rolling*) {iber
endotheliale P- und E-Selektine, die feste Bindung der Monozyten liber ICAM- und VCAM-
Rezeptoren an endothelialen Integrinen der GefdBwand folgt. Es resultiert schlielich die

12
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Migration von Monozyten in den subendothelialen Raum. AnschlieBend differenzieren die
Monozyten unter Einfluss von M-CSF (macrophage colony stimulating factor) zu
Makrophagen, die wiederum Chemokine und Wachstumsfaktoren produzieren, um weitere
Monozyten aus der Blutbahn, aber auch glatte GefdBmuskelzellen aus der Media in den
subendothelialen Raum zu locken (Quinn et al., 1987; Rajavashisth et al., 1990; Leonard et
al., 1991). Durch Aufnahme von ox-LDL iiber den Scavenger Rezeptor (CD36) entwickeln
sich die Makrophagen schlieflich zu Schaumzellen, so dass Monozyten und Makrophagen zu
jedem Zeitpunkt in atherosklerotischen Lésionen nachweisbar sind (Jonasson et al., 1986; van
der Wal et al., 1989). Der Prozess fortwdhrender, sich selbst unterhaltender Inflammation,

tragt wesentlich zur Progression atherosklerotischer Plaques bei.

Nach diesem Paradigmenwechsel im Verstidndnis der Atherosklerose sollten in weiteren
Untersuchungen Marker der Inflammation identifiziert werden, die nicht nur den Einfluss der
Inflammation belegen, sondern auch einen zusitzlichen Nutzen in der Risikoabschitzung
zukiinftiger kardiovaskuldrer Ereignisse bieten. Ein etablierter, standardisiert messbarer
Marker der Inflammation ist das CRP, der erstmals 1997 von Ridker in einer grof3en
Studiengruppe als unabhingiger Pradiktor kardiovaskuldrer Ereignisse propagiert wurde
(Ridker et al., 1997). Allerdings musste diese Einschitzung in den letzten Jahren teilweise
relativiert werden. So zeigten nachfolgende Kohortenstudien (Danesh et al., 2004, Wang et
al., 2006a) und eine groBe Metaanalyse (Danesh et al., 2004), insbesondere nach Korrektur
fiir etablierte kardiovaskuldre Risikofaktoren, eine relativ begrenzte zusétzliche Aussagekraft
erhohter CRP Werte. Insbesondere bietet das CRP im klinischen Alltag nur wenig zusétzliche
Informationen beziiglich der Vorhersage zukiinftiger kardiovaskuldrer Ereignisse (Wang et
al., 2006a). In CRP-Genotypisierungsstudien, in denen eine Assoziation zwischen den
verschiedenen Genotypen und der Hohe des Serum-CRP nachgewiesen werden konnte,
wiesen Probanden mit genetisch determinierter erhohter CRP Bildung kein erhohtes Risiko
einer beschleunigten subklinischen Atherosklerose oder vorzeitiger kardiovaskuldrer
Ereignisse auf (Wang et al., 2006b; Zacho et al., 2008). Ein direkter pathophysiologischer

Einfluss des CRP auf die Atherogenese muss somit zumindest angezweifelt werden.

Als besserer Pradiktor kardiovaskuldrer Ereignisse konnte sich vielmehr die Bestimmung

derjenigen Zellen erweisen, die direkt in das komplexe System der Atherogenese involviert
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sind und eine unzweifelhafte Relevanz in der Pathogenese besitzen (Hansson et al., 2005).
Eine erhohte Zahl der Gesamtleukozyten geht dementsprechend in mehreren
epidemiologischen Studien mit einer hoheren Inzidenz fiir Schlaganfille und Myokardinfarkte
einher (Madjid et al., 2004). Innerhalb der Leukozytensubpopulationen wurde insbesondere
fiir neutrophile Granulozyten eine starke Assoziation mit dem kardiovaskuldren Risiko
aufgezeigt. Diese Zusammenhinge konnten fiir Monozyten und Lymphozyten so nicht
gezeigt werden (Gurm et al., 2003; Grau et al., 2004; Wheeler et al., 2004; Horne et al.,
2005), was vor dem Hintergrund der aktuellen Erkenntnisse der Atheroskleroseentstehung
unerwartet erscheint. Grund fiir diese fehlende Assoziation in epidemiologischen
Untersuchungen konnte eine bislang unzureichende Differenzierung der Monozyten in
phénotypisch und funktionell unterschiedliche Subpopulation sein. In einer Arbeit aus dem
Jahre 2004 wurden die Gesamtmonozyten zumindest in zwei Subpopulationen unterteilt und
es konnte eine Assoziation zwischen einer einzelnen Monozytensubpopulation, CD14'CD16"
Monozyten, und dem Vorliegen der Koronaren Herzkrankheit (KHK) aufgezeigt werden

(Schlitt et al., 2004).

2.2 Biologie der Monozyten

Monozyten entwickeln sich im Knochenmark aus myeloiden Vorlduferzellen und werden
nach ihrer Reifung in die Blutbahn ausgeschwemmt. Monozyten nehmen im peripheren Blut
einen Anteil von 5-10 % der Gesamtleukozyten ein und konnen nach der Auswanderung in
periphere Gewebe weiter differenzieren. Einerseits entwickeln sie sich zu Makrophagen, die
korperfremde Strukturen phagozytieren konnen, andererseits differenzieren sie zu
Dendritischen Zellen, die in lymphatischen Geweben als antigenprésentierende Zellen fiir T-
Lymphozyten residieren. Monozyten und Makrophagen sezernieren chemotaktisch wirksame
Proteine (Chemokine) und proinflammatorische Zytokine und sind dariiber hinaus
entscheidend an der angeborenen und adaptiven Immunantwort beteiligt (Hume et al., 2006).
In den letzten zwei Jahrzehnten wurde schrittweise erkannt, dass Monozyten und
Makrophagen nicht als eine homogene Zellpopulation angesehen werden sollten, weil sie sich
sowohl in ihren morphologischen, funktionellen und immunphéinotypischen Eigenschaften

voneinander unterscheiden (Passlick et al., 1989).
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So  identifizierten  Passlick und  Mitarbeiter  bereits 1989  innerhalb  der
Gesamtmonozytenpopulation, die durch Oberflichenexpression des LPS-Rezeptors CD14
definiert wurde, Zellen, die zusitzlich den IgG Fc Rezeptor III (FcyllI-R., CD16) auf ihrer
Oberfliche exprimieren. Diese Zellen weisen morphologisch groBe Ahnlichkeit mit den
klassischen Monozyten auf, die kein CD16 auf ihrer Oberflidche exprimieren (CD14CD16
Monozyten), allerdings ist z.B. die Oberflachenexpression von MHC-II Molekiilen zweifach
erhoht und die Phagozytoseaktivitit deutlich vermindert. Es wurde darauthin die Existenz
einer Monozytensubpopulation postuliert, die eine differente Funktion einnimmt und als
CD16 " bzw. ,,CD14'CD16" Monozyten* bezeichnet wurde (Passlick et al., 1989). Erst spéter
unterteilten Ancuta et. al die CD16" Monozyten zusitzlich nach ihrer CD14 Expression und
definierten zwei CD16" Populationen, CD14""'CD16" und CD14'CD16", zusitzlich zu der
bekannten CD16™ Hauptpopulation (CD14CD16") (Ancuta et al., 2003). Diese Einteilung
wurde von uns iibernommen und in der weiteren Arbeit durchgehend angewendet, wéihrend in
der Literatur die Bezeichnung ,,CD16" Monozyten teilweise als Sammelbegriff sowohl fiir
CD147CD16" Monozyten und CD14'CD16" Monozyten gemeinsam, teilweise aber auch fiir

die jeweilige Einzelpopulation Anwendung findet.

Beim Menschen wurden nach LPS-Stimulation insbesondere fiir die CD16° Monozyten
proinflammatorische Eigenschaften nachgewiesen im Sinne einer gesteigerten TNF-a und IL-
6 Produktion, sowie herabgesetzter IL-10 Expression (Thieblemont et al., 1995; Ziegler-
Heitbrock, 1996; Belge et al., 2002). Da bei vielen inflammatorischen Erkrankungen wie
Sepsis, HIV-1 Infektion, Tuberkulose und Asthma eine Zunahme dieser zirkulierenden
Monozyten beobachtet wurde, bezeichnete die Arbeitsgruppe um Ziegler-Heitbrock diese
Subpopulation als proinflammatorische Monozyten (Thieblemont et al., 1995; Ziegler-

Heitbrock, 2007).

Die Monozytensubpopulationen unterscheiden sich dariiber hinaus deutlich in der
Oberflachenexpression von Adhédsionsmolekiilen und Chemokinrezeptoren, die fiir eine
Migration von Monozyten verantwortlich sind. CD16" Monozyten exprimieren vor allem den
chemokine attractant receptor 2 (CCR2), der als Rezeptor fiir das monocyte chemotactic
protein-1 (MCP-1 [CCL2]) fungiert, sowie L-Selektin (=CD62L [leukozytires
Adhidsionsmolekiil fiir GefdBBextravasation]) und nur in geringem Ausmall den
Fraktalkinrezeptor (CX3CR1). Dieser Rezeptor wird im Gegensatz dazu vor allem von
CDI14°CD16" Monozyten exprimiert (Ancuta et al., 2003) und bindet das Chemokin
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Fraktalkin, das insbesondere auch in humanen atherosklerotischen Lisionen nachgewiesen
werden konnte (Greaves et al., 2001), wihrend CCR2 und CCRS nur geringgradig exprimiert
werden. Eine interessante Zwischenstellung nehmen die CD14CD16" Monozyten ein, die
neben CCR2 und CX3CR1 eine hohe CCR5-Expression (Rezeptor von RANTES = Regulated
on Activated Normal T-Cell Expressed and Secreted) aufweisen und sich dadurch von den

anderen Monozytensubpopulationen unterscheiden.

2.3 Zielsetzung der HOM sweet HOMe Studie

Vorangegangene  Untersuchungen unserer  Arbeitsgruppe  konnten  bereits  bei
nierentransplantierten Patienten, sowie bei nierengesunden Teilnehmern der I LIKE HOMe
Studie (622 kardiovaskuldr gesunde Mitarbeiter des Universitdtsklinikums des Saarlandes) die
Assoziation zwischen CD14'CD16" Monozyten und der Intima Media Dicke (IMT) als Maf
der Atherosklerose aufzeigen (Ulrich et al., 2008; Rogacev, 2008). Dariiber hinaus wiesen
Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe CD14'CD16" Monozyten als Prognosemarker

kardiovaskuldrer Ereignisse bei Dialysepatienten nach (Heine et al., 2008).

Es fehlen bislang Untersuchungen, inwieweit eine Subpopulation der Monozyten auch bei
nierengesunden Menschen einerseits mit manifesten atherosklerotischen Erkrankungen
assoziiert ist, andererseits bei nierengesunden Menschen einen eigenstindigen
Prognosemarker darstellt. Daher initiierten wir die prospektive HOM sweet HOMe Studie
(Heterogeneity of Monocytes in subjects with coronary heart disease - The Homburg
Evaluation), die sich von der I LIKE HOMe Studie durch ein hoheres Alter und eine relevante

kardiovaskulidre Komorbiditit der Teilnehmer unterscheidet.

Bei allen Teilnehmern der aktuellen Studie wurde der Koronarstatus im Rahmen einer elektiv
durchgefiihrten Angiographie der Koronararterien iiberpriift und eine durchflusszytometrische

Analyse der Monozytensubpopulationen durchgefiihrt.

Die folgenden Hypothesen wurden aufgestellt:

e CDI6" Monozyten sind in der nierengesunden Allgemeinbevdlkerung mit dem

Vorliegen der Koronaren Herzkrankheit assoziiert.
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e CDI16" Monozyten sind in der nierengesunden Allgemeinbevédlkerung Pridiktoren

zukiinftiger kardiovaskulérer Ereignisse.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Die im Rahmen dieser Studie verwendeten Materialien sind im Anhang (Kapitel 9.1)

tabellarisch aufgefiihrt.

3.2 Methoden

3.2.1 Klinischer Teil

3.2.1.1 Studiendesign

Es wurden im Rahmen einer prospektiven Langsschnittstudie Patienten rekrutiert, die zu einer
elektiven Koronarangiographie im  Universititsklinkkum des Saarlandes stationdr
aufgenommen wurden. Bei der Aufnahme in der Ambulanz der Klinik fiir Innere Medizin 111
— Kardiologie, Angiologie und internistische Intensivmedizin (Direktor Prof. Dr. Michael
Bohm) wurde den Patienten unsere Studie vorgestellt und die Moglichkeit einer Teilnahme

erldutert.
Die folgenden Kriterien waren fiir eine Teilnahme ausschlaggebend.
Einschlusskriterien:

e Alter > 18 Jahre

e Einwilligung nach Aufkldrung

e Indikation zur elektiven Koronarangiographie

Ausschlusskriterien:
e Systemische immunsuppressive Therapie

e Aktive Tumorerkrankung
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Die vorliegende Dissertation umfasst eine Querschnittsanalyse der ersten 440 Patienten, die
im Zeitraum 30.05.2007 bis zum 06.03.2008 in die prospektive Léngsschnittstudie
aufgenommen wurden. Der Autor dieser Dissertation hat alle Probanden mit freundlicher
Unterstlitzung des Teams der kardiologischen Ambulanz rekrutiert und alle klinischen und

experimentellen Untersuchungen selbstindig durchgefiihrt.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes

genehmigt.

