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1 Zusammenfassung/Summary

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Hintergrund

Kardiovaskulare Erkrankungen fiihren in den Industrienationen die Todesursachenstatis-
tiken an und haben aufgrund ihrer hohen Morbiditit enorme sozio6konomische Auswir-
kungen. Bekannt ist, dass ein inflammatorischer Prozess in der Entstehung der Athero-
sklerose entscheidend ist. Hierbei sind Monozyten von grofler Wichtigkeit. Insbesondere
die Entdeckung der verschiedenen Monozytensubpopulationen und deren Rolle in der
Pathogenese der Atherosklerose fiihrten zu groflem wissenschaftlichem Fortschritt. Al-
lerdings liegen nur wenige Untersuchungen zur Bedeutung der Monozytenheterogenitat
bei gesunden Menschen vor.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine Wiedereinbestellung der Probanden der I-LIKE-
HOMe-Studie (Inflammation, Lipoprotein Metabolism and Kidney Damage in early
atherogenesis - The Homburg Evaluation) ®!. Untersucht wurde bei Gesunden ohne ma-
nifeste koronare Herzkrankheit der Zusammenhang zwischen CD14TCD16™*-Monozyten
und dem Body Mass Index, dem Taille-Hiift-Verhéltnis, dem Ausmafl korperlicher Ak-

tivitdt und Cholesterin beziehungsweise Triglyceriden.

Methodik

In einer Querschnittsuntersuchung wurden insgesamt 420 Probanden rekrutiert. Die-
se wurden labormedizinisch und sonographisch durch Messung der Intima-Media-Dicke
untersucht. Mittels standardisiertem Fragebogen wurde das kardiovaskulare Risikoprofil
ermittelt. Durch Erhebung von Korpergrofie, Korpergewicht, Hiift- und Bauchumfang
wurden Body Mass Index und Taille-Hiift-Verhéltnis als Parameter der Adipositas be-
rechnet. Per Durchflusszytometrie wurde die immunphénotypische Aufteilung der Mono-
zyten in die drei Subpopulationen klassische CD14+CD16~-Monozyten, intermediare
CD14"*CD16"- und nicht-klassische CD14"CD16" "-Monozyten erreicht.
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1 Zusammenfassung/Summary

Ergebnisse

Bei Gesunden ohne Vorliegen einer koronarer Herzkrankheit korrelieren CD14TCD16" -
Monozyten mit dem Taille-Huft-Verhéltnis (r = 0,284; p < 0,001) als Parameter der Fett-
verteilung. Eine Assoziation zeigte sich auch zwischen den Zahlen dieser nicht-klassischen
Monozyten und BMI-Kategorien als Parameter der Fettmasse (r = 0,315; p < 0,001).
Mit zunehmendem Ausmaf} korperlicher Aktivitat der Studienteilnehmer fielen die Zah-
len der CD14+tCD16"*-Monozyten ab; dies sowohl unter Einbeziehung aller Studienteil-
nehmer (p = 0,017), als auch unter selektiver Betrachtung der Studienteilnehmer mit
BMI > 25 kg/m? (p = 0,007).

Festgestellt wurde ferner eine Korrelation der CD14TCD16"t-Monozyten mit den Tri-
glyceriden (r = 0,128; p = 0,009).

Dagegen korrelierte HDL negativ mit den Gesamtmonozyten (r = -0,108; p = 0,026)
und CD147*CD16~-Monozyten (r = -0,099; p = 0,043).

Schlussfolgerungen

Der Body Mass Index als Parameter der reinen Korperfettmasse scheint gegeniiber der
Messung des Taille-Hiift-Verhéaltnisses, welches eine Abschatzung der Fettverteilung und
damit des viszeralen Fettanteils erlaubt, leicht tiberlegen zu sein. Zur Abschéitzung der
systemischen Inflammation sollten beide Parameter bestimmt werden.

Es ergaben sich weiterhin Hinweise auf einen antiinflammatorischen Effekt regelméafliger
sportlicher Aktivitat, auch bei iibergewichtigen Individuen.

Uberdies finden sich Zeichen einer Assoziation zwischen Monozyten und Cholesterin be-
ziehungsweise Triglyceriden, was eine Basis fiir zukiinftige Therapiestrategien zur Pro-

phylaxe atherosklerotischer Erkrankung darstellen konnte.
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1 Zusammenfassung/Summary

1.2 Summary

Background

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in industrial nations and have
enormous socioeconomic effects due to their high morbidity. It is known that atheroscle-
rosis is an inflammatory disease. In the pathogenesis of atherosclerosis monocytes are of
particular importance. Especially the identification of the different monocyte subpopula-
tions and their role in the pathogenesis of atherosclerosis led to large scientific progress.
There are, however, only a few studies on the importance of the monocyte heterogeneity
among healthy people.

In the present study we reinvited the participants of the [-LIKE-HOMe-Study (Inflam-
mation, Lipoprotein Metabolism and Kidney Damage in early atherogenesis - The Hom-
burg Evaluation)!®). Among healthy subjects without manifest coronary heart disease
we investigated the relationship between CD14tCD16%* monocytes and the body mass
index, the waist-hip ratio, the level of physical activity and cholesterol subfractions and

triglycerides.

Methods

In a cross-sectional study a total of 420 subjects was recruited. They were examined
by standard laboratory methods and ultrasonic measurement of the intima-media thick-
ness. Furthermore, the cardiovascular risk profile was identified using a standardized
questionnaire. Via measurement of body height, body weight, hip and waist circumfe-
rence, the body mass index and the waist-hip ratio as parameters of obesity were cal-
culated. By flow cytometry the immunophenotypic characterization of monocytes in the
three subpopulations classical CD14T*CD16~ monocytes, intermediate CD14+t+CD16%

monocytes and non-classical CD14TCD16™" monocytes was performed.

Results

Among healthy individuals without coronary heart disease CD14TCD16"" monocytes
correlated with the waist-hip ratio (r = 0.284, p < 0.001) as an estimator of fat dis-
tribution. Furthermore, we found an association between these non-classical monocytes
and categories of body mass index as an estimator of general fat mass (r = 0.315, p <
0.001).

12



1 Zusammenfassung/Summary

There was a decrease of numbers of CD14TCD16%" monocytes with increasing level
of physical activity; both involving all study participants (p = 0.017) and taking into
account only study participants with a BMI > 25 kg/m? (p = 0.007).

In addition, a correlation of CD14TCD16™ " monocytes with the triglycerides (r = 0.128,
p = 0.009) was found.

In contrast, HDL correlated negatively with total monocytes (r = -0.108, p = 0.026) and
CD147*CD16~ monocytes (r = -0.099, p = 0.043).

Conclusion

In the differentiated consideration and evaluation of obesity, the assessment of body fat
mass via calculation of body mass index appears to be slightly superior to the estimati-
on of body fat localization and thus of visceral fat mass via the waist-hip ratio. For an
accurate estimation of systemic inflammation both parameters should be determined.
Furthermore, there is evidence of an anti-inflammatory effect of regular physical activity,
even among obese individuals.

Moreover, in line with other studies, our data suggest a connection between monocy-
tes, cholesterol subfractions and triglycerides, which may constitute a basis for future

therapeutic strategies to prevent atherosclerotic disease.
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2 Einleitung

2.1 Bedeutung der Atherosklerose

Kardiovaskulare Erkrankungen fithren in den Industrienationen die Todesursachensta-
tistiken an und haben aufgrund ihrer hohen Morbiditdt enorme soziotkonomische Aus-
wirkungen 4. Weltweit wird die Bedeutung kardiovaskuldrer Erkrankung wegen der
zunehmenden Prévalenz kardiovaskularer Risikofaktoren auch in den sich entwickelnden
Landern zunehmen [7%121],

Die Atherosklerose stellt den grundlegenden pathophysiologischen Prozess fiir die Entste-
hung kardiovaskuldrer Erkrankungen dar. Der Begriff Arteriosklerose wurde von Johann
Friedrich Lobstein 1833 in seinem ,,Lehrbuch der pathologischen Anatomie“ geprégt und
charakterisierte hauptséachlich die Kalzifizierung der Arterien als altersbedingte physiolo-
gische Veranderung der Arterienwand. Rudolf Virchow postulierte bereits 1856, dass hier-
fiir erhohte Lipidwerte verantwortlich seien®?. Die Bezeichnung Atherosklerose als eine
die Arteriosklerose begleitende Intimaverfettung formulierte 1904 Felix Marchand 02,
In den folgenden 110 Jahren wandelte sich das Verstiandnis der Atherosklerose grundle-
gend.

So beschrieb Anitschkow 1914 als Erster die Rolle der Cholesterinansammlung in der
arteriellen Wand[>*!, Gemeinsam mit Chalatow benannte er auBerdem die von den Ma-
krophagen abstammenden Schaumzellen 41,

Auf Basis dieser Vorarbeiten postulierten Duff und McMillan 1951 die sogenannte Lipid-
hypothese, nach der der wichtigste Faktor in der Entwicklung der Atherosklerose eine
passive Lipidansammlung in der Intima?”, der mit Endothelzellen ausgekleideten in-
nersten Gefaflwandschicht, ist.

Einen nichsten bedeutsamen Beitrag zum Verstindnis der Atiologie der Atherosklerose
lieferten 1979 Brown und Goldstein durch ihre Entdeckung des LDL-Rezeptors!™ und
der durch ihn gesteuerten Aufnahme von LDL in Makrophagen als Voraussetzung fiir

deren Umwandlung in Schaumzellen.

14



2 FEinleitung

Ross und Glomset stellten 1976 parallel die ,,Response-to-injury-Hypothese® auf. Geméaf3
dieser fithrt eine Verletzung der Endothelzellschicht der Intima wie z. B. durch Hyper-
tension zur Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen aus der Media in die
Intima, und zur Bildung von Schaumzellen in Intima und Media mit der langfristigen
Folge der Plaquebildung @

Zum zentralen Paradigmenwechsel kam es, als Ross im Jahre 1999 die Inflammations-
theorie formulierte und somit die beiden bisherigen Hypothesen zusammenfiihrte 8.
Er postulierte, dass es durch den endothelialen Schaden und somit der Entstehung ei-
ner endothelialen Dysfunktion zur Lipoproteinkumulation in der Intima mit nachfol-
gendem entziindlichen Prozess und der Adhésion von Leukozyten, Monozyten und T-

Lymphozyten auf der endothelialen Oberfliche kommt (*

I. Dabei betonte Ross die zen-
trale Rolle der Monozyten als Vorlaufer der Makrophagen und Schaumzellen als in jeder
Phase der Atherogenese allgegenwirtig[®9.

Seitdem erkannt wurde, dass die Aktivierung von Monozyten einer der grundlegenden
Prozesse der Atherosklerose ist, wurden viele Anstrengungen unternommen, um die Aus-
wirkungen der monozytéiren Rekrutierung auf die Pathogenese kardiovaskuldrer Erkran-

kungen zu verstehen.

15



2 FEinleitung

2.2 Monozyten und Atherosklerose

Die etablierten konventionellen Risikofaktoren wie Rauchen, arterielle Hypertonie, Hy-
percholesterindmie, Diabetes mellitus, mangelnde kérperliche Aktivitdt und Uberge-
wicht verursachen, vermittelt durch proinflammatorische Stimuli wie etwa Interleukin-1-
Beta (IL13)1%, Tumornekrosefaktor-Alpha (TNF-a)?2, Angiotensin II% und oxidier-
tes Low Density Lipoprotein (oxLDL) Cholesterin!'9?, eine Schadigung und Aktivierung

4281] welche als endotheliale Dysfunktion beschrieben wird und als

endothelialer Zellen!
Schliisselereignis in der Atherogenese gilt.

Durch diese Stimuli wird die Expression von Adhésionsmolekiilen, wie Selektinen und
Integrinen (intercellular adhesion molecule [ICAM] und vascular cell adhesion molecu-
le [VCAM]) auf der endothelialen Oberflache induziert, die dann die Rekrutierung von

[1,2942,64,123] T3 Anschluss an die Adhédsion werden

zirkulierenden Monozyten ermoglicht
die Monozyten iiber Diapedese in die Tunica intima des Blutgeféfies aufgenommen. Dies
geschieht vor allem PECAM-1- (platelet endothelial cell adhesion molecule 1, CD31)
und CD99-abhingig ™).

Im subendothelialen Raum differenzieren die Monozyten unter dem Einfluss von Macro-
phage Colony Stimulating Factor (MCSF) ¥ zu Makrophagen aus!*?. Diese dehnen den
inflammatorischen Prozess durch Proliferation und Produktion proinflammatorischer Zy-
tokine und Wachstumsfaktoren ! weiter aus. Durch Scavenger-Rezeptoren der Klasse A
(SR-AIL, -All, und -AIIl) und Scavenger-Rezeptoren der Klasse B (SR-BI und CD36), die
auf den Makrophagen zur Aufnahme von oxLDL und anderen Lipiden fiithren[26:35:50,54]
kommt es zur Bildung lipidbeladener Schaumzellen, die eine charakteristische Eigen-
schaft atherosklerotischer Lésionen darstellen.Diese Scavenger-Rezeptoren gehoren zur
Gruppe der Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRRs), die durch Auslésung einer Signal-
kaskade generell eine wichtige Rolle bei der Immunantwort des Korpers spielen.

Zu den PRRs gehoren auch Rezeptoren wie die Toll-Like-Rezeptoren 2 und 4 (TLR2
und TLR4), die die von oxLDL-induzierte Immunantwort triggern 697,

Die beschriebenen inflammatorischen Prozesse locken andere Immunzellen an und fith-
ren so iiber kontinuierliche Zellrekrutierung zu der Bildung fortgeschrittener athero-
sklerotischer Plaques. Diese bestehen aus einer nekrotischen Kernregion umrandet von
einer Hiille von glatten Muskelzellen und kollagenreicher Matrix. Die fibrose Hiille kann
durch von Makrophagen freigesetzte Matrix-Metalloproteasen (MMPs) ausgediinnt wer-

den und so den Plaque rupturanfillig machen™!. Durch diese Desintegration der fibrosen

16



2 FEinleitung

Hiille kann subendotheliales prothrombotisches Material aufgedeckt werden, somit die
die intravaskuldre Gerinnungskaskade aktiviert und die Thrombusbildung mit folgendem

GefaBverschluss induziert werden 32,

17



2 FEinleitung

2.3 Die menschliche Monozytenheterogenitat

Im Jahre 1989 konnte durch Passlick et al.l" anhand der differentiellen Expression
von CD14 (Lipopolysaccharid-Rezeptor) und CD16 (FeyIIl-Rezeptor) durchflusszyto-
metrisch nachgewiesen werden, dass es sich bei Monozyten um eine heterogene Zellpo-
pulation handelt.

GemésB aktueller Nomenklatur der International Union of Immunological Societies (IUIS)

werden drei Monozytensubopulationen unterschieden:
o+ Klassische CD14T+*CD16~-Monozyten
o Intermediare CD14TTCD16"-Monozyten
o Nicht-klassische CD14TCD16™ *-Monozyten

In dlteren Arbeiten wurden die intermediare und nicht-klassische Monozytensubpopula-
tion als CD16-positive Monozytensubpopulation zusammengefasst.

Bedingt durch ihre starke Assoziation mit Entziindungszusténden [1:37:47,561,52,94,100,104]
und der Expression inflammatorischer Mediatoren 21?2 werden CD16-positive Mono-
zyten als proinflammatorisch betrachtet. Sie weisen untereinander jedoch grofie Unter-
schiede auf.

Das hohe proinflammatorische Potenzial intermediarer CD147*CD16T-Monozyten re-
sultiert sowohl aus ihrer Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)?2 als auch aus
ihrer selektiven Produktion von IL15 und TNF-a nach Lipopolysaccharidstimulation
(LPS) 2.

Im Gegensatz dazu ist die Sekretion von IL13 der nicht-klassischen CD14TCD16%+-
Monozyten eher durch Viren und Nukleinsduren als durch LPS getriggert 22,

Auch die Mechanismen, die die endotheliale Affinitét steuern, divergieren zwischen den
Monozytensubpopulationen.

Ein fiir die Adhésion verantwortliches Molekiil ist das auf CD16-positiven Monozyten
hoch exprimierte VLA-4 (Very Late Antigen 4), ein Integrindimer, das mit dem In-
tegrinrezeptor VCAM-1 auf endothelialen Zellen interagiert !9, Durch VLA-4 kommt
es zu einer Mobilisierung CD-16-positiver Monozyten und zur Anlagerung am Endo-

thel [43,103] _

Die endotheliale Affinitdt wird auch durch Chemokine vermittelt, die auf aktivierten
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Endothelzellen exprimiert werden, und Chemokinrezeptoren, die sich auf den Monozy-
ten befinden. Interaktionen zwischen den Ligand-Rezeptorpaaren sind fiir die Migration,
die Extravasation und die Diapedese von Monozyten ins Gewebe verantwortlich [,

Von besonderer Wichtigkeit sind hierbei die Chemokinrezeptoren CCR2 (C-C Chemo-
kinrezeptor Typ 2), CCR5 (C-C Chemokinrezeptor Typ 5) und der CX3CR1 (CX3C
Chemokinrezeptor 1).

CCR2 ist der Rezeptor fiir das Monocyte Chemoattractant Protein 1 (Chemokinligand
2 [CCL2)).

An CCRb5 bindet CCL5, welches auch unter der Namen Regulated on Activated Normal
T-Cell Expressed and Secreted (RANTES) bekannt ist.

CX3CRI1 ist der Rezeptor fiir das Chemokin Fraktalkin, welches in menschlichen athe-
rosklerotischen Lésionen nachgewiesen werden konnte!4.

Intermediare Monozyten exprimieren CCR2, CX3CR1 und selektiv CCR5 und haben
daher die grofite endotheliale Affinitdt unter den Monozytensubpopulationen.

Auf nicht-klassische Monozyten findet sich ebenfalls der Rezeptor CX3CR1, und nur in
geringem Ausmafl CCR2 und CCR5.

Klassische Monozyten exprimieren vor allem CCR2, jedoch kaum CX3CR1 und kein
CCR5H.

Eine Untergliederung der CD16-positiven Monozyten kann auch durch Analyse der Ex-
pression von ACE (Angiotensin Converting Enzyme) %) oder TLR2 (Toll-Like-Receptor
2) 11 yorgenommen werden, welche ebenfalls am hochsten auf intermedidren Monozy-
ten exprimiert werden.

Verglichen mit CD16-negativen Monozyten nehmen beide CD16-positive Monozytensub-
populationen auflerdem in hohem Mafle oxLDL auf!%®.

Tierexperimentell gibt es Hinweise auf eine Abstammung der CD16-positiven Mono-
zytensubpopulationen von den klassischen Monozyten. Nach Ubertritt aus dem Kno-
chenmark in den Blutkreislauf, vermogen klassische Monozyten zu intermediéren und
darauffolgend zu nicht-klassischen Monozyten zu differenzieren. Diese letzte Subpopu-
lation ist fiir eine natiirliche lokale Uberwachung der Gewebe verantwortlich und kann

n 441221 T Anschluss

im Falle von Beschadigung oder Infektion ins Gewebe einwander
an die Diapedese, kénnen sich Monozyten zu Makrophagen oder dentritischen Zellen

entwickeln.
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2.4 Die besondere Rolle des Ubergewichts bei Atherosklerose

In den Industrienationen konnten die verminderte Inzidenz und bessere Kontrolle ein-
zelner kardiovaskularer Risikofaktoren einerseits und optimierte Therapiemdoglichkeiten
manifester kardiovaskuldrer Erkrankung andererseits einen Riickgang der kardiovasku-
liren Todesfille bewirken®7. Allerdings wurde in den letzten Jahren ein Anstieg der
Prévalenz von Ubergewicht verzeichnet!®?. Da Ubergewicht einen bekannten Risiko-
faktor fiir atherosklerotische Gefaflkrankheit darstellt, konnte der durch verminderte
Inzidenz und bessere Kontrolle anderer Risikofaktoren erzielte Fortschritt nivelliert wer-
den'®. Insbesondere die zunehmende Prévalenz des Ubergewichts bei Kindern kénnte
in Zukunft die Rate kardiovaskulirer Erkrankungen wieder ansteigen lassen (™.