3.2.1.2 Studienablauf

Nach einer ausfiihrlichen Aufklarung im Rahmen der Aufnahme in der Ambulanz der Klinik
fiir Innere Medizin III wurden bei Einverstindnis der Probanden ein erweitertes Laborprofil
bestimmt und zusitzlich Vollblut in eine 4,7 ml-Lithium-Heparin-Gel-Monovette® und eine
4,7 ml Serum-Gel-Monovette® fiir die Immunphéinotypisierung im Nephrologisch-
Immunologischen Labor abgenommen. Die Blutentnahme erfolgte am Morgen des Tages der
koronarangiographischen Untersuchung durch das Team der kardiologischen Ambulanz. Die
Blutproben wurden nach Transport in das Labor der Klinik fiir Innere Medizin IV — Nieren-
und Hochdruckkrankheiten bis zur Weiterverarbeitung gekiihlt iiber maximal vier Stunden

gelagert.

3.2.1.3 Erhebung des Fragebogens

Mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens (Anhang 9.2), der auf einer Ubersetzung des
WHO Fragebogens zur Erhebung von Angina pectoris und peripher arterieller
Verschlusskrankheit basiert (Rose, G. A.; Cardiovascular survey methods, 2nd. Ed. Geneva:
WHO, 1982), wurden folgende Patientencharakteristika dokumentiert: Symptome
kardiovaskuldrer Erkrankungen wie belastungsabhingige Dyspnoe oder pectangindse
Beschwerden, traditionelle Risikofaktoren wie Nikotinkonsum, Diabetes mellitus und eine
familidre Belastung mit vorzeitigen kardiovaskuldren Ereignissen (Herzinfarkt oder
Schlaganfall eines Verwandten ersten Grades vor dem 60. Lebensjahr) sowie relevante

Vorerkrankungen und die aktuelle Medikation. Die Medikation und Vorerkrankungen wurden
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im Anschluss anhand arztlicher Befunde und Berichte verifiziert. Als Diabetiker klassifiziert
wurden Patienten mit selbst berichtetem Diabetes mellitus, mit antidiabetischer Medikation
oder mit einer Niichternglukose > 126 mg/dl). Als aktive Raucher klassifiziert wurden

Patienten, die innerhalb der letzten vier Wochen mindestens eine Zigarette rauchten.

3.2.1.4 Erhebung klinischer Parameter

GroBe, Gewicht, Blutdruck und Puls nach 5 Minuten Ruhe wurden am Aufnahmetag durch
das Pflegepersonal der kardiologischen Ambulanz gemessen. Der Untersucher hat dariiber
hinaus den Hiiftumfang in Hohe der Trochanteres majores femoris bestimmt sowie den
Bauchumfang mittig zwischen dem unteren Rippenbogen und den Cristae iliacae, jeweils

wéhrend der Inspiration und der Exspiration.

3.2.1.5 Labordiagnostik

Im Rahmen des  Aufnahme-Laborprofils wurden  mittels  Standardverfahren
(http://www.uniklinikum-saarland.de/de/einrichtungen/kliniken_institute/zentrallabor/referenzwerte)

folgende Parameter im Zentrallabor des UKS (Komm. Direktor Prof. Dr. Jiirgen Geisel)

analysiert:

Differentialblutbild, Triglyceride, Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin,
Kreatinin, CRP, HbAlc und Troponin-T. Insulin wurde bei einer Subgruppe von 288
Patienten (65,5%) bestimmt.

3.2.1.6 Der koronarangiographische Befund

Die Koronarangiographie wurde am Tag der stationdren Aufnahme in der Klinik fiir Innere
Medizin III — Kardiologie, Angiologie und internistische Intensivmedizin durchgefiihrt. Die
Beurteilung der koronarangiographischen Bilder erfolgte routinemédBig durch den

untersuchenden Arzt.
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Folgende Gefdfleinengungen wurden als relevante Stenosen interpretiert:

e > 50-prozentige Einengung des rechten Hauptstammes (RCA) oder eines primdren

Astes
e > 50-prozentige Einengung des linken Hauptstamms (LCA)

e > 50-prozentige Einengung des Ramus interventricularis anterior (RIVA / LAD) oder

eines priméren Astes

e > 50-prozentige Einengung des Ramus circumflexus (CX) oder eines primaren Astes

Zur Diagnose der Koronaren Herzkrankheit war mindestens eine relevante Stenose
mindestens eines genannten Gefdflsegmentes erforderlich. Entsprechend der Anzahl der
stenosierten Koronarsegmente (RCA, LAD, CX jeweils inklusive primirer Aste) wurde die
KHK in Grad I, II, oder III klassifiziert. Bei Hauptstammstenose lag definitionsgemédl} eine
KHK II, bei zusitzlicher Beteiligung der RCA eine KHK III vor.

Wenn keine relevante Stenose in einem der aufgefiihrten Gefdl3stimme vorlag, wurde eine

KHK ausgeschlossen.
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3.2.2 Immunologisch-experimenteller Teil

3.2.2.1 Immunphiinotypisierung der Monozytensubpopulationen

Die verschiedenen Zelltypen des peripheren Blutes kdnnen nach GroBe, Granularitdt und
anhand von antigenen Strukturen auf ihrer Oberfldche unterschieden werden, die gemal3
internationaler Klassifikation eingeteilt werden (Cluster of Differentiation, CD). Diese
Oberfliachenantigene werden durch spezifische fluorochromkonjugierte Antikdrper gebunden

und nachfolgend mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Monozyten wurden mit Hilfe von vier monoklonalen
Antikorpern gefarbt. Die Gesamtpopulation der Monozyten wird von uns anhand der
Expression des kostimulatorischen Faktors CD86 (Ligand von CD28 und CTLA4 / CD152)
sowie Grofe und Granularitdt der Zellen definiert. Innerhalb dieser Gesamtpopulation der
Monozyten lassen sich anhand der Expressionsdichte des LPS-Rezeptors CD14 und des
FCylll-Rezeptors CD16 Subpopulationen unterscheiden. Als weiterer funktionaler
Monozytenmarker wurde die Expression und Mean Fluorescense Intensity (MFI) von

oberflichengebundenem Angiotensin Converting Enzyme (ACE), CD143 gemessen.

Bei den fluorochromkonjugierten Antikorpern handelt es sich um murine Antikorper gegen
humane Antigene. Tabelle 13 (Anhang 9.1.3) gibt einen Uberblick iiber die verwendeten

Antikorper und entsprechende Klone.

Fir die Untersuchung von  Oberflichenmolekiilen von  Monozyten  mittels
Durchflusszytometrie eignet sich eine Oberflachenfdarbung aus Vollblut mit nachfolgender
Lyse der Erythrozyten und Fixierung der Leukozyten. Das angewendete Farbeprotokoll ist als

Standardmethode im Nephrologisch-Immunologischen Labor des UKS etabliert:

Unter sterilen Bedingungen werden 100 pl Vollblut in ein FACS Rdhrchen pipettiert und 2 ml
FACS Puffer (Tabelle 15 / Anhang 9.1.5) zugegeben. Beide Bestandteile werden mit einem
Vortex-Mixer gut vermischt und die Zellsuspension zentrifugiert (5 Minuten, 1300 rpm). Der
16sliche Uberstand wird mittels Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Im Anschluss wird die in
Tabelle 2 angegebene Antikorpermixtur zugesetzt, die Suspension gut vermischt und bei 4°C

in Dunkelheit fiir 30 Minuten inkubiert.
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Durch Zugabe von 2 ml Lysingsolution (Tabelle 15 / Anhang 9.1.5) wird die Féarbereaktion
gestoppt und die Erythrozyten nach weiteren 12 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
lysiert. Der Uberstand wird nach erneuter Zentrifugation (5 Minuten, 1300 rpm) abgesaugt
und das Pellet mit 2 ml FACS-Puffer gewaschen. Die nun geférbten Leukozyten werden in

200 pl Paraformaldehyd (1%) fixiert, gevortext und bei 4°C bis zur durchflusszytometrischen

Messung gelagert.

Substanz Menge
Anti-CD14 PerCP 4 ul
Anti-CD16 APC 0,5 ul
Anti-CD86 PE S5ul
Anti-CD143 FITC 10 pl
FACS-Puffer 30,5 pl

Tabelle 2: Verwendete Antikoérpermixtur in der Vollblutfarbung.

3.2.2.2 Durchflusszytometrische Analyse

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur schnellen Zéhlung und Charakterisierung von
verschiedenen Zellen mit Hilfe von ausgesandten Lichtsignalen. Synonym wird der Begriff
FACS fiir Fluorescence activated cell sorting verwendet, der ein geschiitzter Begriff der

Firma BD Biosciences Heidelberg ist.

In Losung befindliche Zellen werden durch eine Kapillare angesaugt und passieren einzeln in
einem Sensormodul einen Laserstrahl. Eine Zelle emittiert daraufhin Streulicht und bei
gebundenen fluorochromkonjugierten Antikorpern Fluoreszenzsignale, anhand derer auf
Eigenschaften der Zelle geschlossen werden kann. Das Streulicht wird durch die ZellgroBe,

die Zelloberfldche und die Zellgranularitit bestimmt.

Das Vorwirtsstreulicht (FSC) wird durch die Beugung des Lichts hervorgerufen und ist ein
MaB fiir die relative GroBe einer Zelle. Das Seitwirtsstreulicht (SSC) entsteht durch Brechung

des Lichts und ist ein MaB fiir die relative Granularitit bzw. interne Komplexitit (Zellkern,
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Ribosomen) einer Zelle. Beide Parameter ermdglichen schon eine Zuordnung der Zellen zu
den verschiedenen leukozytiren Bestandteilen des Blutes (Lymphozyten, Granulozyten,

Monozyten).

Eine genauere Identifizierung und Unterteilung einer Zellspezies, z.B. der Monozyten erfolgt
durch fluorochromkonjugierte Antikorper, die gegen Oberflichenantigene der zu
untersuchenden Zellen gerichtet sind. Der Oberflichenmarker wird einerseits durch den
Anteil an der fiir diesen Marker positiven Zellen (spezifische Fluoreszenz), andererseits durch
die Expressionsdichte auf einer einzelnen Zelle (relative Fluoreszenzintensitit) charakterisiert.
Durch den Einsatz mehrerer Laser mit verschiedenen Anregungswellenlingen kann die

Anzahl der einsetzbaren Fluorochrome und damit die Informationsdichte erhoht werden.

In dieser Arbeit wurde ein 4-Farben-Durchflusszytometriegerdt der Firma BD Biosciences
eingesetzt (FACS Calibur), mit dem die oben beschriebenen Antikdrper detektiert wurden. In
Tabelle 13 (Anhang 9.1.3) sind die verwendeten Fluorochrome und die entsprechenden

Anregungs- und Emissionsspektren aufgefiihrt.

Im Anschluss an die oben erlduterte FACS Messung erfolgte eine Kontrollmessung mit
Farbstoffen standardisierter Fluoreszenzintensitit (Sphero Rainbowbeads® der Firma BD
Biosciences), um Anderungen der Sensitivitit der Sensormodule erkennen zu kénnen. Sphero
Rainbowbeads® bestehen aus einer fertigen Mixtur aus Partikeln mit Fluorochromen
standardisierter Intensitit, mit denen alle Kandle des Sensormoduls kalibriert werden konnen.
An jedem Untersuchungstag erfolgte jeweils eine Bestimmung der detektierten
Fluoreszenzintensitit, die jeweils mit der Fluoreszenzintensitidt am ersten Untersuchungstag in
Relation gesetzt wurde. Diese Relation diente als Korrekturfaktor fiir die erfasste mittlere
Fluoreszenzintensitdit (MFI), um gerdtebedingte Variationen der Detektion zu
beriicksichtigen. Im Verlaufe der elfmonatigen Messungen trat eine maximale Streuung des

Korrekturfaktors von 0,79-1,32 auf, der Mittelwert der Korrekturfaktoren betrug 1,00+0,24.

Die Ergebnisse der FACS-Analyse werden in einem Dotplot dargestellt, in dem ein Punkt
einer gemessenen Zelle entspricht und jede Zelle hinsichtlich der Groe, der Granularitit oder
der Expression eines Oberflichenantigens charakterisiert ist. Die Identifizierung der
Monozyten erfolgt durch einen Antikdrper gegen den panmonozytiren Marker CD86, dessen
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spezifische Fluoreszenz in einem Plot gegen die relative Granularitit (CD86 versus SSC)
aufgetragen wird (Abb.1). Im Anschluss erfolgt das Gating der Monozyten als nachrangiges
Kriterium nach Grofe (Abszisse) und Granularitit (Ordinate) im FSC versus SSC Plot
(Abb.2), wobei nur CD86 positive Zellen eingeschlossen werden (,,Backgating®). Dies
ermdglicht den Einschluss von Monozyten im &ulleren Bereich der Zellwolke und eine

Abgrenzung z.B. gegen die Lymphozytenwolke.

Die so definierte Gesamtmonozytenpopulation wird in einem gesonderten Dotplot (Abb.3)
dargestellt, in dem die Expressionsdichte von CD14 auf der Ordinate und von CD16 auf der
Abszisse aufgetragen ist. Es zeigt sich ein heterogenes Bild, so dass nicht mehr von einer
einheitlichen Monozytenpopulation ausgegangen werden konnte, sondern mit Hilfe der

Gatingstrategie Subpopulationen von einander abgegrenzt wurden.