Wie bei der Atherosklerose hat sich auch das Verstindnis der Pathogenese des Uber-
gewichts gewandelt. Nachdem Adipozyten lange Zeit lediglich als passive Lipidspeicher
angesehen wurden, konnte in den letzten Jahren nachgewiesen werden, dass Fettgewebe
ein endokrines Organ darstellt. Ubergewicht fithrt zu einem Zustand lokaler Mikroin-
flammation im Fettgewebe, da mit zunehmendem Ubergewicht Makrophagen einwan-
dern16:23112.119] yn( in der Folge proinflammatorische Mediatoren freisetzen 2. Durch
diesen niedriggradigen chronischen Entziindungszustand kommt es zu weiterer Akti-
vierung des Immunsystems!*®%) und schlieBlich zu systemischer Inflammation, welche
sich in erhéhten Werten von Interleukinen, wie etwa IL-1 und IL-6, und Akute-Phase-
Proteinen, wie dem C-reaktiven Protein (CRP), Serumamyloid A und Monocyte Che-
moattractant Protein 1 (MCP-1)1%2338 widerspiegelt.

In der Beziehung zwischen Ubergewicht und kardiovaskulirer Erkrankung spielen Mo-
nozyten eine wichtige Rolle!™®85,

Es konnte gezeigt werden, dass die Zellzahl der CD16-positiven Monozyten bei Adipdsen
der WHO-Klasse IT (Body Mass Index: 35 - 39,9 kg/m?) und III (Body Mass Index: >
40 kg/m?) hoher ist als bei normgewichtigen Individuen (7).

Im Einklang hierzu war nach bariatrischer Chirurgie ein Abfall intermediarer und vor
allem nicht-klassischer Monozyten in kleineren Studien zu beobachten 2078,

Auflerhalb selektierter Kohorten von hohergradig iibergewichtigen Patienten konnte erst-
malig in der [-LIKE-HOMe-Studie (Inflammation, Lipoprotein Metabolism and Kidney
Damage in early atherogenesis - The Homburg Evaluation)®! ein Zusammenhang zwi-

schen CD16-positiven Monozyten und dem Body Mass Index beschrieben werden 9.
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2.5 Korperliche Aktivitat als Einflussfaktor auf die

atherosklerotische GefaBerkrankung

Korperliche Inaktivitéit ist als eigenstandiger Risikofaktor fiir kardiovaskulare Erkran-
kung1056:67:80] anerkannt.
Daher hat regelméflige physische Bewegung einen wichtigen Stellenwert bei der Primér-

53,75,9] yon Herz-Kreislauf-Erkrankungen, zumal korper-

[17.66] und Sekundarpravention!
liche Betatigung auch andere kardiovaskulédre Risikofaktoren positiv beeinflusst. Hierzu
zahlt die positive Auswirkung auf erhohten arteriellen Blutdruck!'3294% Herzfrequenz

t[24.28.58] Plasmalipoproteine 19017118 Blutzuckerspiegel 12, Uber-

und deren Variabilita
gewicht und (auch unabhéngig von einer Korpergewichtsreduktion) das Auftreten von
Diabetes mellitus46:4%60.61],

Die WHO empfiehlt daher fiir gesunde Erwachsene zwischen dem 18. und 64. Lebensjahr
eine moderate bis starke 30 bis 60 Minuten dauernde Aktivitat an drei bis fiinf Tagen

pro Woche 19,
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2.6 Zielsetzung der Arbeit

Unsere Arbeitsgruppe konnte in mehreren Vorarbeiten CD14TTCD16"-Monozyten als
unabhéngige Pradiktoren kardiovaskularer Ereignisse bei kardiovaskulédren Risikopati-
enten identifizieren [4>83:84,

Weiterhin sahen wir in der [-LIKE-HOMe-Studie bei vermeintlich gesunden Erwachse-
nen einen Zusammenhang zwischen CD16-positiven Monozyten und subklinischer Athe-
rosklerose. Interessanterweise zeigte sich in allen von uns untersuchten Kohorten eine
robuste positive Korrelation zwischen CD16-positiven Monozyten und dem Body Mass
Index, sodass erhohte Zellzahlen proinflammatorischer Monozytensubpopulationen Me-
diatoren der erhohten kardiovaskularen Morbiditat bei ibergewichtigen Menschen dar-
stellen konnten.

In den letzten Jahren gab es allerdings Hinweise dafiir, dass die Korperfettverteilung
gegeniiber dem Korpergewicht-basierten Body Mass Index fiir die Abschatzung des kar-
diovaskuldren Risikos bei iibergewichtigen Menschen tiberlegen ist 12,

Vor diesem Hintergrund wurde in der hier vorgelegten Nachfolgeuntersuchung der I-
LIKE-HOMe-Kohorte ein etwaiger Zusammenhang zwischen Monozytensubpopulatio-
nen und der Korperfettverteilung - bestimmt als Taille-Hiift-Verhaltnis - untersucht.
Nachdem eine kleine Interventionsstudie'%? aufzeigen konnte, dass Ausdauertrainig zu
einer Reduktion der CD16-positiven Monozytenzahlen fiihrt, wurde dartiber hinaus das

Sportverhalten der Probanden erfasst.
Es werden folgende zwei Hypothesen aufgestellt:

Hypothese |

Bei Gesunden korrelieren CD16-positive Monozytenzahlen starker mit dem Taille-Hiift-
Verhéltnis als mit dem Body Mass Index.

Hypothese II

Bei Gesunden korrelieren CD16-positive Monozytenzahlen negativ mit sportlicher Akti-

vitat.
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3.1 Material

3.1.1 Gerdte

Autoklav Systec 2540 EL Systec GmbH, Wettenberg, D

Durchflusszytometer BD FACS Canto 11 BD Biosciences, Heidelberg, D

Brutschrank Heraeus Instruments, Hanau, D
Eppendorfzentrifuge Minifuge Eppendorf, Hamburg, D

Feinwaage Ohaus Ohaus Corporation, Florham Park, USA
Gefrierschrank -20°C Bosch, Homburg, D

Gefrierschrank -60°C Bosch, Homburg, D

Gilson Kolbenhubpipetten Abimed, Langenfeld, D

Kiihlschrank +4C° Liebherr, Biberach an der Riss, D
Laborwaage Sartorius Sartorius, Gottingen, D

pH Meter CG 825 Schott, Mainz, D

Pipetboy plus Integra Biosciences, Fernwald, D
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Minishaker IKA IKA-Works, Wilmington, USA
Spannungsquelle Consort E425 UniEquip, Martinsried, D
Sterile Werkbank Laminair HB2472 Heraeus Instruments, Hanau, D
Vortex Mixer K NeoLab, Heidelberg, D
Wasseraufbereiter MilliQ UF plus Millipore, Eschborn, D
Zentrifuge (Megafuge 1.0R) Heraeus Instruments, Hanau, D

Tabelle 1: Geréte, die im Rahmen der Studie eingesetzt wurden

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

0,5 ml Reaktionsgefifle NeoLab, Heidelberg, D
1,5 ml Reaktionsgefafie Brand, Wertheim, D

15 ml Rohrchen Greiner, Frickenhausen, D
50 ml Rohrchen Greiner, Frickenhausen, D

Einmalplastikpipetten (1 ml, 2 ml, 5 ml,  Cornig Costar, Wiesbaden
10 ml, 25 ml)

FACS Roéhrchen Becton Dickinson, Heidelberg, D
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Filterpipettenspitzen (10 pl, 20 pl, 100 ul;,  Greiner, Frickenhausen, D
1000 pl)

4,7 ml Lithium-Heparin Gel-Monovetten Sarstedt, Niumbrecht-Rommelsdorf, D

4,7 ml Serum-Gel-Monovetten Sarstedt, Niimbrecht-Rommelsdorf, D
5 ml Citrat-Monovetten Sarstedt, Nimbrecht-Rommelsdorf, D
2,7 ml Kalium-EDTA-Monovetten Sarstedt, Niimbrecht-Rommelsdorf, D
Urin-Monovetten mit Saugspitze Sarstedt, Niimbrecht-Rommelsdorf, D
Safety Multifly Sarstedt, Niimbrecht-Rommelsdorf, D
Multifly Adapter Sarstedt, Niimbrecht-Rommelsdorf, D
Sheath Fluid Dako, Cytomation, Hamburg, D
Parafilm ,M* Roth, Karlsruhe, D

Pipettenspitzen fiir Kolbenhubpipetten Greiner, Frickenhausen, D

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien, die im Rahmen der Studie verwendet wurden
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3.1.3 Monoklonale Antikorper

Monoklonaler Antikorper Klon Konjugat Firma

Anti-CD86 HA5.2B7 PE Beckmann Coulter, Krefeld, D
Anti-CD14 MpP9 PerCP BD Biosciences, Heidelberg, D
Anti-CD16 3G8 PeCy7 BD Biosciences, Heidelberg, D

Tabelle 3: Monoklonale Antikorper zur Bestimmung der Monozytensubpopulationen

3.1.4 Substanzen

Aqua injectabile Braun, Melsungen, D

BD FACS Lysing Solution Becton Dickinson, Heidelberg, D
BSA Serva, Heidelberg, D
FACS-Flow Becton Dickinson, Heidelberg, D
FCS Seromed, Berlin, D

NaNj3 Serva, Heidelberg, D

PBS Biochrom, Berlin, D

PFA Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D

Tabelle 4: Substanzen, die im Rahmen der Studie verwendet wurden
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3.1.5 Puffer und Medien

Name Ingredienz Menge
FACS-Puffer PBS 500 ml
FCS hitzeinaktiviert 25 ml
BSA (pH 7) 25¢g
EDTA 10% 1 ml
NaN3 10% 3,5 ml
Lysepuffer Lysing-Solution 50 ml
Aqua dest. 450 ml
NaN; 10% NaN; 10 g
PBS 100 ml
PFA 4% PFA 8g
PBS 200 ml
PFA 1% PFA 4% 25 ml
PBS 75 ml

Tabelle 5: Herstellung von Puffern und Medien
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3.2 Methoden

3.2.1 Studiendesign

Im Jahr 2004/2005 waren im Rahmen einer Querschnittsuntersuchung 622 Mitarbeiter
des Universitétsklinikums des Saarlandes rekrutiert worden (3.