In dieser Arbeit wurden drei Subpopulationen von einander unterschieden:
e Hohe CD14 Expression, geringe CD16 Expression = CD14""CD16~ Monozyten
e Hohe CD14 Expression, hohe CD16 Expression = CD14""CD16" Monozyten

e Niedrige CD14 Expression, hohe CD16 Expression = CD14'CD16" Monozyten
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Abb.1: Dotplot CD86 versus SSC Abb.2: Dotplot SSC versus FSC
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Die Schnittmenge der Monozyten innerhalb der oben dargestellten Gates (Abb. 1 und 2) bildet die
Gesamtpopulation. Diese wird in Abbildung 3, nach CD14 und CD16 Expression aufgetrennt, dargestellt. Jeder

Punkt entspricht einer Zelle.
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3.2.3 Statistische Methoden

Kontinuierliche Variablen werden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben und
mittels Mann-Whitney-Test (zwei ungepaarte Variable), ANOVA Test (mehr als zwei
ungepaarte Variable) respektive gepaartem T-Test (zwei gepaarte Variable) verglichen.
Nominale Variablen werden als prozentuale Anteile der Grundgesamtheit angegeben und

mittels Chi Quadrat Test verglichen.

Zusammenhédnge zwischen kontinuierlichen Variablen wurden mittels Spearman-Rho

Rangkorrelation tiberpriift.

Das Signifikanzniveau aller Test wurde bei 5 % festgesetzt. Die statistische

Datenverarbeitung erfolgte mittels SPSS 13.0 (SPSS Inc., USA).
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika des Gesamtkollektivs

440 untersuchte Probanden wurden in die statistische Auswertung eingeschlossen. In Tabelle
3 sind die klinischen, laborchemischen und immunphinotypischen Parameter des
Gesamtkollektivs dargestellt. Der Anteil aktiver Raucher im Gesamtkollektiv betrug 13,9 %,

38,4 % wiesen einen Diabetes mellitus auf und 34,5 % gaben eine familidre Priadisposition an.

Mittelwert Minimum  Maximum
Alter (Jahre) 65,3 £10,6 30 86
Gewicht (kg) 82,3 +15,7 43 140
Grofe (cm) 170,2 +8.5 143 198
Body-Mass-Index (kg/m?) 28,4 +4,7 17,0 44,1
Systolischer Blutdruck (mmHg) 143,7 £21,1 100 210
Diastolischer Blutdruck (mmHg) 82,0 11,5 50 140
Hiiftumfang (cm) 102,3 £10,6 79 155
Bauchumfang Inspiration (cm) 100,0 £12,8 64 160
Bauchumfang Exspiration (cm) 100,7 £12,8 64 160
CRP (mg/l) 3,846,2 <0,6 73,3
Serumkreatinin (mg/dl) 1,0 £0,4 0,5 4,4
HbAlc (%) 6,2 +1,0 4,5 11,3
Gesamtcholesterin (mg/dl) 183,4 +42,7 75 332
Triglyceride (mg/dl) 158,4 £132,2 34 1986
LDL-Cholesterin (mg/dl) 109,8 +37,5 32 238
HDL-Cholesterin (mg/dl) 50,1 £14,8 18 128
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Gesamtleukozyten /ul
Gesamtmonozyten /pul
CD147°CD16 Monozyten /pl
CD14°CD16" Monozyten /pl
CD14'CD16" Monozyten /pl
MFI CD143
(CD147CD16 Monozyten)
MFI CD143
(CD147°CD16" Monozyten)
MFI CD143

(CD14"CD16" Monozyten)

Mittelwert
6604 £2132
549 +£189
446 £165
38 £20

65 £34

33,5+174

52,9 4283

39,9 £18,8

Minimum Maximum
2400 31000
232 1677

137 1525
8 119
2 227

8,2 177,4

12,2 224.0

10,0 124,9

Tabelle 3: Charakteristika aller 440 Patienten, die an der Untersuchung teilgenommen haben.
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4.2 Stratifikation anhand des koronarangiographischen Befundes

Die Kohorte wurde anhand des aktuellen koronarangiographischen Befundes nach folgenden

Kriterien in zwei Gruppen eingeteilt.

e Manifeste KHK: mindestens eine gesicherte >50 %ige Stenose in einem der koronaren
Hauptgefde (A. coronaria dextra, RCA; A. coronaria sinistra, LCA; Ramus

interventricularis anterior, LAD; Ramus circumflexus, CX) oder in einem priméren

Ast.

e Ausschluss KHK: keine Stenose oder maximal <50 % ige Stenose in den koronaren

HauptgefiaBen oder in einem priméren Ast.

132 Patienten ohne relevanten Verschluss einer Koronararterie bilden die Gruppe ,,Ausschluss
KHK*. Die Gruppe ,,Manifeste KHK* mit insgesamt 308 Patienten setzt sich aus 47 Patienten
mit KHK I, 103 Patienten mit KHK II und 158 Patienten mit KHK III zusammen. Eine
differenzierte Betrachtung der einzelnen Schweregrade der KHK fiihrte zu keiner relevanten
Anderung der Studienergebnisse, so dass die folgenden Auswertungen auf den Vergleich

,Manifeste KHK versus ,,Ausschluss KHK* fokussieren.

Tabelle 4 fasst die Unterschiede beziiglich der klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren,
der Laborparameter und der Monozytensubpopulationen fiir diese beiden Patientengruppen

zusammen.
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Ausschluss  Manifeste
Gesamt KHK KHK p-Wert
Probanden (n) 440 132 308
Alter (Jahre) 65,3 +10,6 63,1 £11,9 66,3 £9,9 0,023*
Gewicht (kg) 82,3 +£15,7 81,1 £16,7  82,9+15,3 0,273
BMI (kg/m?) 28,4 +4.7 28,2 +5,1 28,4 +4.5 0,682
RR systolisch (mmHg) 143,7£21,1  141,6 £20,3 144,6 21,4 0,196
RR diastolisch (mmHg) 82 +11,5 82,5 +10,8 81,8 £11,8 0,534
Hiiftumfang (cm) 102,3 £10,6 102,2 +£11,6  102,3+10,2 0,792
Bauchumfang Inspiration (cm) 100,0 £12,8 97,6 £13,2 101,1+12,6 0,015*
Bauchumfang Exspiration (cm) 100,7 £12,8 98,3+13,2 101,7+12,5 0,015*
Hip to Waist Ratio 1,03 +0,08 1,05 0,09 1,02 +0,08 <0,001*
Kreatinin (mg/dl) 1,0 +£0,4 0,9 +0,3 1,1 £0,4 <0,001*
Harnstoff (mg/dl) 43,1 £17,3 40,5 £17,6 442 £17,0 0,004*
Gesamteiweil3 (g/1) 75,4 £4,6 75,5 +4,8 75,4 £4,5 0,618
CRP (mg/1) 3,8 46,2 4,1+58 3,7+6,3 0,740
HbAlc (%) 6,2 £1,1 5,9+1,0 6,3 +1,0 <0,001*
Gesamtcholesterin (mg/dl) 183,4 +42,7 198,9 +40,2 176,8 +42,1 <0,001*
Triglyceride (mg/dl) 158,4+132,2 131,8+69,2 168,5+150,3 0,027*
LDL-Cholesterin (mg/dl) 109,8 £37,5  123,2+436,0 104,0 36,7 <0,001*
HDL-Cholesterin (mg/dl) 50,1 £14,8 55,2 +£15,1 48 +£14,2 <0,001*
Statintherapie (%) 56,3 26,0 69,2 <0,001*
Leukozyten /ul 6604 £2132 6460 £1681 6667 £2298 0,448
Gesamtmonozyten /ul 549 £189 529+195 558 £186 0,061

(1) fiir 4,6 % der Patienten lag keine valide Information zu einer Statintherapie vor.
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Ausschluss  Manifeste

Gesamt p-Wert
KHK KHK
CD147CD16
446 +165 429 +173 453 +161 0,060
Monozyten /ul
CD147CD16"
38 £20 37 +£20 38 £20 0,807
Monozyten /pul
CD14°CD16"
65 +34 63 +31 67 +£36 0,286
Monozyten /ul
Diabetes mellitus (%) 38,4 25,0 442 <0,001*
Nikotin (%) 13,9 15,2 13,3 0,652
Familidre Belastung (%) 34,5 31,8 35,7 0,446
minnliches Geschlecht (%) 66,1 47,7 74,0 <0,001*

Tabelle 4: Vergleich zwischen der Gesamtpopulation, der Gruppe Manifeste KHK und Ausschluss KHK

beziiglich kardiovaskuldren Risikofaktoren, Laborparametern und Monozyten.

4.3 Traditionelle kardiovaskulire Risikofaktoren

Der Vergleich zwischen der Gruppe ,,Ausschluss KHK* und ,,Manifeste KHK* zeigt, dass
Patienten mit Koronarer Herzkrankheit um durchschnittlich 3,2 Jahre idlter sind. Das Alter der
Teilnehmer der Studie variierte zwischen 30 und 86 Jahren, somit bildet die Untersuchung
einen groflen Altersquerschnitt ab. In der KHK-Gruppe zeigen sich ein hoherer Anteil
mannlicher Patienten, und eine héhere Priavalenz des Diabetes mellitus (DM). Entsprechend
war der HbAlc-Wert als Langzeitparameter einer Storung des Zuckerstoffwechsels in der

KHK-Gruppe hochsignifikant hoher als in der Kontrollgruppe.

Der bei Aufnahme gemessene Blutdruck unterschied sich zwischen beiden Gruppen nicht
signifikant. Der systolische Wert in der KHK-Gruppe war gegeniiber der Kontrollgruppe

tendenziell erhdht, der diastolische tendenziell vermindert. Auch beziiglich einer familidren
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Pradisposition konnte zwischen beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden. Der Anteil aktiver Raucher unterschied sich nicht signifikant zwischen der KHK-

Gruppe und der Kontrollgruppe.

Obwohl kein signifikanter Unterschied beziiglich des Body Mass Index, des Gewichtes und
des Hiiftumfanges der untersuchten Patienten beider Gruppen festgestellt wurde, so wiesen
die Patienten der KHK-Gruppe jedoch einen signifikant groeren Bauchumfang auf. Es
resultiert ein hochsignifikant ungiinstigeres Verhéltnis zwischen Bauch- und Hiiftumfang bei
den Patienten der KHK-Gruppe. Die Triglyceride sind erwartungsgemil3 bei Patienten mit
einer KHK signifikant erhoht und das HDL-Cholesterin erniedrigt. Das Gesamtcholesterin
und das LDL-Cholesterin sind allerdings in der Kontrollgruppe hoher als in der KHK-Gruppe.
Dieses Ergebnis steht in Einklang mit einem hdheren Anteil von Patienten in der KHK-
Gruppe, die zum Untersuchungszeitpunkt mit einem HMG-CoA-Reduktaseinhibitor (Statin)

behandelt wurden.

Kreatinin (p<0,001) und Harnstoff (p=0,004) als Parameter der Nierenfunktion waren in der
KHK-Gruppe signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht. Allerdings liegen die
Mittelwerte beider Parameter im oberen Referenzbereich (Kreatinin Mann: 0,7-1,2 mg/dl;
Kreatinin Frau: 0,5-0,9 mg/dl; Harnstoff: 10-50 mg/dl), so dass auch in der KHK-Gruppe bei
der Mehrzahl der Patienten nicht von einer wesentlich eingeschrinkten Nierenfunktion

ausgegangen werden kann.

4.4 Die Monozytensubpopulationen in der KHK

Die Gesamtzahl der Monozyten war in der KHK-Gruppe tendenziell erhoht, das
Signifikanzniveau wurde allerdings verfehlt (p=0,061). Da ca. 80 % aller Monozyten
CD14"'CD16 Monozyten sind, ist diese Subpopulation bei Patienten mit manifester KHK
ebenso tendenziell erhdht (p=0,060). Die CD16" Subpopulationen unterschieden sich nicht
zwischen KHK Patienten und Kontrollen (Abb. 5 und 6).

Auch eine Subgruppenanalyse aller ménnlichen Patienten erbrachte keine signifikanten
Unterschiede in den einzelnen Monozytenpopulationen zwischen der Kontroll- und der KHK-

Gruppe.
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Abbildung 5: Gesamtmonozyten und CD14""CD16” Monozyten
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Abbildung 6: CD147'CD16" und CD14"CD16" Monozyten
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In Abbildung 5 und 6 sind jeweils Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes dargestellt.
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4.5 Korrelationen zwischen Monozyten(subpopulationen) und kardiovaskuliren
Risikofaktoren
Status Gesamt | CD147'CD16" | CD147°'CD16" | CD14°'CD16"
KHK /'l /ul /1 /'l
Manifest -0,023 -0,070 0,120* 0,109
Alter (Jahre)
Ausschluss 0,032 0,009 0,115 0,073
Manifest 0,035 0,016 -0,047 0,117*
Gewicht (kg)
Ausschluss | 0,137 0,074 0,191% 0,214*
RR (mmHg) Manifest -0,005 -0,021 0,026 0,079
systolisch Ausschluss | -0,016 -0,061 0,054 0,173*
Manifest | 0,239%* 0,216%* 0,270%** 0,065
CRP (mg/l)
Ausschluss | 0,221% 0,147 0,254 ** 0,259%*
(mg/dl) Ausschluss | -0,045 -0,003 -0,070 -0,120
Triglyceride Manifest 0,101 0,076 0,086 0,131%
(mg/dl) Ausschluss | 0,055 0,005 0,133 0,238%*
LDL-Cholesterin | Manifest -0,034 -0,037 -0,009 -0,017
(mg/dl) Ausschluss | 0,032 0,065 0,031 -0,050
HDL-Cholesterin | Manifest -0,142% -0,144* -0,087 -0,042
(mg/dl) Ausschluss | -0,236%* -0,179* -0,243%* -0,324%*

Tabelle 5: Korrelationen zwischen kardiovaskuldren Risikofaktoren und Monozyten(subpopulationen) nach

Stratifikation hinsichtlich pravalenter Koronarer Herzkrankheit (Patienten mit manifester KHK vs Patienten mit

Ausschluss KHK).