Ziel dieser Arbeit war es einen etwaigen Zusammenhang zwischen durchflusszytome-
trisch analysierten Monozytensubopopulationen und der Intima-Media-Dicke (IMT) als
sonographischem Marker subklinischer Atherosklerose zu untersuchen 25,

In der vorliegenden Arbeit wurden im Zeitraum von Mérz 2009 bis Februar 2011 insge-
samt 420 dieser Studienteilnehmer erneut in der Klinik fiir Innere Medizin IV - Nieren
und Hochdruckkrankheiten - am Universitétsklinikum des Saarlandes untersucht.

Die Studieninitiierung, die Patientenrekrutierung und die klinische und immunologische
Datenerhebung wurde durch das I-LIKE-HOMe-Studienteam gewéhrleistet. Die Verfas-
serin dieser Promotionsarbeit war fiir die klinischen, sonographischen und einen Teil der

labormedizinischen Untersuchungen von Méarz 2009 bis Februar 2010 verantwortlich.

Einschlusskriterien:
o Teilnahme an I-LIKE-Home-1
o Kein fieberhafter Infekt in den letzten drei bis fiinf Tagen

o Einwilligung nach Aufklédrung

Ausschlusskriterien:

« Vorliegen eines akuten fieberhaften Infekts innerhalb der letzten drei bis fiinf Tage

28



3 Material und Methoden

3.2.2 Studienablauf

Die Probanden wurden telefonisch zur Teilnahme eingeladen.

In standardisierter Form wurden die Intima-Media Dicke gemessen, klinische Parameter
erhoben, Blutentnahme und Urinasservierung sowie ein Interview mittels Fragebogen
durchgefiihrt.

Nach fiinfminiitiger Ruhepause wurden Puls und arterieller Blutdruck gemessen. Au-
Berdem erfolgte eine Messung des Korpergewichts, der Korpergrofie und des Hiift- und
Taillenumfangs.

Im Anschluss daran wurde ein Teil der Blutréhrchen und eine Urinprobe zur Bestimmung
der klinisch-chemischen Laborwerte an das Zentrallabor der Universitiat des Saarlandes
geschickt und der andere Teil im Labor der Klinik fiir Innere Medizin IV - Nieren und
Hochdruckkrankheiten - verarbeitet (siehe Kapitel 2.2.8, Labordiagnostik).

Eine Aussage iiber das kardiovaskulare Risiko der Studienteilnehmer wurde mit dem
Framingham-Risc-Score ermittelt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen und des Scores wurde den Probanden in einem an-

schlieBenden Gespréach mitgeteilt.

3.2.3 Messung der Intima-Media-Dicke

Fiir die sonographische Untersuchung wurde das Ultraschallgerdt Siemens Sequoia C512
(Erlangen, Deutschland) verwendet.

Die Bestimmung der IMT geschah beim liegenden Probanden mit leicht tiberstrecktem
Hals sowie leichter Wendung zur Gegenseite.

Die Arteria carotis communis (ACC) wurde mittels eines 15 MHz Linearschallkopfes zu-
nachst im Querschnitt aufgesucht; danach wurde der Schallkopf um 90° gedreht und das
sonographische Bild somit in den Léngsschnitt {ibertragen. Daraufhin wurde die ACC
longitudinal in Richtung distal bis zum Bulbus caroticus und der Bifurkation in Arteria
carotis interna und Arteria carotis externa untersucht.

Der Intima-Media-Komplex wurde per Messung des Abstands zwischen erstem und zwei-
tem Grenzreflex ermittelt. Die Messung der IMT erfolgte beidseits gerdteautomatisiert
an der Hinterwand der ACC nach den Empfehlungen des ,,Carotid Intima Media Thick-
ness Consensus“['% iiber eine Strecke von 10 mm ab dem Beginn des Bulbus caroticus
und dem somit distalen Ende der ACC nach kaudal.
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Hierbei wurde als Voraussetzung zur optimalen Ermittelung der IMT-Dicke festgelegt,
dass das IMT-Gefiige in Kontinuitdt ab dem Bulbus caroticus iiber mindestens 20 mm
klar einsehbar sein musste. Verbildlicht wird dies auf Abbildung 1.

Das Sonographiegerat errechnete aus der gemessenen Strecke einen IMT-Maximalwert,
sowie einen IMT-Mittelwert.

Wiéhrend des Untersuchungszeitraums gab es zwei Erstuntersucher, die die angefertigten

Bilder zur Sicherung auf dem Sonographiegerat abspeicherten und ausdruckten.

| Med Kink [V Unlv. Homburg/ Sc

« BIY FAIRAFMARR

L R

Abbildung 1: Messung der Intima-Media-Dicke

3.2.4 Datenerhebung mittels Fragebogen

Im Anschluss an die IMT-Messung wurde analog zur I-LIKE-HOMe-1-Studie zur Stan-
dardisierung der Ergebnisse ein Fragebogen mit den Studienteilnehmern bearbeitet (sie-
he Anhang). Er bestand in Fragen zur Abklarung von alten oder neuen Risikofaktoren
(z.B. Nikotin- und Alkoholkonsum und Herzinfarkt oder Schlaganfall bei einem Eltern-
oder Geschwisterteil vor dem 60. Lebensjahr), sowie neu aufgetretenen Erkrankungen
oder dem Verlauf bereits bestehender Erkrankungen. Zur Vergleichbarkeit wurde hierbei

der gleiche Fragebogen verwendet wie bei I-LIKE-HOMe-1. Dieser basierte damals wie
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heute auf einer deutschen Ubersetzung des Fragebogens der WHO zur Erkennung von

Angina pectoris und peripherer arterieller Verschlusserkrankung.

3.2.5 Blutdruck- und Pulsmessung

Nach mindestens fiinfminiitiger Ruhepause wurde eine Blutdruck- (systolisch und diasto-
lisch) und Herzfrequenzmessung beim sitzenden Probanden durchgefithrt. Um mégliche
personen- oder geridteabhidngige Messfehler auszuschlieen geschah dies standardisiert
und nichtinvasiv durch das DINAMAP® ProCare Auscultatory (GE Healthcare, Min-

chen, Deutschland), einem automatischen RR-Messgerit.

3.2.6 Messung des Korpergewichts, der KorpergroBe und des Taillen- und
Hiftumfangs

Eine Messung des Taillenumfangs erfolgte bei jedem Studienteilnehmer standardisiert
in Expiration in der Mitte zwischen den Cristae iliacae und der zwolften Rippe. Als
Leitstruktur zur Vermessung des Hiiftumfangs dienten die beiden Trochanteres majores
femorum. Hierbei wurde stets dasselbe konventionelles Maflband verwendet.

Auch die Messung des Korpergewichts und der Korpergrofie erfolgte standardisiert.
Zur Bewertung des Korpergewichts wurde der BMI berechnet. Die Formel zur Berech-
nung lautet:

BMI = Koérpermasse [kg|/Korpergrofie [m]?.

Die Einteilung des Gewichtes anhand des BMI erfolgte nach WHO in Normalgewicht
(BMI = 18,50 - 24,99 kg/m?), Praadipositas (BMI = 25 - 29,99 kg/m?), Adipositas der
Klasse T (BMI = 30 - 34,99 kg/m?), der Klasse IT (BMI = 35 - 39,99 kg/m?) und der
Klasse IIT (BMI > 40 kg/m?).

3.2.7 Blutentnahme und Morgenurinabgabe

Die Probanden waren im Vorfeld gebeten worden, am Morgen der Studienteilnahme den
ersten Morgenurin zu asservieren und mitzubringen. Hierzu wurde ihnen ein sauberer,
verschlieSbarer Becher ausgehédndigt. Zusétzlich wurden sie ersucht, niichtern zu erschei-
nen. Hierbei galt als Niichternheit die nicht stattgefundene Nahrungsaufnahme und das
Beschréanken auf das Trinken klarer Fliissigkeit seit mindestens sechs Stunden vor Stu-

dienteilnahme.
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Nach Beendigung des Fragebogens und der Blutdruck- und Herzfrequenzmessung wurde

somit eine Niichternblutentnahme unter standardisierten Bedingungen durchgefiihrt.

3.2.8 Labordiagnostik

Ein Teil der Blutrohrchen (1 x 2,7 ml EDTA-R6hrchen und 1 x 4,7 ml Li-Hep-Plasma,
beides bei Raumluft) und eine Urinprobe wurde zur Bestimmung der klinisch-chemischen
Laborwerte an das Zentrallabor der Universitat des Saarlandes geschickt.

Diese dienten der standardisierten Feststellung folgender Parameter:

o Klinische Chemie: Bestimmung von Elektrolyten (Natrium, Kalium, Chlorid, Kal-
zium, Phosphat), Kreatinin, Harnstoff, Nichtern-Glukose, CRP, Gesamt-Cholesterin,
LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin, Triglyzeriden

o Hamatologie: Bestimmung von Leukozyten, Erythrozyten, Hamoglobin, Hamato-
krit, MVC, MCH, MCHC, Thrombozyten

 Differentialblutbild: Bestimmung von Neutrophilen, Lymphozyten, Monozyten,

Eosinophilen, Basophilen

o Urindiagnostik: Bestimmung von Protein, Albumin, Kreatinin

Die Errechnung der abgeschitzten glomeruldren Filtrationsrate (estimated glomerular
filtration rate, eGFR) zur Ermittlung der Nierenfunktion erfolgte mittels CKD-EPI-
Formel P71,

Im Labor der Inneren Medizin IV -Nieren und Hochdruckkrankheiten - wurden im An-
schluss pro Proband je ein 9-ml-Serum-Ro6hrchen, ein 5-ml-Citratplasma-Rohrchen und
drei 9-ml-EDTA-R6hrchen abzentrifugiert (bei 1300 U/min fiir 7 Minuten) und auf ins-
gesamt 32 Mikroreaktionsgefafie (0,5 ml, Firma: Eppendorf, Deutschland) aliquotiert.
Auch wurden pro Studienteilnehmer 10 x 2ml (Mikroreaktionsgefiafie, Firma: Eppen-
dorf, Deutschland) Morgenurin in Mikroreaktionsgefiafie pipettiert.

Anschlieflend wurden also insgesamt 42 Mikroreaktionsgefife bei -60 °C in Einzelboxen
und verschiedenen Gefrierschranken archiviert, um die eventuelle Nachbestimmung la-
bormedizinischer Parameter zu ermoglichen.