Angegeben sind der Korrelationskoeffizient (r) und das Signifikanzniveau (p): *< 0,05; **< 0,01; ***< 0,001
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Statin- | Gesamt/ | CD147°CD16 | CD147°CD16" | CD14'CD16"
therapie ul /nl /[l /[l
Ja 0,013 0,034 0,082 0,043
Alter (Jahre)
Nein -0,004 -0,053 0,108 0,119
Ja 0,012 -0,020 0,047 0,111
Gewicht (kg)
Nein 0,099 0,082 0,022 0,194*
RR (mmHg) Ja -0,054 -0,064 0,005 0,079
systolisch Nein 0,023 -0,044 0,034 0,130
Ja 0,256%* 0,225%* 0,285%* 0,098
CRP (mg/l)
Nein 0,207* 0,153* 0,234%* 0,200%*
(mg/dl) Nein -0,128 0,119 0,147 -0,041
Triglyceride Ja 0,107 0,079 0,132* 0,143*
(mg/dl) Nein 0,048 0,015 0,066 0,228%*
(mg/dl) Nein -0,091 -0,084 -0,125 0,003
HDL-Cholesterin Ja 0,114 -0,102 -0,092 -0,084
(mg/dl) Nein 0,227+ 0,214%* -0,208%* -0,194%*

Tabelle 6: Korrelationen zwischen kardiovaskuldren Risikofaktoren und Monozyten(subpopulationen) nach

Stratifikation hinsichtlich Statintherapie.

Angegeben sind der Korrelationskoeffizient (r) und das Signifikanzniveau (p): ¥*< 0,05; **< 0,01; ***< 0,001
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Gesamt/ | CD147'CD16 | CD147°CD16" | CD14°'CD16"
pl /'l / /'l

Ja 565+191 459+165 40420 67+34

Diabetes
) Nein 539+188 438+164 37420 64434

mellitus
p-Wert 0,093 0,109 0,045 0,375
Ja 635+178 537+156 43+19 55430

Aktueller
Nein 536+188 432+162 37420 67+35

Nikotinkonsum

p-Wert 0,001 0,001 0,003 0,016
mannlich 561£190 458+166 37+20 65+35
Geschlecht weiblich 528+186 423+180 39421 65+32
p-Wert 0,023 0,009 0,218 0,806

Tabelle 7: Monozytenzahl in Abhingigkeit von Diabetes mellitus, aktuellem Nikotinkonsum und Geschlecht.

Das CRP als klinisch etablierter Entziindungsmarker korreliert sowohl bei Probanden mit
manifester KHK als auch bei Probanden ohne KHK mit der Anzahl der Gesamtmonozyten,
am deutlichsten mit den CD14""CD16" Monozytenzahlen. Die Korrelation bleibt auch unter
Statintherapie fiir die CD14""CD16 und CD14"CD16" Monozyten erhalten.

Wihrend Gesamt- und LDL- Cholesterin nicht mit den Monozytenzahlen korreliert sind,
weisen Triglyceride eine Korrelation mit CD14'CD16° Monozyten auf. HDL-Cholesterin
korreliert bei Patienten ohne KHK und ohne Statintherapie negativ mit der Anzahl der
Monozyten, ohne dass eindeutige Unterschiede in Assoziation mit einzelnen Subpopulationen

bestehen.

Nikotinkonsum fiihrt zu deutlichen Verdnderungen im Monozytenprofil. Raucher weisen
hoch signifikant mehr Gesamt-, CD14"CD16 und CD147°CDI16" Monozyten auf,
wohingegen die Anzahl der CD14"'CD16" Monozyten vermindert ist.
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Patienten mit einem Diabetes mellitus weisen tendenziell mehr Gesamtmonozyten auf, wobei

der Unterschied hinsichtlich der CD14'CD16" Monozyten formal Signifikanzniveau erreicht.

Minnliche Patienten haben insgesamt mehr Gesamt- und CD14'CD16 Monozyten als
weibliche Patienten, wihrend die Zahl der CD16" Monozyten nicht zwischen Méannern und

Frauen differiert.

Nur CD16" Monozyten korrelieren positiv mit dem Kérpergewicht, in der KHK-Gruppe
ausschlieBlich die CD14"CD16" Monozyten. Diese Korrelation ist unter Statintherapie nicht
mehr nachweisbar. Korrelationen zwischen Markern der Adipositas und CD14°CD16"

Monozyten sind im Folgenden ausfiihrlich dargestellt.
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4.6 Adipositas und Monozyten

4.6.1 Anzahl der CD14°CD16" Monozyten korreliert positiv mit Body Mass Index und

Bauchumfang

Abbildung 7a) Korrelation BMI und CD14'C16" Monozyten
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Abbildung 7b) Korrelation Bauchumfang und CD14"'CD16" Monozyten
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Von den untersuchten Subpopulationen der Monozyten konnte fiir die CD14'CDI16"
Monozyten eine positive Korrelation mit einem erhéhten BMI aufgezeigt werden (r=0,210,
p<0,001), Abbildung 7a). Dieser Zusammenhang besteht nur fiir diese Monozytenpopulation
und ist weder fiir die Gesamtpopulation (r=0,054, p=0,261) noch eine andere Subpopulation

nachweisbar.

Auch der Bauchumfang (exspiratorisch und inspiratorisch gleichermallen) als klinisch
messbarer Parameter des bedeutsamen abdominalen Fettes korreliert nur mit den
CD14°CD16" Monozyten (r=0,204, p<0,001), Abbildung 7b). Vor diesem Hintergrund
erscheint eine differenzierte Betrachtung einzelner Monozytensubpopulationen zwingend

erforderlich.

4.6.2 Stratifikation fiir einen pathologischen Body Mass Index und Bauchumfang zeigt
einen Anstieg ausschlieBlich der CD14°CD16" Monozyten

4.6.2.1 Body Mass Index

Die Patienten wurden nach ansteigendem Body Mass Index von Normalgewicht bis zu
Adipositas Grad III in vier vordefinierte Kategorien eingeteilt (Tabelle 8). Mit einer
univariaten Varianzanalyse (ANOVA) wurde untersucht, ob die Monozytenzahl in der
Gesamtpopulation bzw. den Subpopulationen mit zunehmendem BMI ansteigt. Fiir die
CD14°CD16" Monozyten konnte ein signifikanter Anstieg (p for trend = 0,008) mit
zunehmendem BMI beobachtet werden (Abbildung 8a). Weder fiir die Gesamtmonozyten
noch die anderen Monozytensubpopulationen konnte ein signifikanter Unterschied

nachgewiesen werden (Abbildung 8b)-d)).
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BMI (kg/m’) Probanden (n)
Normalgewicht <25.0 117
Praadipositas 25.0-29.9 175
Adipositas Grad I 30.0-34.9 106
Adipositas Grad II und III >35.0 36

Tabelle 8: Gradeinteilung der Adipositas anhand des Body Mass Index (BMI). Die Adipositas Grad II und III

wurde ob geringer Patientenzahl zusammengefasst.

Abbildung 8a) Zahl der CD14 ' CD16" Monozyten steigt mit dem Grad der Adipositas
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In Abbildung 8a) bis 8d) sind jeweils Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes dargestellt.
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Abbildung 8b) Zahl der Gesamtmonozyten steigt nicht mit dem Grad der Adipositas
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Abbildung 8¢) Zahl der CD14""CD16 Monozyten steigt nicht mit dem Grad der

Adipositas
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Abbildung 8d) Anzahl CD14"'CD16" Monozyten steigt nicht mit dem Grad der

Adipositas
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4.6.2.2 Bauchumfang

Neben dem BMI stellt der Bauchumfang ein wichtiges klinisches Kriterium einer
Fettstoffwechselstorung und eines erhohten kardiovaskuldren Risikos dar. Beim méannlichen
Geschlecht gilt ein Bauchumfang > 102 c¢cm und beim weiblichen Geschlecht > 88 cm als
pathologisch erhoht (National Cholesterol Education Program [NCEP]; 2001). Anhand dieses
Parameters wurden zwei Gruppen gebildet, die hinsichtlich der Monozytensubpopulationen
verglichen wurden. CD14°CD16~ Monozyten sind in der Gruppe mit pathologischem
Bauchumfang signifikant zahlreicher als in der Kontrollgruppe (Abb. 9a). Dieser
Zusammenhang besteht nicht fiir die Gesamtmonozyten (Abb. 9b) oder eine andere

Subpopulation (nicht dargestellt).
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Abbildung 9a) Anzahl CD14'CD16" Monozyten und pathologischer Bauchumfang
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Abbildung 9b) Anzahl Gesamtmonozyten und pathologischer Bauchumfang
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In Abbildung 9a) und 9b) sind jeweils Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes dargestellt.
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4.6.3 Insulinresistenz und Monozyten

Eine Insulinresistenz kann mit Hilfe der Laborparameter Niichterninsulin und

Niichternglukose mit folgenden Formeln berechnet werden (Stumvoll et al., 2000):
e Insulin resistance index homeostasis model assessment (IRIoma) =
Insulin (pmol / 1) x Glukose (mmol /1) / 135
e Insulin secretion index homeostasis model assessment (ISIgoma) =
Insulin (pmol /1) x 3,33 / [Glukose (mmol / I) — 3,5]

Bei 170 Patienten des Gesamtkollektivs ohne Diabetes mellitus wurde der
Insulinresistenzindex (IRIgoma) und Insulinsekretionsindex (ISIpoma) berechnet und mit den
Gesamtmonozyten und Subpopulationen verglichen. CD14"CD16" Monozyten korrelieren als

einzige Population mit der errechneten Insulinresistenz und -sekretion (Tab. 9).

IRIHOM A ISIHOMA
r p r P
Gesamtmonozyten
0,108 0,165 0,128 0,099
/ul

CD147CD16

0,074 0,341 0,114 0,142
Monozyten /ul
CD147'CD16"

0,056 0,467 0,029 0,705
Monozyten /ul
CD14°CD16"

0,210 0,006 0,191 0,013
Monozyten /ul

Tabelle 9: Korrelationen zwischen Messparametern der Insulinresistenz und —sekretion sowie Zellzahlen der

Monozyten(subpopulationen).
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4.7 Vergleich zwischen Patienten des aktuellen Kollektivs (HOM sweet HOMe) und
Probanden einer vorangegangenen Untersuchung (I LIKE HOMe).

Es konnten in dem aktuellen Gesamtkollektiv fiir die einzelnen Monozytensubpopulationen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen “Ausschluss KHK” und “Manifeste
KHK” nachgewiesen werden. Eine mogliche Erkldrung liegt darin, dass die Gruppe
»Ausschluss KHK“ nicht einer kardiovaskuldr vollkommen gesunden Kontrollgruppe

entspricht.

Einerseits beinhaltete diese Gruppe einige Patienten mit beginnender KHK, andererseits kann
auch bei Patienten ohne relevante Stenosen der koronaren Hauptgefile eine systemische
Atherosklerose mit Verdnderung der peripheren Koronargefalle vorgelegen haben. Zumindest
hatten die meisten teilnehmenden Probanden iiber subjektive Beschwerden im Sinne
herabgesetzter Leistungsfahigkeit, pektangindser Beschwerden oder belastungsabhédngiger
Dyspnoe geklagt, so dass eine dieser Beschwerden oder pathologische Befunde einer
ambulanten kardiologischen Konsultation zu einer koronarangiographischen Abkldrung

gefiihrt haben.

Es wurde deshalb ein Vergleich mit Daten aus der I LIKE HOMe Studie angestellt, in der 622
gesunde Mitarbeiter des UKS im Rahmen einer betriebsirztlichen Untersuchung hinsichtlich
thres Monozytenprofils immunphénotypisch charakterisiert und ihre Intima Media Dicke

(IMT) als Marker subklinischer Atherosklerose bestimmt wurde (Rogacev, 2008)

Um mogliche Einflussvariablen wie das Geschlecht, das Alter und einen Diabetes mellitus
auszuschlieBen, wurden insgesamt 31 Paare gebildet, die jeweils in diesen Variablen
iibereinstimmten (Alter = 2,5 Jahre). Teilnehmer der aktuellen Untersuchung weisen
gegeniiber den gepaarten I LIKE HOMe Teilnehmern einen hoheren BMI, niedrigere Gesamt-
und HDL-Cholesterinwerte auf (Tabelle 10).