Zusétzlich wurde aus einem der EDTA-Blutrohrchen (2,7 ml) 100 pul entnommen und
im nephrologischen Arbeitslabor mittels Durchflusszytometrie analysiert (siehe Kapitel

2.2.10, immunologisch-experimenteller Teil).
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3.2.9 Framingham-Score

Analog zur vorangegangen [-LIKE-HOMe-1-Studie wurde erneut der Framingham-Risk-
Score berechnet um das kardiovaskulare Risiko zu ermitteln.

Die Framingham-Studie wurde ab 1948 in der Stadt Framingham (USA) als grofle epi-
demiologische Studie durchgefiihrt um die wichtigsten Risikofaktoren fiir kardiovasku-
lire Erkrankungen bei gesunden Erwachsenen (Personen ab dem 20. Lebensjahr ohne
Vorliegen einer Herzerkrankung oder eines Diabetes mellitus) zu detektieren. Anhand
dieser Daten wurden Groflen herausgearbeitet, die das Risiko abschétzen, dass es bei
der betreffenden Person in den nédchsten zehn Jahren zu einem ernsten kardiovaskularen
Zwischenfall (Hard Coronary Heart Disease) wie einem Myokardinfarkt oder zum Tod
aufgrund koronarvaskularer Ursache kommt.

Die Variablen, die in die Berechnung des Scores eingehen, sind:

Alter, Geschlecht, Gesamt-Cholesterin (mg/dl), HDL-Cholesterin (mg/dl), Nikotinkon-
sum (als Raucher galten hierbei Personen, die entweder aktuell Raucher waren oder das
Rauchen weniger als einen Monat vor Studieneinschluss eingestellt haben) und die Ein-
nahme einer blutdrucksenkenden Medikation. Der Framingham-Score wird zur Berech-
nung im Internet angeboten (z.B. http://cvdrisk.nhlbi.nih.gov/). Das niedrigste hierbei
zu ermittelnde Risiko war <1%, der hochste Wert >20%.
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3.2.10 Immunologisch-experimenteller Teil: Phanotypisierung der

Monozytensubpopulationen

Zur Analyse der Blutprobe wurde eine Immunphénotypisierung mittels FACS (=fluo-
rescence activated cell sorting) der peripheren Blutzellen durchgefiihrt. Diese erfolgte
unter Zuhilfenahme von Fluorchrom-konjugierten monoklonalen Antikérpern.

Eine Verarbeitung der Blutproben mittels Durchflusszytometrie fand in der vorliegenden
Arbeit im direkten Anschluss an die Blutentnahme statt.

Die Monozytenheterogenitat wurde im Einklang mit dem Protokoll von [-LIKE-HOMe-
1891 mit Hilfe von Antikérpern gegen CD14, CD16 und CD86 dokumentiert. Auch das
Farbeprotokoll wurde als etablierte Standardmethode des Immunlabors der Klinik fiir
Nephrologie der Universitat des Saarlandes erneut angewandt.

Zur Farbung fand eine Vermischung von jeweils 100 pl EDTA-Blutes und 2 ml FACS-
Puffers durch Vortexen statt. Im Anschluss wurde eine siebenminiitige Zentrifugation
bei 1300 U/min durchgefiihrt. Der Uberstand wurde mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe
abgesaugt.

Im Anschluss wurde die Probe erneut mit 70 nl FACS-Puffer vermischt und auflerdem
je b nl anti-CD86-PE, 4 pl anti-CD14-PerCP und 0,5 pl anti-CD16-PeCy7 hinzugefiigt.
Eine Vermischung wurde wiederum mittels Vortexen erzielt.

Nun wurde die Probe bei 4 °C iiber eine Zeit von 30 Minuten im Kiihlschrank inkubiert.
Im néchsten Schritt mussten die Erythrozyten lysiert werden. Zu diesem Zweck wurden
2 ml 1fach BD-Lysing Solution hinzugefiigt. Beim danach durchgefiihrten Vortexen bei
Raumtemperatur und im Dunkeln kam es zur Lysierung im Zeitraum von 10 Minuten.
Bevor die Messung am Durchflusszytometer stattfand, wurde wiederum mit 2 ml FACS-
Puffer gewaschen und das erhaltene Pellet daraufhin in 250 pl 1% Paraformaldehyd
fixiert.

Analog zu I-LIKE-HOMe-1 wurden die Monozyten anhand ihrer Expression von CD86
sowie ihrer Lage im Vorwarts-Seitwérts-Scatter (siche Abbildung 2) definiert und unter-
schieden. Hierbei ergaben sich die die drei Subtypen, klassische CD14T*CD16™ -, inter-
mediare CD147TCD16"- und nicht-klassische CD14TCD16" *-Monozyten.
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Abbildung 2:

Gatingstrategie zur Identifizierung der Monozyten anhand ihrer
CD86-Expression (Gate 1), sowie ihrer kennzeichnenden Lage im
Vorwérts-Seitwarts-Scatter (Gate II) zur Aufteilung in die drei

Monozytensubpopulationen
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3.2.11 Datenanalyse

Eine Erfassung der Daten erfolgte mit dem Programm Excel 2003 (Microsoft). Zur sta-
tistischen Auswertung wurde mit der Software SPSS (Statistical Product and Service
Solution; IBM), Version 18 und 20 gearbeitet.

Kontinuierliche Variablen wurden in den Tabellen als Mittelwerte + Standardabwei-
chung wiedergegeben, kategoriale Merkmale als prozentuale Anteile der bezeichnenden
Gesamtpopulation.

Erstere wurden durch den Mann-Whitney-U-Test bei zwei ungepaarte Variablen bzw.
durch univariate Varianzanalyse bei mehr als zwei ungepaarten Variablen auf Signifikanz
untersucht. Letztere wurden einer Signifikanzprifung mittels Chi-Quadrat-Test unter-
zogen.

Als statistisch signifikant galt in allen angewendeten statistischen Verfahren ein Signifi-
kanzniveau von p < 0,05.

Analog zu I-LIKE-HOMe-1 wurde zur Untersuchung von Korrelationen zwischen zwei
kontinuierlichen Variablen der Korrelationskoeffizient nach Spearman errechnet.
AuBerdem diente die Berechnung eines linearen Regressionsmodells der Detektierung
unabhéngiger Kontexte zwischen der Intima-Media-Messung bzw. den CD14TCD16"+-

Monozyten als abhangige Merkmale und kardiovaskularen Risikofaktoren.
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4.1 Patientencharakteristika

Insgesamt wurden 420 Probanden in die statistische Auswertung eingeschlossen, von

denen 220 von der Verfasserin dieser Promotionsarbeit selbst untersucht wurden.
67,1 % des Gesamtkollektivs waren Frauen (N = 282). Der Anteil aktiver Raucher betrug
26,4 % (N = 110), 5,2% waren Diabetiker (N = 22) und 23,3 % (N = 97) gaben eine

familidre Pradisposition fiir ein Herz-Kreislauf-Ereignis an.

Als sportliche Einheit galt eine Betatigung > 30 Minuten in einer Intensitat, welche zum

Schwitzen fiihrt.

In Tabelle 6 sind die klinischen, laborchemischen und immunphénotypischen Parameter

des Gesamtkollektivs dargestellt.

Mittelwert + SD  Minimum  Maximum

Alter (Jahre) 484 + 7.2 30,4 64,7
GroBe (cm) 169,5 + 9,2 148 202
Gewicht (kg) 76,0 = 17,1 40 177
BMI (kg/m?) 26,5 £ 5,0 16,4 62,7
Taillenumfang (cm) 88,5 + 14,1 61 144
Hiiftumfang (cm) 103,8 £+ 10,3 76 170
Taille-Hiift-Verhéltnis 0,9+ 0,1 0,6 1,3
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IMT bds. (mm) 0,63 £ 0,13 0,41 1,10
Blutdruck systolisch (mmHg) 137 £ 18 97 198
Blutdruck diastolisch (mmHg) 89 £+ 11 61 137
eGFR (ml/min/1,73 m?) 02,4 + 12,6 50,7 123,9
Gesamtcholesterin (mg/dl) 215 + 37 122 344
HDL-Cholesterin (mg/dl) 64 + 17 25 127
LDL-Cholesterin (mg/dl) 134 + 35 61 270
Gesamtleukozyten/nl 6200 + 1800 1600 15500
Gesamtmonozyten/nl 488 + 167 128 1386
CD14*t*CD16~-Monozyten /pl 412 + 150 78 1261
CD147*CD16"-Monozyten/nl 27 £ 16 8 128
CD14*CD16" "-Monozyten/pl 48 + 24 10 137

Tabelle 6: Allgemeine Patientencharakteristik, Teil 1
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Median  25%-Perzentil  75%-Perzentil
CRP (mg/1) 1,3 0,6 2,7
Triglyceride (mg/dl) 93,5 70,0 138,0
Sportliche Betéatigung (Einhei- 1,0 0,0 2,0

ten™/Woche)

Tabelle 7: Allgemeine Patientencharakteristik, Teil 2

* Betatigung > 30 Minuten in einer Intensitit, welche zum Schwitzen fiihrt.
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4.2 Stratifikation anhand des Body Mass Index

Die Einteilung der Kohorte anhand des Body Mass Index (BMI) in vier Gruppen erfolgte
nach Empfehlungen der WHO.

Die Adipositas Grad II und III wurde aufgrund geringer Patientenzahl zusammengefasst:

Normalgewicht (BMI < 25 kg/m?)

Praadipositas (BMI = 25 - 29,9 kg/m?)

Adipositas der Klasse I (BMI = 30 - 34,9 kg/m?)

Adipositas der Klasse IT und IIT (BMI > 35 kg/m?)

H BMI < 25 kg/m?
M BMI 25 - 29,9 kg/m?
H BMI30- 34,9 kg/m?®
mBMI > 35 kg/m?