Patienten der KHK-Gruppe weisen tendenziell hohere Gesamtmonozytenzahlen und
signifikant mehr CD14""CD16~ Monozyten auf, wihrend Probanden der Kontrollgruppe
tendenziell hohere Zellzahlen der CD14°CD16" Monozyten aufweisen. Betrachtet man die
relative Verteilung der Monozytensubpopulationen, so resultiert hieraus in der KHK-Gruppe

ein signifikant geringerer prozentualer Anteil der CD14'CD16" Zellen an allen Monozyten.
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Der Anteil der CD14 "CD16" Monozyten unterscheidet sich nicht zwischen der Kontroll- und

der KHK-Gruppe.

Mittelwert Mittelwert
p-Wert
Kontrollgruppe KHK-Gruppe
Body Mass Index
26,8 +4.2 29,7 +£6.,0 0,019*
(kg / m?)
Gesamtcholesterin
208,8 +44.,0 174,7 £49,2 0,004*
(mg / dl)
Triglyceride
136,8 £96,1 164,1 £98,8 0,186
(mg / dl)
LDL-Cholesterin
122,7 £38,8 107,3 +44,3 0,118
(mg / dl)
HDL-Cholesterin
65,1 £19,4 43,0 +12,1 <0,001*
(mg / dl)
Gesamtmonozyten
478 +161 556 £191 0,081
/ul
CD14™cD16  /ul 377 £145 465 +163 0,026*
Monozyten % 77,9 £7.,8 83,6 £6,0 0,004*
cD147cDp16”  /ul 31 £16 37 £20 0,223
Monozyten oy 6.6 £2.6 6,5 2,1 0,888
cDl4'cDle”  /ul 70 £33 54 £31 0,075
Monozyten oy 15,6 +6,9 9,9 +5.2 0,001*

Tabelle 10: Kontrolle (I LIKE HOMe) versus KHK (HOM sweet HOMe). Paarbildung fiir die Parameter Alter,
Geschlecht und Diabetes mellitus.
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Abbildung 10: Anteil CD14°CD16" Monozyten in der KHK-Gruppe (HOM sweet HOMe)
und der Kontrolleruppe (I LIKE HOMe)
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In Abbildung 10 sind jeweils Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes dargestellt.
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5 Diskussion

5.1 Traditionelle kardiovaskulire Risikofaktoren

Als traditionelle kardiovaskuldre Risikofaktoren werden arterielle Hypertonie, Diabetes
mellitus, Nikotinkonsum und Fettstoffwechselstorungen angesehen. Patienten unserer
Untersuchung mit einer manifesten KHK weisen gegeniiber der Kontrollgruppe vermeintlich
tiberraschenderweise nicht in allen Punkten eine ungiinstigere Konstellation hinsichtlich
dieser Risikofaktoren auf. Nur der Diabetes mellitus, ein erhohter Bauchumfang bzw. ein
ungiinstiges Verhéltnis zwischen Bauch- und Hiiftumfang als Zeichen vermehrten
abdominalen Fettgewebes, sowie erhohte Triglyceride und ein erniedrigtes HDL-Cholesterin

sind in der KHK-Gruppe als ungiinstige Einflussfaktoren nachweisbar.

Dies kann einerseits auf eine starke Selektion der rekrutierten Patienten in der Kontrollgruppe
zuriickgefiihrt werden, die fast alle aufgrund subjektiver belastungsabhéngiger pectangindser
Beschwerden bzw. Dyspnoe oder aufgrund objektiver &rztlicher Befunde angiographiert
wurden. Daher konnen einige Patienten trotz Ausschluss einer makrovaskuliren KHK
symptomatische mikrovaskuldre Verdnderungen aufweisen, die durch eine Angiographie der
Koronararterien nicht ausgeschlossen werden (Phan et al, 2009). Die Gruppe mit
koronarangiographischem  Ausschluss einer relevanten Stenose der proximalen
Koronararterien kann demzufolge auch nicht vollkommen koronargesunde Patienten

umfassen. Dieser Umstand kann statistisch signifikante Unterschiede verschleiert haben.

Andererseits weisen Patienten mit manifester Koronarer Herzkrankheit eine breite Medikation
auf, so dass ehemalige Unterschiede in primédren Risikofaktoren, die iiber Jahrzehnte vor
Manifestation der Herzkrankheit auf die Patienten eingewirkt haben, durch pharmakologische

Sekundérpriavention nivelliert werden.

So kann etwa die nur marginale Differenz hinsichtlich des systolischen (3 mmHg) und
diastolischen (0,7 mmHg) Blutdrucks zwischen beiden Gruppen neben der Selektion durch
die konsequente medikamentdse Blutdruckeinstellung in der KHK-Gruppe erklirt werden, die
in der Regel bereits vor unserer Untersuchung begonnen wurde. Ein aktueller Nikotinkonsum
wurde in der KHK-Gruppe sogar tendenziell seltener angegeben, was darauf zuriickzufiihren

ist, dass einigen Patienten der KHK Gruppe bereits ein kardiovaskuldres Ereignis widerfahren
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ist, welches einen zusitzlichen Handlungsanreiz zur Beendigung des Nikotinabusus gegeben

haben konnte.

Neben der hochsignifikant unterschiedlichen Hip to Waist Ratio und dem Bauchumfang als
klinische Parameter einer Adipositas, unterscheiden sich auch die Laborparameter, die
hinweisend fiir eine Fettstoffwechselstorung sein konnen, zwischen der Kontroll- und KHK-
Gruppe. Das verhdltnismadBig niedrige HDL-Cholesterin in der KHK-Gruppe sowie das
erhohte Niveau der Triglyceride entsprechen dem typischen Risikoprofil dieser Patienten.
Allerdings erscheinen das in der KHK-Gruppe erniedrigte Gesamt- und LDL-Cholesterin
widerspriichlich im Kontext des allgemeinen Verstindnisses der Atheroskleroseentstehung. In
diesem Zusammenhang muss darauf verwiesen werden, dass 69,2 % der Patienten in der
KHK-Gruppe bereits zum Untersuchungszeitpunkt mit einem Statinpridparat behandelt
wurden (Kontrollgruppe: 26,0%). Statine greifen an verschiedenen Stellen in den
Lipidstoffwechsel ein und modulieren dementsprechend die messbaren Parameter im Serum
unterschiedlich stark. So senkte 40 mg Simvastatin in einer groBen randomisierten Studie mit
4444 Teilnehmern nach sechsmonatiger Therapie am stirksten das LDL-Cholesterin (-38%)
und das Gesamtcholesterin (-28%), wiahrend der Einfluss auf die Triglyceride (-15%) und das
HDL-Cholesterin (+8%) deutlich schwicher ausgepragt waren (Pedersen et al., 1994). Diese
Beobachtung kann den zunéchst iiberraschenden Unterschied in Gesamt- und LDL-
Cholesterin zwischen unserer KHK-Gruppe und der Kontrollgruppe erkldren, wéhrend
Triglyceride und das HDL-Cholesterin, welche nicht in diesem MaBe durch eine
Statintherapie beeinflusst werden, sich erwartungsgemidll zwischen den Gruppen
unterscheiden. Dariiber hinaus wurden nicht alle Patienten mit demselben Statinpréparat bzw.

mit einer einheitlichen Dosis therapiert.

Der hohe Anteil von Patienten mit einem Diabetes mellitus in unserer KHK-Gruppe (44,2%
vs 25,0 %) steht in Einklang mit der Rolle des Diabetes mellitus als unabhidngigem
kardiovaskuldren Risikofaktor (Grundy et al., 1999). Als ein weiterer Parameter, der
Storungen des Glukosestoffwechsels anzeigen kann, wurde der HbAlc-Wert in der KHK-

Gruppe hochsignifikant erhoht nachgewiesen.
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5.2 Monozyten und KHK

5.2.1 Monozytensubpopulationen im Kontext vorangegangener Untersuchungen

In unserer Untersuchung unterscheiden sich Patienten mit manifester KHK nicht in der
Anzahl der zirkulierenden CD16™ Monozyten von Patienten ohne KHK. Diese Ergebnisse
widersprechen der von Schlitt et al. (2004) beschriebenen Assoziation zwischen einer

erhdhten Anzahl an CD16" Monozyten und privalenter KHK.

Die Ergebnisse der aktuellen Untersuchung zeigen vielmehr eine tendenziell (p=0,060)
erhohte Anzahl an CD16" Monozyten bei privalenter KHK, was aber im Kontext der
tendenziell (p=0,061) erhohten Gesamtmonozyten in der KHK-Gruppe gewertet werden
muss. Weil ca. 80% aller Monozyten CD16™ Zellen sind, spiegeln sich erhohte Zahlen der
Gesamtmonozyten bei gleicher Verteilung der Monozytensubpopulationen direkt in einer

Zunahme der CD147"CD16 Zellen.

Allerdings unterscheiden sich beide Untersuchungen in wichtigen Details. Einerseits
rekrutierten Schlitt et al. eine Kontrollgruppe gesunder Probanden aus Hausarztpraxen,
wiahrend in der aktuellen Untersuchung die Kontrollgruppe aus Patienten mit

koronarangiographischem Ausschluss der Koronaren Herzkrankheit bestand.

Daneben unterschied sich die laboranalytische Bestimmung der Monozytensubpopulationen:
Schlitt et al. differenzierten Monozyten nur anhand ihrer morphologischen Eigenschaften im
FSC- und SSC-Scatter von anderen Leukozyten, wéihrend in der aktuellen Arbeit alle
Monozyten zuerst durch den panmonozytiren Marker CD86 selektiert und anschliefend im
FSC/SSC Plot identifiziert wurden. Hierdurch wurde eine préazisere Auswahl der Monozyten
erreicht, wihrend in der Arbeit von Schlitt et al. vermutlich CDI16" Monozyten
unterreprasentiert sind, da diese in unmittelbarer Nihe zu Lymphozyten im FSC-/SSC-Scatter
zu liegen kommen und somit bei Eingrenzen der prasumtiven Monozytenpopulation nicht
erfasst werden. Der zweite wichtige Unterschied betrifft die Differenzierung der
Gesamtmonozyten in Subpopulationen. Schlitt et al. differenzierten nur CD16 und CD16"
Monozyten (Schlitt et al.,, 2004), unsere Arbeitsgruppe bildete insgesamt drei
Subpopulationen (vgl. 3.2.2.2 und Abb.1-3). Diese Dreiteilung wird inzwischen allgemein
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angewendet und spiegelt sich auch in einer divergenten Expression von Zytokinrezeptoren

dieser drei Subpopulationen wider (Ancuta et al., 2003).

Um  Unterschiede in der Probandenrekrutierung von  Unterschieden  der
durchflusszytometrischen Diagnostik zu differenzieren, verglichen wir Teilnehmer der
aktuellen Untersuchung mit hinsichtlich Alter, Geschlecht und Diabetes mellitus gepaarten
Teilnehmern der I LIKE HOMe Studie, die ausschlieBlich unselektierte Probanden der
Allgemeinbevolkerung untersuchte. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe der aktuellen
Untersuchung, welche sich meist aufgrund einer praisumtiven Koronaren Herzkrankheit einer
invasiven Koronardiagnostik unterzogen, weisen die meisten Probanden der I LIKE HOMe
Studie keinerlei Hinweise auf kardiovaskuldre Erkrankungen auf. Auch im Vergleich mit den
Probanden der I LIKE HOMe Studie weisen die KHK-Patienten der aktuellen Studie,
allerdings anders als bei Schlitt et al., keine Zunahme der CD16" Monozyten auf. Vielmehr
zeigt sich bei der Analyse der relativen Zellzahlverteilung in der KHK-Gruppe ein

verminderter Anteil der CD14"CD16" Monozyten an den Gesamtmonozyten.

Somit ldsst sich die Diskrepanz zwischen unserer Studie und den Ergebnissen von Schlitt et
al. nicht allein auf eine andere Probandenrekrutierung zuriickfiihren, sondern vermutlich auch
auf die differenziertere durchflusszytometrische Erfassung der Monozyten, wie oben

dargestellt.

Die aktuelle Beobachtung steht aber auch in vermeintlichem Widerspruch zu den bisherigen
Erkenntnissen unserer Arbeitsgruppe. So berichtete Rogacev eine Korrelation zwischen
Zellzahlen der CD14'CD16" Monozyten und der IMT als Marker der subklinischen
Atherosklerose. Allerdings verschwand diese Assoziation nach Korrektur fiir traditionelle
kardiovaskuldre Risikofaktoren, wéahrend in unserer Subgruppenanalyse durch die
Paarbildung der Einfluss einzelner kardiovaskulérer Risikofaktoren eliminiert werden konnte.
AuBerdem besteht der Unterschied bei den CD14"CD16" Monozyten nicht fiir die absoluten
Zellzahlen, so dass der verminderte prozentuale Anteil der CD14'CD16" Monozyten in der
KHK-Gruppe groBtenteils aus einer absoluten Zunahme der CD14'CD16™ Monozytenzahl
resultieren diirfte. Innerhalb der CD16" Monozyten sind in dieser Subgruppenanalyse
allerdings die Zellzahlen der CD147CD16" Monozyten, anders als die Zellzahlen der
CD14'CD16" Monozyten, bei Patienten mit manifester KHK tendenziell erhéht, jedoch wird

das Signifikanzniveau erneut verfehlt.
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Insgesamt wirft diese Subgruppenanalyse eher neue Fragen auf, als dass sie die initialen
Fragen beantworten kann. Obwohl jeweils nur ein kleiner Ausschnitt aus beiden groBen
Kohorten verglichen wurde, gibt die Analyse zumindest Anlass, einen weiteren Fokus auch
auf die CD147'CD16™ Monozyten zu richten, die in den vorangegangenen Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe nicht mit subklinischen oder manifesten atherosklerotischen

Gefidlverdnderungen assoziiert waren.

Vielmehr gingen Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe bei nierenkranken Patienten von
einer zentralen Bedeutung der CD14CD16" und der CD14'CD16" Monozyten in der
Atherogenese aus: Bei  Dialysepatienten mit  manifesten  atherosklerotischen
GefiBerkrankungen konnten nicht nur insgesamt mehr CD16" Monozyten als bei
Dialysepatienten ohne GefiBerkrankungen nachgewiesen werden, sondern die CD14""CD16"
Monozyten auch als Priadiktoren kardiovaskulérer Ereignisse bei Dialysepatienten identifiziert
werden (Heine et al., 2008). Die CD14"CD16" Monozyten waren bei nierentransplantierten
Patienten mit subklinischer Atherosklerose (anhand IMT) assoziiert (Ulrich et al., 2008).
Natiirlich liegt der entscheidende Unterschied zu der aktuellen Arbeit vor allem in der
Auswahl schwer nierenkranker Patienten, die in der Arbeit von Heine et al. (2008) zudem

deutlich &lter (71,0 vs 65,3 Jahre) waren.

Zusammenfassend konnen diese vorbeschriebenen Assoziationen der CD16" Monozyten mit
priavalenten oder inzidenten kardiovaskuldren Erkrankungen bei nierenkranken Patienten
zundchst nicht auf nierengesunde Menschen iibertragen werden, weil in der aktuellen Arbeit
keine signifikante Assoziation von Zellzahlen einer einzelnen Monozytensubpopulation mit

dem Vorliegen einer KHK beobachtet werden konnte.

Ein verbessertes Verstindnis von der Rolle einzelner Monozytensubpopulationen in der
Atherosklerose erhoffen wir uns von der prospektiven Nachverfolgung der HOM sweet
HOMe Studienteilnehmer, die die Frage beantworten wird, ob einzelne
Monozytensubpopulationen bei nierengesunden Patienten Pradiktoren kardiovaskulérer
Ereignisse sind. Fiir den Schlaganfall, als eine weitere Komplikation fortgeschrittener
Atherosklerose, wurde kiirzlich eine Relevanz des Monitorings der
Monozytensubpopulationen postuliert. So berichteten Urra und Mitarbeiter, dass bei
Schlaganfallpatienten eine erhohte Anzahl von CDI14CDI16 Monozyten bei

Krankenhausaufnahme mit schlechtem neurologischen Outcome, erhohter Mortalitdt und
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einer frithzeitigen klinischen Verschlechterung assoziiert sei (Urra et al., 2009).
Demgegeniiber seien die CD147'CD16° Monozyten invers mit der Mortalitit und die
CD14°CD16" Monozyten invers mit der InfarktgroBe assoziiert (Urra et al., 2009). Allerdings
lieB sich diese Assoziation nicht reproduzieren, wenn zu anderen Zeitpunkten
Monozytensubpopulationen analysiert wurden. Zudem sind die Untersuchungen von Urra und
Mitarbeitern in ihrer Aussage limitiert, da aufgrund der mehrfachen Messzeitpunkte und

diversen Endpunkte das statistische Problem des multiplen Testens besteht.

5.2.2 Monozytensubpopulationen in der Atheroskleroseentstehung

Fiir den Einfluss der CD14"CD16 Monozyten auf die Atherogenese spricht die unter allen
Monozyten hdchste Expression an CCR2 (mehr als 90% aller CD14 'CD16~ Monozyten
exprimieren auf ihrer Oberfliche den CCR2; Ancuta et al., 2004), der als Rezeptor fiir das
monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1 / CCL2) fungiert und neben Monozyten noch
auf NK-, T-, dendritischen und basophilen Zellen exprimiert wird. MCP-1 wird als
wichtigstes Chemokin angesehen, das Monozyten aus dem Blut in frithe humane
atherosklerotische Lésionen hinein locken kann und Makrophagen-reiche Plaques entstehen
lasst (Charo / Taubmann, 2004). MCP-1 wird von humanen Endothelzellen und glatten
Muskelzellen der GefdBwand nach Kontakt mit oxidiertem LDL (ox-LDL) produziert
(Cushing et al., 1990). MCP-1 wird zudem als potentieller Link zwischen ox-LDL und der
Rekrutierung von Schaumzellen in die GefdBwand angesehen (Charo / Taubmann, 2004).
Auch in Mausmodellen konnte die wichtige Rolle von MCP-1 fiir die Rekrutierung von
Monozyten gezeigt werden, wobei sowohl die Rekrutierung von Monozyten und
Makrophagen, die Schaumzellformation und die Progression der Atherosklerose von der
MCP-1-Expression abhédngig ist (Grewal et al., 1997; Gu et al., 1998; Aiello et al., 1999).
MCP-1 oder CCR2 defiziente Méuse sind dariiber hinaus vor dem Einwandern von
Makrophagen in atherosklerotische Lédsionen und dem Wachsen atherosklerotischer Plaques
geschiitzt (Boring et al., 1998; Dawson et al., 1999). Interessanterweise zeigten sich
unterschiedliche Effekte zwischen dem Ausschalten von MCP-1 und CCR2, die Ausschaltung
des Rezeptors erwies sich als deutlich effektiver in der Prévention z.B. -einer
Intimahyperplasie bei Méusen (Charo / Taubmann, 2004). Monozyten sind also ein mogliches

Ziel in der Therapie, um direkt auf zelluldrer Ebene Rezeptoren zu beeinflussen. Allerdings
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sind ebenso CCR2-unabhingige Effekte von MCP-1 auf die Proliferation glatter Muskelzellen
beobachtet worden, so dass von einem direkten und indirekten, monozytenvermittelten

Einfluss auf die Plaqueentstehung ausgegangen werden kann (Watanabe et al., 2001; Viedt et
al., 2002; Schecter et al., 2004).

Neben den CD14""CD16™ Monozyten wird der CCR2 auch von iiber 70% der CD14"'CD16"
Monozyten (Ancuta et al., 2004) exprimiert, so dass auch diese Monozyten in der frithen
Phase an der Atherogenese beteiligt sein diirften. Dariiber hinaus ist ein Kennzeichen dieser
Zellen vor allem die im Vergleich zu CD147CD16™ und CD14°'CD16" Monozyten hohe
Expression des CCRS5 (Rezeptor von RANTES). Fiir eine zentrale Rolle von RANTES-CCRS
Interaktionen spricht, dass bei Antagonisierung des Chemokins RANTES (Regulated on
Activated Normal T-Cell Expressed and Secreted) eine signifikante Abnahme der
Plaqueprogression bei Miusen beobachtet wurde (Veillard et al., 2004). Dies ist in zweierlei
Hinsicht bemerkenswert, es legt einerseits eine Beteiligung des CCRS5 und CCR1 (hohe
Expression auf CD14'CD16 und CD14'CD16") in einer fortgeschrittenen Phase der
Plaquebildung nahe und war der erste Nachweis einer moglichen targetbasierten
Therapiestrategie in der Atheroskleroseentstehung. Beim Menschen ist ein genetischer
Polymorphismus des CCRS wiederum mit einem geringerem Risiko fiir einen frithen
Myokardinfarkt (Gonzales et al., 2001) bzw. der Entwicklung einer hochgradigen KHK
(Szalai et al., 2001) assoziiert. CD14"'CD16" Monozyten scheinen also aufgrund ihrer
phénotypischen Eigenschaften einerseits und ihrer Beteiligung an verschiedenen Phasen der
Bildung von atherosklerotischen Lasionen andererseits eine interessante Zwischenstellung

zwischen den CD14""CD16” Monozyten und den CD14 ' CD16" Monozyten einzunehmen.

CD14°CD16" Monozyten exprimieren die vorgenannten Chemokinrezeptoren nur rudimentir
und sind durch den einzig bekannten Vertreter der CX3C-Rezeptorklasse, den CX3CRI
charakterisiert. Er wird von CD14"CD16" Monozyten und T-Zellen exprimiert und bindet das
Chemokin Fraktalkin (FKN), das von Monozyten und Endothelzellen in gebundener und
16slicher Form produziert wird. In der gebundenen Form wirkt FKN als ein potentes
Adhidsionsmolekiil, das unter physiologischen Flussbedingungen die Zellbindung am
Endothel vermittelt. FKN wird unter normalen Bedingungen und vor allem unter
inflammatorischen Bedingungen durch TNF-o und IL-1 Einfluss von Endothelzellen
exprimiert (Umehara et al., 2001; Ancuta et al., 2003). Nach Abspaltung des 16slichen
Chemokinanteils, kann FKN CD14°'CD16" Monozyten, NK-Zellen und T-Zellen unter
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anderem in atherosklerotische Lasionen hinein locken (Charo / Taubmann, 2004). Fraktalkin
wurde in humanen atherosklerotischen Lésionen neben anderen Chemokinen nachgewiesen
(Greaves et al., 2001). AuBlerdem ist ein genetischer Polymorphismus, der eine verminderte
Expression von CX3CR1 bedingt, mit einem verminderten Risiko fiir kardiovaskuldre
Erkrankungen assoziiert (McDermott et al., 2001; Moatti et al., 2001). Die Autoren schlieBen
daraus auf eine Beteiligung des CX3CR1 in der Pathogenese der KHK. Unsere Ergebnisse
belegen in der Gesamtkohorte allerdings keine Assoziation mit der KHK; vielmehr zeigt der
Vergleich mit Probanden aus der I LIKE HOMe Studie einen grofleren relativen Anteil von
CD14'CD16" Monozyten in der gesunden Kontrollgruppe. Dies spriche eher gegen einen
kausalen Effekt in der Atherogenese trotz der diskutierten potentiell proatherosklerotischen
Wirkung von FKN / CX3CRI1. Diese Beobachtung widerspricht den Ergebnissen von
Rogacev (2008) und Ulrich et al (2008), die bei gesunden Probanden respektive bei
nierentransplantierten Patienten einen Zusammenhang der Zellzahl der CDI14'CDI16"
Monozyten und der IMT als Marker der subklinischen Atherosklerose fanden. Allerdings
wurden hierbei die absoluten Zellzahlen beriicksichtigt, wahrend in der aktuellen Studie
Unterschiede nur im relativen Anteil der CD14'CD16" Monozyten an allen Monozyten
auftraten. Dieses Phdanomen kann zum Teil wie oben bereits geschildert durch die absolute

Zunahme der Hauptpopulation erklirt werden

5.3 Monozyten und Adipositas

Ein zentrales Ergebnis dieser Arbeit stellt die positive Korrelation zwischen einer steigenden
Zahl zirkulierender CD14"CD16" Monozyten und pathologischen Verinderungen von BMI
und Bauchumfang dar. Nur die Anzahl der CD14'CD16" Monozyten korreliert dariiber
hinaus positiv mit einer Insulinresistenz, die iiber HOMA-Modelle (homeostasis model
assessment) berechnet wurde. Unsere Ergebnisse weisen auf eine potentielle Verbindung
zwischen erhohten Zellzahlen proinflammatorischer Monozyten und der Insulinresistenz hin,

welche ihrerseits aus dem proinflammatorischen Potential des Fettgewebes resultiert.

So konnte fiir das Fettgewebe von adipdsen Patienten gezeigt werden, dass es prinzipiell mehr
proinflammatorische Zytokine und Chemokine wie TNF-a, IL-6, TGF-f1, CRP und MCP-1
produziert als das Fettgewebe normalgewichtiger Patienten (Shoelson et al., 2006). Die
vermehrte Ausschiittung solcher Zytokine wird im Allgemeinen iiber eine Verstirkung
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proinflammatorischer Signale erkldrt, die von Adipozyten initiiert und von Makrophagen des
Fettgewebes verstirkt werden (Shoelson et al., 2006). Diese Fettgewebsmakrophagen (ATM /
adipose tissue macrophages) entwickeln sich aus Monozyten, die im peripheren Blutstrom am
Endothel entlang “rollen”, an aktivierte Endothelzellen adhirieren und durch Extravasation in
das Fettgewebe auswandern. Dort differenzieren sie zu Makrophagen, die unter bestimmten
Vorraussetzungen bis zu 40% der Zellen eines Fettgewebsdepots ausmachen konnen
(Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003) und als eine Hauptquelle proinflammatorischer
Zytokine angesehen werden (Neels / Olefsky, 2006).

Fiir die proinflammatorischen Zytokine TNF-o und IL-6 wurde wiederum gezeigt, dass sie die
Glukoseaufnahme von Adipozyten deutlich herabsetzen (Hotamisligil et al., 1993;
Hotamisligil et al., 1995), unter anderem durch eine Verminderung der Expression von
Insulinrezeptoren (Lumeng et al., 2006). ATM konnen somit durch TNF-a Produktion die
Entwicklung einer Insulinresistenz erheblich fordern (Shoelson et al., 2006). Eine

entscheidende Frage bleibt, aus welchen Vorlduferzellen sich diese ATM entwickeln.

Belge und Mitarbeiter konnten zudem fiir CD16~ Monozyten (als Summe aus CD14""'CD16"
und CD14°CD16" Monozyten) eine dreifach erhhte TNF-o Produktion im Vergleich zu den
CD14"'CD16 Monozyten nachweisen (Belge et al., 2002). Von uns wurde nun gezeigt, dass
nur eine Untergruppe der Monozyten — CD14'CD16" - sowohl mit Adipositas (Gewicht,

BMI, Bauchumfang) und der Insulinresistenz (IRIgoma und ISIgoma) positiv korreliert sind.