Abbildung 3: Zusammensetzung der Studienkohorte nach Body Mass Index

Diese Verteilung in der Studienkohorte entspricht nach der Gesundheitberichterstat-
tung des Bundes 2009/2010 (www.gbe-bund.de) der BMI-Verteilung in der deutschen
Allgemeinbevolkerung. Danach sind 45,7 % der Bevolkerung normalgewichtig, 36,3 %
praadipos, und 15,8 % adipds mit BMI iiber 30 kg/m?.
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4.3 Zusammenhang zwischen BMI, Adipositas und

Monozytensubpopulationen

4.3.1 Monozytensubpopulationen und BMI

Nach Einteilung der Studienkohorte nach BMI wurde mittels univariater Varianzanalyse
(ANOVA) untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen BMI-Kategorien und Zahlen der
Gesamtmonozyten bzw. der Monozytensubpopulationen besteht.

Die WHO-Adipositas-Stadien I, IT und III wurden aufgrund der geringen Gruppengro-
Ben als BMI > 30 kg/m? zusammengefasst.

Es fand sich eine signifikante Assoziation des Body Mass Index mit der Gesamtzahl der
Monozyten (p = 0,021; Abb. 4).

Wihrend zwischen den CD14"*CD16™-Monozyten und einem hoheren BMI kein statis-
tisch signifikanter Zusammenhang gefunden wurde (p = 0,168; Abb. 5), konnte sowohl
fir die CD14*7*CD16"-Monozyten (p = 0,015; Abb. 6), als auch und in besonderem Ma-
Be fur die CD147CD16"*-Monozyten (p < 0,001; Abb. 7) eine signifikante Assoziation
nachgewiesen werden.

Dargestellt in Abbildung 4 - 7 sind Mittelwert 4+ Standardfehler.

=T p=0,021

525,00

500,00

475,00

Gesamtmonozyten | Zellzahl/pl|

450,00

425,00

<25 25 -|29,9 =30
Body Mass Index [kg/m?]

Abbildung 4: Zusammenhang zwischen Gesamtmonozyten und BMI nach Kategorien

41



4 Ergebnisse
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p=0,168
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Body Mass Index [kg/m?)

Abbildung 5: Zusammenhang zwischen CD14"+tCD16 -Monozyten und BMI nach

Kategorien
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CD14++CD16+ Monozyten [Zellzahl/pl]

22,00

35 25- 'zo,g >30
Body Mass Index [kg/m?]

Abbildung 6: Zusammenhang zwischen CD147+tCD16"-Monozyten und BMI nach

Kategorien
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Abbildung 7: Zusammenhang zwischen CD14TCD16"-Monozyten und BMI nach

Kategorien
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4.3.2 Monozytensubpopulationen und Taille-Hiift-Verhaltnis

Auch der Taille-Hiift-Index als Marker der Fettverteilung stellt neben dem BMI einen
wichtigen klinischen Parameter eines erhohten kardiovaskuldaren Risikos dar.

Als Ubergewicht gilt bei Verwendung des Taille-Hiift-Verhéltnisses ein Wert von 0,90 -
0,99 beim ménnlichen Geschlecht und von 0,8 - 0,84 beim weiblichen Geschlecht. Als
Adipositas gilt ein Wert > 0,85 bei Frauen und > 1,0 bei Mannern 9.

In der Studienkohorte galt dies fiir 32,4 % der méannlichen und 41,2% der weiblichen
Probanden.

Der Taille-Hiift-Index korrelierte schwach mit den Gesamtmonozyten (Abb. 8).

Fir die CD147CD16™-Monozytenzahl (Abb. 11) fand sich die stéarkste Assoziation mit
dem Taille-Hiift-Verhaltnis.

Fir die CD147TCD16"-Monozyten (Abb. 9) bzw. fir die CD14T*CD16"-Monozyten
(Abb. 10) konnte diese Korrelation nicht nachgewiesen werden.

Dargestellt in Abbildung 8 - 11 ist der Korrelationskoeffizient nach Spearman.

r=0110 p=0,025

1250

1000

Gesamtmonozyten [Zellzahl/pl]

Taille-Hiift-Verhiiltnis

Abbildung 8: Korrelation von Gesamtmonozytenzahl und Taille-Hiift-Verhéltnis
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r=0.070 p=0,156
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Abbildung 9: Korrelation von CD14"*CD16™-Monozytenzahl und  Taille-Huft-
Verhaltnis
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Abbildung 10: Korrelation von CD147*CD16"-Monozytenzahl und Taille-Huft-
Verhaltnis
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Abbildung 11: Korrelation von CD14TCD16%*-Monozytenzahl und Taille-Hiift-
Verhéaltnis
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4.4 RegelmaBige korperliche Bewegung als Einflussfaktor auf die

Monozytensubpopulationen

4.4.1 Sportverhalten und Monozytenzahlen in der gesamten Studienkohorte

Mittels univariater Varianzanalyse (ANOVA) wurde ermittelt, ob regelméfige korperli-
che Bewegung einen Einfluss auf die Monozytensubpopulationszahlen hat.
Interessanterweise unterschied sich die Zahl beider CD16-positiver Monozytensupopula-
tionen (Abb. 13 bzw. Abb. 14) in Abhéngigkeit des Ausmafles korperlicher Bewegung,
wahrend dies nicht fiir die Gesamtmonozytenzahl (Abb. 12) und die Zahl der CD16-
negativen Monozytensubpopulation (p = 0,149; unten nicht aufgefithrt) nachgewiesen
werden konnte.

Dargestellt in Abbildung 12 - 14 sind Mittelwert + Standardfehler.
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Abbildung 12: Zusammenhang zwischen Gesamtmonozytenzahl und regelmafliger kor-

perlicher Bewegung in Kategorien
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Abbildung 13: Zusammenhang zwischen CD14"*CD16"-Monozytenzahl und regelmafi-

ger korperlicher Bewegung in Kategorien
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Abbildung 14: Zusammenhang zwischen CD14+tCD16* *-Monozytenzahl und regelméasi-

ger korperlicher Bewegung in Kategorien
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4.4.2 Sportverhalten und Monozytenzahlen bei iibergewichtigen
Studienteilnehmern

Aufgrund der tendenziell erhohten CD14TCD16" *-Monozyten unter den Studienteilneh-
mern mit einem Body Mass Index iiber 25 kg/m? untersuchten wir die Auswirkungen
von korperlicher Betatigung in diesem Kollektiv noch einmal gesondert.

Nach Stratifizierung hinsichtlich korperlicher Aktivitat unterschieden sich die Gesamt-
monozytenzahlen (Abb. 15), CD14ttCD16~-Monozytenzahlen (p = 0,246; unten nicht
abgebildet) und CD14"*CD16*-Monozytenzahl (Abb. 16) nicht signifikant zwischen den
einzelnen Strata, wohingegen Probanden mit hoherer korperlicher Aktivitat statistisch
signifikant niedrigere CD147CD16*t-Monozytenzahlen aufwiesen (Abb. 17).
Dargestellt in Abbildung 15 - 17 sind Mittelwert + Standardfehler.
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Abbildung 15: Zusammenhang zwischen Gesamtmonozytenzahl und regelméafiger kor-

perlicher Bewegung in Kategorien bei iibergewichtigen Probanden
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Abbildung 16: Zusammenhang zwischen CD14"*CD16"-Monozytenzahl und regelmafi-

ger korperlicher Bewegung in Kategorien bei iibergewichtigen Probanden
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Abbildung 17: Zusammenhang zwischen CD14"CD16" "-Monozytenzahl und regelmafi-

ger korperlicher Bewegung in Kategorien bei iibergewichtigen Probanden
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4.5 Assoziation zwischen Lipoproteinen, Triglyceriden und

Monozytensubpopulationen

Hinweise auf Interaktionen zwischen Lipidmetabolismus und Monozytensubpopulatio-
nen wurden bereits in mehreren Studien gefunden [26:50:68:92),

Eine Assoziation konnte in der vorliegenden Studienkohorte weder zwischen LDL und
Gesamtmonozytenzahlen bzw. Monozytensubpopulationszahlen noch zwischen Gesamt-
cholesterin und Gesamtmonozytenzahlen bzw. Monozytensubpopulationszahlen aufge-
zeigt werden (nicht abgebildet).

Jedoch fand sich eine geringgradige negative Korrelation zwischen HDL und Gesamtmo-
nozyten (Abb. 18) und zwischen HDL und CD147+*CD16-Monozyten (Abb. 19). Diese
konnte fiir die CD16"-Monozytensubpopulationen nicht nachgewiesen werden (nicht ab-
gebildet).

Dargestellt in Abbildung 18 und 19 ist der Korrelationskoeffizient nach Spearman.

r=-0,108 p=0,026

1250

1000

Gesamtmonozyten |Zellzahl/pl|
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Abbildung 18: Zusammenhang zwischen HDL und Gesamtmonozyten
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Abbildung 19: Zusammenhang zwischen HDL und CD14"*CD16~-Monozyten

Bei Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Triglyceriden und Gesamtmonozyten-
bzw. Monozytensubpopulationszahlen konnte eine schwache, jedoch signifikante Korre-
lation fiir die CD14t*CD16~-Monozyten (r = 0,120; p = 0,014; unten nicht abgebildet)
nachgewiesen werden, die sich fiir die CD14"*CD16*-Monozyten (r = 0,066; p = 0,178;
unten nicht abgebildet) nicht bestétigte.

Zwischen Plasma-Triglyceriden und Gesamtmonozyten (r = 0,133; p = 0,006; Abb. 20)
und zwischen Plasma-Triglyceriden und CD147CD16**-Monozyten (r = 0,128; p =
0,009; Abb. 21) wurde eine schwache, jedoch signifikante positive Korrelation gefunden.
Dargestellt in Abbildung 20 und 21 ist der Korrelationskoeffizient nach Spearman.
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Abbildung 20: Korrelation der Gesamtmonozytenzahlen mit den Triglyceriden
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Abbildung 21: Korrelation der CD14tCD16* T-Monozytenzahlen mit den Triglyceriden
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4.6 Die CD14"CD16" "-Monozyten als abhdngige Variable

Die univariat mit den CD14TCD16" "-Monozyten assoziierten Parameter wurden mit-
tels linearem Regressionsmodell untersucht, um herauszuarbeiten, welche Variablen die
CD14"CD16* "-Monozytenzahlen unabhangig beinflussen. Hier verblieben BMI, Alter

und Nikotinkonsum als weiterhin signifikante Variablen.

Abhingige Variable f-Koeffizient P-Wert
Alter [Jahre] 0,125 0,009
Body Mass Index [kg/m?] 0,227 <0,001
HDL [mg/dL] 0,080 0,158
Triglyceride [mg/dL] 0,009 0,853
Mittlerer Blutdruck [mmHg] 0,051 0,355
CRP [mg/L] 0,069 0,183
Nikotinkonsum [Ja/Nein] -0,091 0,049
Geschlecht -0,095 0,074

Tabelle 8: Multiple lineare Regressionsanalyse mit der CD14TCD16™t-Monozytenzahl
als abhéngigem Parameter.

(: Standardisierter Regressionskoeffizient; P-Wert: Signifikanzniveau.
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4.7 Intima-Media-Messung

In der linearen Regressionsanalyse der univariat mit der Intima-Media-Dicke assoziierten
Parameter zeigte sich in der vorliegenden Studie nur das Alter als bleibend signifikante
Variable.

Abhangige Variable [-Koeffizient P-Wert
Alter [Jahre] 0,470 <0,001
Body Mass Index [kg/m?] 0,077 0,154
CD147CD16" "-Monozyten [Zellzahl/pL] -0,012 0,791
Gesamtcholesterin [mg/dL] -0,050 0,648
LDL [mg/dL] 0,107 0,323
Triglyceride [mg/dL] 0,022 0,639
Mittlerer Blutdruck [mmHg] 0,061 0,205
CRP [mg/L] 0,028 0,546
GFR [ml/min/1,73 m?] -0,041 0,356

Tabelle 9: Multiple lineare Regressionsanalyse mit der Intima-Media-Dicke als abhangi-
gem Parameter.

(B: Standardisierter Regressionskoeflizient; P-Wert: Signifikanzniveau.
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5 Diskussion

5.1 Rolle der Monozyten im inflammatorischen Prozess der

Atherosklerose

Die Aktivierung von Monozyten ist einer der grundlegenden Prozesse in der Entstehung
der Atherosklerose.

Einen Meilenstein in der Erforschung von Monozyten stellte die Entdeckung der mo-
nozytiren Subpopulationen durch Passlick et al.["® dar. Er teilte die Monozyten in
CD16-negative und CD16-positive Monozyten ein.

Aktuell giiltig ist die Einteilung nach TUIS in klassische CD14"*CD16~-Monozyten, in-
termediare CD14*T*CD16"-Monozyten und nicht-klassische CD14*CD16™ t-Monozyten.
CD16-positive Monozyten werden als proatherosklerotisch angesehen, da sie vermehrt
proinflammatorische Zytokine exprimieren und eine hohe endotheliale Affinitat besit-
zen.

Intermediére Monozyten stimulieren nicht nur die T-Zell-Proliferation®>?? sondern
produzieren auch freie Radikale[*??)| Interleukin-1-Beta (IL13) und Tumornekrosefaktor-
Alpha (TNF-a)®22. AuBerdem nehmen sie oxidiertes LDL-Cholesterin (oxLDL) auf(®!
und sind hoch angiogen 1?2

Auch nicht-klassische Monozyten sezernieren IL13?2 und resorbieren oxLDL[58l. Sie
patrouillieren auflerdem am Endothel entlang und wandern, getriggert durch inflamma-
torische Stimuli, transendothelial ins Gewebe ein, um hier in Makrophagen zu differen-

zieren!722,
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5 Diskussion

5.2 Monozytenheterogenitat und kardiovaskuldare Erkrankungen -
Einordnungen dieser Arbeit in bisherige Studien unserer

Arbeitsgruppe

Schlitt et al.[%! untersuchten erstmalig die Monozytenheterogenitit bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung. Bei Patienten mit stabiler Angina pectoris und akutem Ko-
ronarsyndrom wurden vermehrte Zellzahlen CD16-positiver Monozyten und ein erhohter
TNF-a-Spiegel nachgewiesen. Allerdings wurden lediglich zwei Subpopulationen, ndm-
lich CD16-positive und CD16-negative Monozyten, differenziert. Auch erfolgte die durch-
flusszytometrische Identifizierung der Monozyten in Abgrenzung zu anderen Leukozyten
im Gegensatz zum aktuellen Standard ohne panmonozytéiren Marker 43:122],

Ulrich et al.l'%7) stellten 2006 fest, dass das Angiotensin Converting Enzyme als pro-
inflammatorischer Mediator vor allem auf intermedidren Monozyten exprimiert wird
und charakterisierten die Monozytensubpopulationen somit weiter. Verglichen mit Pro-
banden mit normaler Nierenfunktion wiesen Dialysepatienten eine erhohte monozytére
ACE-Expression auf. Auch unter den Dialysepatienten kennzeichnete eine nochmals er-
hohte ACE-Expression auf intermediaren Monozyten diejenigen Patienten, die bereits
kardiovaskulir erkrankt waren 107,

Erweiternde Untersuchungen zu diesem Thema wurden 2010 und 2011 publiziert. In-
nerhalb von niereninsuffizienten Patienten im CKD-Stadium V wiesen diejenigen mit
hoheren intermedidren Monozytenzahlen (und somit einer erhohten ACE-Expression)
eine signifikant hohere Mortalitat auf'®. Zusitzlich wurde der Nachweis erbracht, dass
das Angiotensin Converting Enzyme tatséachlich ein mit der Atherosklerose assoziierter
Marker ist 119,

Auflerdem belegten Ulrich et al. 2008 einen raschen Riickgang nicht-klassischer Mono-
zyten nach erfolgreicher Nierentransplantation 108,

Erstmalig konnte 2008 durch Heine et al. aufgezeigt werden, dass Dialysepatienten im
Vergleich zu Kontrollpatienten eine Verschiebung der Monozytensubpopulationsvertei-
lung hin zu intermediiren CD14*+CD16"-Monozyten aufweisen!*>). Weiterhin erwies
sich die Zahl intermediarer Monozyten als pradiktiv fir zukinftige kardiovaskuldre Er-
eignisse[*?

Rogacev et al. fithrten 2009 eine Untersuchung der Monozytenheterogenitat im Rahmen
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einer Hamodialyse-Studie durch, um die Auswirkungen eines bereits bekannten peri-
dialytischen Abfalls®® intermedidrer und nicht-klassischer Monozyten zu analysieren.
In der Studie kam es bei den Testpersonen zu einer transienten Reduktion vor allem
intermediarer Monozyten. Patienten, bei denen dies geringer ausgepragt war, hatten
ein hoheres Risiko fiir ein kardiovaskuldres Ereignis als Patienten mit stdrkerem Abfall
dieser Zellen®%. Der Grund fiir dieses Phéinomen ist noch nicht vollstindig geklirt. Es
wird jedoch diskutiert, dass eine Dialysebehandlung zur Immunmodulation fithrt, welche
dieses Phénomen bewirkt!*?. Denn in Studien konnten Rogacev et al. und Heine et al.
nachweisen, dass Patienten in hoheren CKD-Stadien vor Beginn einer Dialysepflichtig-
keit 5% wesentlich niedrigere Zellzahlen an CD16"-Monozyten besafien als danach.
Auflerdem fiihrten Rogacev et al. eine langjahrige Beobachtung bei niereninsuffizienten,
nicht-dialysepflichtigen Patienten durch®¥. Patienten mit hoheren intermediéren Mono-
zytenzahlen hatten signifikant mehr kardiovaskuldre Erkrankungen zu verzeichnen.

In der HOM SWEET HOMe Studie (Heterogeneity of monocytes in subjects with coro-
nary heart disease - The Homburg evaluation)®3 wurden Patienten untersucht, die sich
einer elektiven Koronarangiographie am Universitdtsklinikum des Saarlandes unterzo-
gen. Auch hier wurde wieder die Rolle der intermediéren Monozyten als unabhéngige
Pradiktoren kardiovaskulédrer Ereignisse bestatigt.

Zawada et al.'?? fanden 97 Gene, die selektiv auf intermediéren Monozyten aktiv sind
und wiesen proatherosklerotische Eigenschaften dieser Monozytensubpopulation nach.
Rogacev et al. fithrten mit der [-LIKE-HOMe-Studie®! die bisher einzige Untersuchung
bei kardiovaskular gesunden Probanden durch.

Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen CD16-positiven Monozyten und der
Intima-Media-Dicke als Marker der subklinischen Atherosklerose.

Der Body-Mass-Index korrelierte in der I-LIKE-HOMe-Studie mit der Zellzahl nicht-
klassischer Monozyten, nicht jedoch mit der Zellzahl der Gesamtmonozyten. Probanden
mit Untergewicht oder Normalgewicht wiesen eine signifikant geringere Intima-Media-
Dicke auf als Probanden mit Ubergewicht oder Adipositas!®®

Bisher nicht untersucht waren zum einen die Monozytenheterogenitat unter Berticksich-
tigung des Unterschieds zwischen Korperfettmasse und Korperfettverteilung und zum
anderen die Auswirkungen regelmafBiger korperlicher Betatigung auf die Monozytenhe-

terogenitat.
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5.3 Monozyten und Adipositas

Adipositas fithrt zu einem Zustand systemischer, chronischer Entziindung, in dem das

d#16:23.112,119] ynq proinflammatorische

Fettgewebe durch Makrophagen infiltriert wir
Mediatoren freigesetzt werden ¥,

Hierbei gilt insbesondere das viszerale, intraabdominelle Fettgewebe als problematisch,
da vor allem dieses biologisch aktiv ist. Durch Sekretion von beispielsweise TNF-« tragt
es in besonderem Mafle zur Inflammation bei, welche wiederum die Ausbildung einer
Insulinresistenz fordert ™.

Die alleinige Bewertung einer Adipositas durch den Body Mass Index ist kritisch zu
betrachten; er unterscheidet nicht zwischen Koérpermasse, Korperfettmasse und Fettver-
teilungsmuster.

Zur Vorhersage kardiovaskulérer Ereignisse waren in Studien der Bauchumfang bzw. das
Taille-Hiift-Verhaltnis dem BMI gleichwertig!™ oder gar iiberlegen 2],

Gefunden wurde weiterhin, dass bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit ein héherer
BMI mit niedrigerer Mortalitit assoziiert ist®®. Hierbei spricht man auch vom soge-
nannten Adipositas-Paradoxon.

Coutinho et al. postulierten, dass Patienten mit normalem BMI und erhohtem Bau-
chumfang, das heifit einer Normalgewichtsadipositas, demnach die hochste Mortalitéit
haben miissten. Dies konnten die Autoren in einer grofien klinischen Studie an Patientin
mit Normalgewichtsadipositas bestétigen 2.