Im Prinzip sind zwei mogliche Zusammenhdnge zwischen Monozytenheterogenitit,
proinflammatorischen ATM und Adipositas denkbar: Entweder wandern innerhalb der
Gesamtmonozyten bevorzugt die CD14'CD16° Monozyten — etwa aufgrund ihrer distinkten
Ausstattung mit Chemokinrezeptoren (z. B. CX3CR1) in entsprechende Fettgewebsdepots
aus, um sich hier in proinflammatorische ATM zu entwickeln. Andererseits ist auch ein
phénotypischer Switch innerhalb der Monozyten oder der Makrophagen durch die Vielzahl
proinflammatorischer Signale des Fettgewebes denkbar. Demnach wiirden nicht spezifisch
aus einer Monozytensubpopulation Zellen in das Fettgewebe rekrutiert, sondern prinzipiell
Monozyten jeden Phénotyps. Erst innerhalb der Gewebe wiirde durch z.B. TNF-a ein
phénotypischer Switch erfolgen.

Eine entscheidende Frage muss also noch gestellt werden: Ist die selektive Auswanderung

proinflammatorischer Monozyten in das Fettgewebe dort fiir ein hohes Mal} an Inflammation
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verantwortlich, das sich in einer verstirkten Insulinresistenz adipdser Patienten duflert, oder
sorgt vielmehr das Fettgewebe mit entsprechenden Zytokinen fiir einen phanotypischen
Switch von Monozyten und Makrophagen und es lassen sich deswegen auch mehr dieser
Monozyten im Blut nachweisen. Im Mausmodell wurde die Moglichkeit des phénotypischen
Switch bei ATM bereits beschrieben (Lumeng et al., 2007). Einen weiteren Hinweis auf den
relevanten Einfluss einer Adipositas auf die einzelnen Monozytenpopulationen gibt eine
kleine Arbeit von Cottam und Mitarbeitern aus dem Jahr 2002. Bei 26 stark {ibergewichtigen
Patienten (BMI >40 kg/m?) wurde nicht nur ein stark erhohter Anteil CD16° Monozyten
(keine Differenzierung zwischen CD14CD16" und CD14'CD16") gegeniiber Kontrollen
(14,3 % vs 5,25 %) beobachtet, sondern auch nach chirurgischer Korrektur (,,gastric bypass
surgery®) innerhalb eines Jahres wiederum eine deutliche Abnahme (von 14,3 % auf 8,8 %)
des Anteils dieser Monozytensubpopulation (Cottam et al., 2002). Somit fiihrt ein relevanter
Gewichtsverlust adipdser Probanden nicht nur zu einer signifikanten Abnahme 16slicher
Zytokine wie CRP, TNF-oa, IL-6 oder Adhdsionsmolekiilen wie ICAM-1 und VCAM-1
(Nicoletti et al., 2001; Heilbronn et al., 2001), sondern auch zu einer deutlichen Abnahme
derjenigen Zellen, die in der Lage sind, proinflammatorische Zytokine zu produzieren. In
unserer Arbeit konnte nun ein weiterer Anhaltspunkt fiir die enge Verkniipfung zwischen
einer Monozytensubpopulation und Parametern der Adipositas, sowie der Insulinresistenz
dargelegt werden. Dariiber hinaus konnte von uns im Unterschied zu der Arbeit von Cottam
und Mitarbeitern innerhalb der heterogenen CD16° Monozyten, die CDI14'CDI16"

Subpopulation als besonders mit Markern der Adipositas assoziiert dargestellt werden.

Weiterfiihrende Experimente unserer Arbeitsgruppe erbrachten Hinweise auf eine mogliche
Verbindung  zwischen der Adipositas und der Zunahme der CDI14°CDI16"
Monozytenpopulationen. Das Adipozytokin Adiponectin (Dosis 1 pg) war in in-vitro
Untersuchungen in der Lage, den Anteil der CD14""CD16" und CD14'CD16" Monozyten
malgeblich zu reduzieren (von 4,2 % auf 0,4 % und 9,8 % auf 1,7 %; unverdffentlichte
Daten). Der Serumspiegel von Adiponectin wiederum ist bei Patienten mit Adipositas
deutlich reduziert und korreliert invers mit einer Insulinresistenz (Tilg / Moschen, 2006).
Dariiber hinaus induziert eine Gewichtsabnahme die Synthese von Adiponectin deutlich
(Bruun et al., 2003). Diese Mechanismen erkldren moglicherweise zum Teil die Ergebnisse
unserer Studie, wonach durch Adipositas ein niedriger Adiponectinspiegel bedingt wiirde, der

zu einer anteiligen Zunahme der CD14'CD16° Monozyten fiihrt. In zukiinftigen
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Untersuchungen sollte dementsprechend im Zusammenhang mit Monozytensubpopulationen
auch der Serumspiegel von Adipozytokinen wie Adiponectin bestimmt werden, um den

Einfluss dieses Zytokins auf die verschiedenen Monozytensubpopulationen zu quantifizieren.

5.4 Einschrinkungen

Die vorliegende Arbeit basiert auf einer Querschnittsanalyse der ersten 440 Probanden, die im
Rahmen der prospektiven HOM sweet HOMe Studie untersucht wurden. Somit kénnen, wie
in jeder epidemiologischen Querschnittsarbeit, zundchst nur Assoziationen zwischen

verschiedenen Parametern aufgezeigt werden, aber keine Kausalitéten.

Das Einschlusskriterium einer Indikation zur Koronarangiographie bot auf der einen Seite die
Moglichkeit, die KHK mit dem derzeitigen Goldstandard zu klassifizieren, andererseits wurde
aufgrund dessen das zu untersuchende Patientenkollektiv stark selektiert. Daher divergieren
Patienten mit KHK weniger von den untersuchten vermeintlichen Kontrollprobanden als in
Studien, in denen die Kontrollpersonen aus der gesunden Allgemeinbevolkerung rekrutiert
wurden. AuBlerdem wurde ein Teil der rekrutierten Patienten bereits zum wiederholten Male
koronarangiographiert, so dass ein FEinfluss vorangegangener Therapiekonzepte auf die

Monozytensubpopulationen nicht ausgeschlossen werden kann.

Insbesondere der Einfluss einer medikamentosen Therapie mit Statinen, die bei 69,2 % der
KHK-Patienten zum Untersuchungszeitpunkt bestand, kann nur schwer abgeschitzt werden.
Eine signifikante Abnahme der Monozytenzahl innerhalb der Gesamt- oder Subpopulationen
unter Statintherapie konnte in unserer Kohorte zwar nicht nachgewiesen werden, allerdings ist
eine immunmodulatorische Komponente als sehr wahrscheinlich anzusehen (Shimada et al.,
2006). Hervorzuheben ist die JUPITER-Studie, die Uberlebensvorteile unter
Rosuvastatintherapie bei Patienten mit erhéhtem CRP, aber normalen Cholesterinwerten einer

verminderten Inflammation zuschreibt (Ridker et al., 2008).

Einen Effekt der Statinmedikation auf die Verteilung der Monozytensubpopulationen kann in
unserer verhdltnismaBig kleinen Kohorte naturgemid so nicht gezeigt werden, weil
verschiedene Statinprdparate in unterschiedlicher Dosierung bei unseren Patienten zur
Anwendung kamen und eine Stratifikation nach Wirkstoffen und Dosierung wegen zu

geringer Anzahl nicht sinnvoll erschien. Es wurde aber bereits der unterschiedliche Einfluss
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einer Therapie mit Statinen auf die divergenten Monozytensubpopulationen berichtet. So
resultierte aus einer Therapie mit Fluvastatin nach Randomisierung von 76 Patienten mit
Koronarer Herzerkrankung und Hypercholesterindmie in eine Interventions- und eine
Kontrollgruppe neben einer erwartungsgemifBlen Senkung des LDL-Cholesterins und einer
deutlichen Abnahme der CD14'CD16 Monozyten, auch eine Zunahme der CD14°CD16"
Monozytensubpopulation (Rothe et al., 1996; Rothe et al., 1999). Allerdings wurden nur
relative Zellzahlverdnderungen berichtet, so dass nicht auszuschlieBen ist, dass die relative
Zunahme der CDI4'CD16" Monozytensubpopulation allein aus einer absoluten
Verminderung der CD147'CD16™ Monozyten resultiert. In einer anderen Arbeit bei einer
hochselektierten Gruppe von herztransplantierten Patienten wurde zudem der unterschiedlich
starke Einfluss verschiedener Statinpriparate auf die einzelnen Monozytensubpopulationen
untersucht. Atorvastatin fiihrte demnach zu einer stirkeren Abnahme der Zellzahlen der
CD147CD16 Monozyten als Pravastatin, wiihrend Pravastatin zu einer deutlicheren Senkung
der CD14'CD16" Monozytenzahlen fiihrte (Fildes et al., 2008). Insgesamt kann aber von
einer Senkung der Monozytenzahl durch eine Statintherapie ausgegangen werden, so dass die
dargestellten Assoziationen in der vorliegenden Arbeit eher als unter- denn als iiberschétzt

angesehen werden sollten.

5.5 Schlussfolgerungen

5.5.1 Beantwortung der Hypothesen

e Hypothese 1: CD16" Monozyten sind in der nierengesunden Allgemeinbevélkerung

mit dem Vorliegen der Koronaren Herzkrankheit assoziiert.

Die Hypothese muss verworfen werden, da in unserem Patientenkollektiv CD16"

Monozyten nicht mit dem Vorliegen der Koronaren Herzkrankheit assoziiert sind.

e Hypothese 2: CD16" Monozyten sind in der nierengesunden Allgemeinbevolkerung

Pradiktoren zukiinftiger kardiovaskulérer Ereignisse.

Die Beantwortung dieser Hypothese erfolgt nach Abschluss der Nachbeobachtung

unseres Studienkollektivs, welche nicht Inhalt der vorliegenden Dissertationsarbeit ist.
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5.5.2 Ausblick

Die vorliegende Arbeit steht im Widerspruch zu einer frilheren Arbeit, die eine Zunahme
prisumtiv  proinflammatorischer CDI16° Monozyten bei Patienten mit Koronarer
Herzkrankheit postuliert. Diese Diskrepanz fiihren wir auf die Weiterentwicklung der
verwendeten durchflusszytometrischen Messmethodik zuriick. Allerdings stehen die
Ergebnisse der longitudinalen Nachbeobachtung unserer Patienten zum jetzigen Zeitpunkt
noch aus, so dass iiber Monozyten als Prognosemarker zukiinftiger kardiovaskulérer
Ereignisse bei nierengesunden Menschen noch keine Aussage gemacht werden kann. In
jedem Falle weist die fehlende Assoziation zwischen Zellzahlen einzelner
Monozytensubpopulationen und pridvalenter Koronarer Herzkrankheit in unserem
Patientenkollektiv darauf hin, dass Erkenntnisse, die bei chronisch nierenkranken Patienten
iiber die Bedeutung der Monozytenheterogenitit getroffen werden, nicht unkritisch auf

nierengesunde Patienten iibertragen werden diirfen.

Auf der anderen Seite belegen unsere Ergebnisse, dass zukiinftige Untersuchungen ein
besonderes Augenmerk auf die Bedeutung der Heterogenitit der Monozyten in der Adipositas
legen sollten. Weiterfiilhrende Untersuchungen sollten insbesondere den Einfluss
verschiedener Adipozytokine wie Adiponectin, Leptin, Resistin und Visfatin auf die
Monozytenfunktion untersuchen und in Betracht ziehen, dass durch Zytokine des Fettgewebes

die Differenzierung der Monozyten beeinflusst wird.
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9 Anhang

9.1 Material

9.1.1 Verbrauchsmaterialien

0,5 ml Reaktionsgefa3e
1,5 ml Reaktionsgetille
15 ml Rohrchen
50 ml Réhrchen

Einmalplastikpipetten (I ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25
ml)

FACS Rohrchen

Filterpipettenspitzen (10ul, 20ul, 100ul, 1000pul)
4,7 ml Lithium-Heparin Gel-, 4,7 ml Serum-Gel-,
5 ml Citrat-, 2,7 ml Kalium-EDTA-Monovetten
Multi-Adapter

Sheath Fluid

Parafilm ""M™

Pipettenspitzen fiir Kolbenhubpipetten

NeoLab, Heidelberg, D
Brand, Wertheim, D
Greiner, Frickenhausen, D
Greiner, Frickenhausen, D

Cornig Costar, Wiesbaden

Becton Dickinson, Heidelberg, D
Greiner, Frickenhausen, D

Sarstedt, Niimbrecht, D

Sarstedt, Niimbrecht, D
Dako, Cytomation, Hamburg, D
Roth, Karlsruhe, D

Greiner, Frickenhausen, D

Tabellel1: Verbrauchsmaterialien, die im Rahmen der Studien zum Einsatz kamen.
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9.1.2 Geriite
Autoklav Systec 2540 EL Systec GmbH, Wettenberg, D
Brutschrank Heraeus Instruments, Hanau, D

Durchflusszytometer (FACS Calibur)
Eppendorfzentrifuge Minifuge
Feinwaage Ohaus

Gefrierschrank -20°C

Gilson Kolbenhubpipetten
Kiihlschrank +4C°

Laborwaage Sartorius

pH —Meter CG 825

Pipetboy plus

Minishaker IKA

Spannungsquelle Consort E425
Sterile Werkbank Laminair HB2472
Vortex Mixer K

Wasseraufbereiter MilliQ UF plus
Zentrifuge (Megafuge 1.0R)

Zentrifuge 5415C

Becton Dickinson, Heidelberg, D
Eppendorf, Hamburg, D

Ohaus Corporation, Florham Park, USA
Bosch, Homburg, D

Abimed, Langenfeld, D

Liebherr, Biberach an der Riss, D
Sartorius, Gottingen, D

Schott, Mainz, D

Integra Biosciences, Fernwald, D
IKA-Works, Wilmington, USA
UniEquip, Martinsried, D
Heraeus Instruments, Hanau, D
NeoLab, Heidelberg, D
Millipore, Eschborn, D

Heracus Instruments, Hanau, D

Eppendorf, Hamburg, D

Tabelle 12: Gerite, die im Rahmen der Studien zum Einsatz kamen.
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9.1.3 Monoklonale Antikorper

Monoklonale Anregungs- Emissions-
Klon Hersteller
Antikorper wellenlinge (nm) wellenlinge (nm)
M-Phi- Becton Dickinson,
Anti-CD14 PerCP _ 490 675
P9 Heidelberg, D
Invitrogen ,
Anti-CD16 APC 3G8 650 660
Karlsruhe, D
Beckman Coulter,
Anti-CD86 PE  HAS5.2B7 480 578
Krefeld, D
Biozol, Krefeld oder
Anti-CD143
9B9 Serotec, Diisseldorf, 495 520
FITC D

Tabelle 13: Monoklonale Antikérper zur Charakterisierung der Monozytenheterogenitét.

Es handelt sich um murine anti-humane Antikorper.

9.1.4 Substanzen

Aqua injectabile Braun, Melsungen, D

BD FACS Lysing Solution Becton Dickinson, Heidelberg, D
BSA Serva Heidelberg, D

FACS Flow Becton Dickinson, Heidelberg, D
FACS Rinse Becton Dickinson, Heidelberg, D
FACS Clean Becton Dickinson, Heidelberg, D
FCS Seromed, Berlin, D

NaN; Serva, Heidelberg

PBS Biochrom, Berlin, D

PFA Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
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Tabelle 14: Substanzen, die im Rahmen der Studien verwendet wurden.

BSA = Albumin Bovine Fraction IV; FCS = Fotales Kélberserum; PBS = Phosphate Buffered Saline; PFA =
Paraformaldehyd

9.1.5 Puffer und Medien

Name Ingredienz Menge
FACS-Puffer (filtriert) BSA 2,5 mg
NaN3 10% 3,5ml
PBS 500 ml
FCS 25 ml
Lysing Solution BD-Lysing Solution 10-fach 50 ml
Aqua dest. 450 ml
NaN3;10% NaNj3; 10g
PBS 100 ml
PFA 1% PFA 4% 25 ml
PBS 75 ml

Tabelle 15: Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Medien.

BSA = Albumin Bovine Fraction IV; FCS = Fotales Kélberserum; PBS = Phosphate Buffered Saline; PFA =
Paraformaldehyd
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9.2 Fragebogen zur Erhebung pectanginéser Beschwerden und pAVK

Proband Geburtsdatum Geschlecht
Untersuchungsdatum . .200
Ethnizitat O Kaukasier O Asiat

O Afroamerikaner O
Korpergrofle ohne Schuhe

Korpergewicht leicht bekleidet O gemessen O gefragt

1. Hatten Sie jemals Schmerzen oder Beschwerden in Threm Brustkorb?
OlJa
O Nein (falls Nein, bitte Fragen 2-9 tiberspringen, weiter mit 10)

2. Bekommen Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Bergangehen oder raschen

Gehen?

OJa

O Nein (falls Nein, weiter mit Frage 9)

O Ich gehe nicht bergan und gehe nicht rasch.

3. Bekommen Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen in normalem Tempo

in der Ebene?
O Ja
O Nein

4. Was machen Sie, wenn Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen

bekommen?
O Ich halte an oder laufe langsamer

O Ich laufe weiter (weiter mit Frage 9)
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10.

11.

Bei Benutzung von Nitrospray: ,,Ich halte an oder laufe langsamer** ankreuzen.
Wenn Sie anhalten, was passiert mit diesem Schmerzen oder diesen Beschwerden?
O Es kommt zu einer Erleichterung

O Es kommt zu keiner Erleichterung (weiter mit Frage 9)

Wie rasch?

O Innerhalb von 10 Minuten.

O Nicht innerhalb von 10 Minuten (weiter mit Frage 9).

Zeigen Sie mir bitte, wo die Schmerzen oder die Beschwerden lokalisiert sind.
O Sternum (oberes oder mittleres Drittel)

O Sternum (unteres Drittel)

O Linksseitige vordere Brustwand

O Linker Arm

(alle Angaben notieren)

Haben Sie diese Schmerzen oder Beschwerden sonst wo?

O Ja (Notieren wo )

O Nein

Hatten Sie jemals einen schweren Schmerz {iber die Vorderseite Ihres Brustkorbes, der

iiber dreiflig Minuten oder ldnger anhielt?

OJa

O Nein

Bekommen Sie Schmerzen beim Gehen in einem oder beiden Bein?
OlJa

O Nein (falls nein, weiter mit Frage 19)

Begann dieser Schmerz jemals beim Stehen in Ruhe oder beim Sitzen?

O Ja (falls ja, weiter mit Frage 19)
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

O Nein

Wo im Bein empfinden Sie diesen Schmerz?

O Der Schmerz bezieht den oder die Unterschenkel ein.

O Der Schmerz bezieht den oder die Unterschenkel nicht ein (weiter Frage 19)
Bekommen Sie diesen Schmerz beim Bergangehen oder raschen Gehen?

OJa

O Nein (falls nein, weiter mit Frage 19)

O Ich gehe nicht bergan und gehe nicht rasch.

Bekommen Sie diesen Schmerz beim Gehen in normalem Tempo in der Ebene?
OJa

O Nein

Ist der Schmerz jemals wéhrend des Gehens verschwunden?

O Ja (falls ja, weiter mit Frage 19)

O Nein

Was machen Sie, wenn Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen

bekommen?

O Ich halte an oder laufe langsamer

O Ich laufe weiter (weiter mit Frage 19)

Wenn Sie anhalten, was passiert mit diesem Schmerzen oder diesen Beschwerden?
O Es kommt zu einer Erleichterung

O Es kommt zu keiner Erleichterung (weiter mit Frage 19)

Wie rasch?

O Innerhalb von 10 Minuten.

O Nicht innerhalb von 10 Minuten
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Hatten Sie jemals einen Herzinfarkt, eine Bypass-Operation oder eine Aufdehnung

von Herzkranzgefdl3en mittels Herzkatheter?
O Ja (Details notieren)
O Nein

Hatten Sie jemals einen Schlaganfall mit Beschwerden, die ldnger als 24 Stunden

angehalten haben?
O Ja (Details notieren)
O Nein

Hatten Sie jemals einen Schlaganfall mit Beschwerden, die kiirzer als 24 Stunden

angehalten haben, oder plotzlichen Sehverlust tiber weniger als 24 Stunden?

O Ja (Details notieren)

O Nein

Sind Thre Halsschlagadern operiert oder mittels Katheter aufgedehnt?

O Ja (Details notieren)

O Nein

Sind Thre Becken- oder Beinschlagadern mittels Bypass operiert oder aufgedehnt?
O Ja (Details notieren)

O Nein

Ist bei Ihnen eine bosartige Tumorerkrankung oder eine chronische
Entziindungserkrankung, etwa eine chronische Darmentziindung oder eine chronische

Leberentziindung bekannt?

O Ja (Details notieren)

O Nein

a Hatten Sie in den letzten fiinf Tagen einen akuten Infekt?
O Ja (Details notieren)

O Nein
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

b Hatten Sie in diesem Rahmen Fieber >38,0°C?
OJa

O Nein

Haben Sie jemals geraucht?

OlJa

O Nein (weiter mit Frage 31)

Rauchen Sie aktuell?

O Ja (weiter mit Frage 29)

O Nein

Wann haben Sie die letzte Zigarette geraucht?

Wie viele Jahre haben Sie insgesamt geraucht?

Wie viele Packchen haben Sie durchschnittlich in diesen Jahren am Tag geraucht?

Hat Thr Vater oder Thre Mutter einen Herzinfarkt oder einen Schlaganfall vor dem 60.

Lebensjahr erlitten?
OlJa

O Nein

Hat eines oder mehrere Threr Geschwister einen Herzinfarkt oder einen Schlaganfall

vor dem 60. Lebensjahr erlitten?

OlJa

O Nein

Ist bei Ihnen ein Diabetes mellitus bekannt?

O Ja
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34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

O Nein (weiter mit Frage 35)

Wie ist der Diabetes mellitus behandelt?

O Insulin

O blutzuckersenkende Tabletten

O Diit

An wie vielen Tagen der Woche betitigen Sie sich mind. 30 min sportlich in einer
Intensitét, die Sie zum Schwitzen bringt?

(falls ,,0%, weiter Frage 37)

Welche Sportarten betrieben Sie hierbei mindestens einmal die Woche?

Waren Sie zum Zeitpunkt der Blutentnahme niichtern?
OJa

O Nein

Ist bei Thnen eine Nierenerkrankung bekannt?

OJa

O Nein (Weiter mit Frage 40).

Welche Nierenerkrankung ist bei [hnen bekannt?

Wie viele Gldser Alkohol trinken Sie durchschnittlich pro Woche, also von Montag

bis Sonntag?

davon Gléaser Bier (350 ml)
Glaser Weilwein (150 ml)
Gléaser Rotwein (150 ml)

Gléser Spirituosen (40 ml)
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41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Nehmen Sie regelméBig (seit mindestens 14 Tagen tiglich) oder gelegentlich
(mindestens einmal in den letzten 14 Tagen) Medikamente oder Hormonpréparate wie

die Pille ein?
O lJa
O Nein

Wie heiflen diese Medikamente oder Hormonpréparate?

Ist bei Thnen ein Bluthochdruck, also ein Blutdruck von mehr als 140 mmHg
systolisch oder 90 mmHg diastolisch, wenn keine blutdrucksenkenden Medikamente

eingenommen werden, bekannt?

OJa

O Nein (weiter mit Frage 45)

Seit wann ist dieser Bluthochdruck bekannt?

O Lénger als ein Jahr

O Kiirzer als ein Jahr

Leiden Sie unter Luftnot bei korperlicher Anstrengung?
O Ja (weiter mit Frage 47)

O Nein (weiter mit Frage 49)

Tritt diese Luftnot bei durchschnittlichem Gehtempo auf?
O Ja, innerhalb der ersten 200 m

O Ja, aber erst nach den ersten 200m

O Nein, nicht bei durchschnittlichem Gehtempo

Tritt diese Luftnot bereits in Ruhe auf?

OlJa

O Nein
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48. Diirfen wir in einem, drei und fiinf Jahren mit Thnen, Thren Angehdrigen und / oder
Ihrem Hausarzt telefonisch Kontakt aufnehmen, um uns nach Threm

Gesundheitszustand zu erkundigen?

Mit Patient OlJa Telefonnummer
O Nein
Mit Angehdrigen OlJa Name
O Nein Telefonnummer
Mit Hausarzt O Ja Name
O Nein Telefonnummer

Nach 5 Minuten Ruhe

RR /  re /1

HF

Hiiftumfang (im Stehen, Hohe Trochanter major) cm

Bauchumfang (im Stehen, Inspiration; Mitte zwischen unterster Rippe und Crista

iliaca) cm

Bauchumfang (im Stehen, Exspiration; Mitte zwischen unterster Rippe und Crista

iliaca) cm
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10 Lebenslauf

Personliche Daten

Name
Vorname
Geburtsdatum, -ort

Eltern

Schulbildung

Hornof

Florian

08.02.1981 in Hildesheim

Maria Hornof, Krankenschwester

Dr. med. Jiirgen Hornof, Arzt

August 1987 — Juni 1991

August 1991 — Juni 2000
30.06.2000

Berufliche Tétigkeiten

Grundschule Greifswalderstral3e, Hildesheim

Gymnasium Andreanum, Hildesheim

Abitur

30.09.2000 - 31.07.2001

01.08.2001 —30.09.2001

01.10.2001 —31.12.2001

01.01.2002 — 30.06.2003

Zivildienst

DRK-Blutspendedienst NSTOB in Springe
Krankenpflegepraktikum

Stadtisches Krankenhaus, Hildesheim
Montagehelfer

WABCO Fahrzeugtechnik, Gronau
Krankenpflegehelfer

St. Bernward Krankenhaus, Hildesheim
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01.11.2003 —31.08.2004

Juli 2007 — Juni 2009

Universitire Ausbildung

Barkeeper
DAX Bierborse Betriebsgesellschaft mbH, Hildesheim
Dozent fiir Anatomie

Nanz Medico Akademie am St. Johannis Krankenhaus in
Landstuhl, Staatlich anerkannte Schule fir

Physiotherapie und Massage

Oktober 2004

September 2006

Ab August 2009

Aufnahme des Studiums der Humanmedizin
Universitdt des Saarlandes, Homburg
1. Abschnitt der Arztlichen Priifung

Praktisches Jahr, Klinikum Merzig
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