Bisherige Studien zur Adipositas und ihrer Auswirkung auf die Monozytenheterogenitét
stiitzen sich bisher leider alleinig auf den Body Mass Index. In der vorliegenden Studie
wurde nicht nur der BMI gemessen, sondern auch der Bauchumfang und der Taille-Hiift-
Index in die Bewertung einer Adipositas miteinbezogen. Es bestétigte sich die signifikan-
te Assoziation zwischen CD16-positiven Monozyten, v.a der CD14TCD16™*-Monozyten,
und dem Vorliegen einer Adipositas.

Cottam et al.% untersuchten 2002 die Monozytenheterogenitit bei 26 Individuen, die
einen BMI von mehr als 40 kg/m? und somit eine Adipositas der Klasse III aufwie-
sen. Verglichen mit zehn gesunden, schlanken Kontrollprobanden wurden bei diesen
Patienten erhohte Werte CD16-positiver Monozyten gefunden, die nach einer Roux-

en-Y-Magenbypass-Operation und damit chirurgisch induziertem Gewichtsverlust rasch
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reversibel waren.

Poitou et al.l™ publizierten 2011 eine dhnliche Untersuchung bei einer groBeren Pati-
entengruppe. Eingeschlossen wurden 105 Probanden der Adipositas-Klassen II und III
(BMI > 35 kg/m?), die sich ebenfalls einer bariatrischen Operation unterzogen. Aufer-
dem wurden 39 Ubergewichtige der Adipositas-Klasse I (BMI 25-35 kg/m?) untersucht,
die an einem Gewichtsreduktionsprogramm teilnahmen. Als Kontrollgruppe dienten 32
schlanke Probanden. Im Vergleich zu den Kontrollprobanden wurden bei den iibergewich-
tigen Probanden der WHO-Klasse II und III erneut erheblich hohere Zahlen intermedi-
arer und nicht-klassischer Monozyten gefunden. Dies galt nicht fiir Patienten mit weniger
schwerem Ubergewicht ( BMI < 35 kg/m?). AuBerdem fithrte diese Arbeitsgruppe bei
den Probanden eine Korperfettanalyse mittels DXA (Dual-Rontgen-Absorptiometrie)
durch, die erneut eine Verkniipfung der CD16"-Monozyten mit der Fettmasse bestatig-
te. Analog zu den Ergebnissen von Cottam et al. kam es auch hier bei den stark adipdsen
Patienten nach Operation des Magens zu einer ausgepriagten Reduktion der intermedi-
aren und vor allem der nicht-klassischen Monozyten.

In der vorliegenden Studie zeigte ein Vergleich der Assoziation zwischen nicht-klassischen
Monozyten mit dem BMI bzw. dem Taille-Hiift-Verhaltnis die starkere Korrelation fiir
den BMI (r = 0,315). Auch das Taille-Hiift-Verhaltnis korrelierte signifikant, jedoch mit
schwéicherem Koeflizient (r = 0,248).

Die grofite bisherige Untersuchung zur Assoziation der Monozytenheterogenitat mit
dem Korpergewicht bei gesunden Probanden wurde im Rahmen der I-LIKE-HOMe-1-
Studie[® durchgefiihrt. Bei den Probanden korrelierte der Body Mass Index signifikant
mit den Zellzahlen der nicht-klassischen Monozyten, diese Korrelation blieb auch nach
Ausschluss von Studienteilnehmern mit BMI von mehr als 35 kg/m? bestehen. Keine
Korrelation wurde zwischen BMI und klassischen bzw. intermediaren Monozytenzahlen
gefunden.

In der vorliegenden Studie wurde per linearem Regressionsmodell herausgearbeitet, wel-
che Variablen die Zahl der CD14*CD16%*-Monozyten unabhingig beeinflussen. Hier
blieben alleinig BMI, Alter und Nikotinkonsum als unabhéngige Parameter bestehen.
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5.4 RegelmaBige korperliche Aktivitat als Einflussfaktor auf

atherosklerosebedingende Variablen

Verschiedene experimentelle und klinische Untersuchungen fiihrten zu einer Erweiterung
unseres Verstandnisses des Potenzials regelméfliger korperlicher Aktivitat.

Durch Bildung entsprechender Mediatoren und Verbesserung der Himodynamik wirkt
Sport gefaBiprotektiv.

Hierbei spielt Stickstoffmonoxid (NO) eine besondere Rolle. Es wirkt vasodilatierend,
verhindert die Adhésion und Aggregation von Thrombozyten und Leukozyten und un-

terdriickt die Proliferation glatter Muskelzellen in der Gefifiwand 1936

. Die Bildung von
NO erfolgt vornehmlich im Endothel durch die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase
(eNOS). Auch von Monozyten und Makrophagen wird jedoch eine Isoform dieses En-
zyms, die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS), produziert.

Dies wurde von Schirmer et al.[%! 2015 niaher untersucht. Bei Mausen wurde die Reper-
fusion des rechten Hinterbeins nach Abbinden der rechten Arteria femoralis untersucht.
Hier wurde unterschieden zwischen Tieren, die zuvor tiber drei Wochen ein freiwilliges
Training im Laufrad absolviert hatten und Tieren, welche dies nicht getan hatten. Es
ergab sich eine signifikant beschleunigte Reperfusion sowie eine vermehrte Anhaufung
von Makrophagen um Kollateralgefédfie bei der erstgenannten Gruppe. Auflerdem kam
es zu einer erhohten Expression von eNOS und iNOS sowohl in den Kollateralgefafien
als auch in systemisch vorhandenen mononukledren Zellen. Weiterhin wurde der Nach-
weis erbracht, dass diese Mechanismen der Atherogenese tatsichlich iNOS getriggert
sind. Auch bei Menschen, welche tiber sechs Monate dreimal pro Woche ein aerobes kor-
perliches Training absolvierten, war ferner eine erhhte iNOS-Expression in Monozyten
nachzuweisen .

Ein weiterer Effekt sportlicher Aktivitat ist die Verbesserung der Himodynamik. Hierzu
zahlen u.a. positive Auswirkungen auf erhohten Blutdruck'®3%40 und die Herzfrequenz
und deren Variabilitéit 242358,

Dariiber hinaus beeinflusst Sport endotheliale Vorlauferzellen. Laufs et al.[® fiihrten
hierzu 2004 eine Studie an 19 Patienten mit stabiler koronarer Herzerkrankung durch.

Diese absolvierten ein tagliches korperliches Training tiber 28 Tage. Eine Messung der

Anzahl endothelialer Vorlauferzellen wurde vor und nach diesem Zeitraum durchgefiihrt.
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Es konnte eine signifikante Erhohung dieser Zellen gezeigt werden.

Die gleiche Studiengruppe wies 2009 in einer weiteren Studie sowohl tierexperimentell
als auch im Vergleich zwischen Sportlern und untrainierten Personen eine Stabilisierung
von Telomerproteinen und einen Schutz vor stressinduzierter vaskuldrer Apoptose durch
korperliche Aktivitdt nach!M3.

Bereits lange bekannt ist, dass akute korperliche Belastung zu einer transienten Erho-
hung der Leukozytenzahlen!%3 und darunter auch der Monozytenzahlen!® fiihrt.

Die Auswirkungen regelméafliger korperlicher Bewegung auf die Monozyten- und deren
Subpopulationszahlen wurden bisher allerdings nur wenig untersucht.

Timmermann et al.'®®! untersuchten 2008 in einer kleinen Studie gesunde Probanden
zwischen dem 65. und 80. Lebensjahr. Wie in der vorliegenden Studie wurden sie zu ihren
sportlichen Gewohnheiten befragt und anhand des Merkmals korperlich aktiv oder inak-
tiv eingeteilt. Wahrend aktive Probanden ihren Lebensstil beibehalten sollten, wurden
die inaktiven dazu angehalten iiber 12 Wochen dreimal pro Woche ein 20-miniitiges ae-
robes Sportprogramm zu absolvieren. Die Zellzahlen CD16-positiver Monozyten wurden
vor und nach Beginn der Studie ermittelt. Wahrend korperlich aktive Probanden bereits
zu Beginn eine um 64 % niedrigere CD16-positive Monozytenzahl aufwiesen, kam es bei
der korperlich inaktiven Gruppe im Studienverlauf zu einer Reduktion dieser Zellen um
52 %.

In der vorliegenden Studie wurden einerseits die bereits bekannten Hinweise auf erhéhte
Zellzahlen nicht-klassischer Monozyten bei tibergewichtigen Individuen bestétigt.
Andererseits wiesen sportlich aktive Studienteilnehmer generell niedrigere Zellzahlen
nicht-klassischer Monozyten auf als sportliche inaktive (p = 0,017). Dieses Ergebnis
bestéatigte sich auch bei selektiver Betrachtung der Probanden mit BMI von mehr als 25
kg/m? (p = 0,007). Zudem besaBen sportlich aktive Studienteilnehmer auch signifikant
niedrigere Zellzahlen intermedidrer Monozyten (p = 0,046), also der Monozytensubpo-
pulation, die am stérksten mit dem kardiovaskuldren Risiko assoziiert ist 83,

Im Einklang mit Ergebnissen anderer Studien finden sich also auch in der vorliegenden
Arbeit Hinweise auf den positiven Einfluss regelméfliger korperlicher Bewegung. Zur Ver-
besserung des Verstédndnisses der genauen Auswirkungen von Sport auf die Monozyten-

subpopulationen sind weitere klinische und experimentelle Untersuchungen notwendig.
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5.5 Monozyten und Lipidmetabolismus

Interaktionen zwischen Monozytensubpopulationen und Lipidmetabolismus wurden be-
reits in mehreren Studien nachgewiesen.

Gerrity et al.®3 konnten erstmalig eine bei Schweinen nutritiv herbeigefithrte Hyper-
cholesterindmie mit erhohter Monozytenadhasion am Endothel in Verbindung bringen.
In weiteren tierexperimentellen Studien dokumentierte diese Arbeitsgruppe sowohl eine
Erhohung monozytéarer Vorlduferzellen im Knochenmark im Rahmen einer cholesterin-
reichen Diit!® als auch die Ausbildung einer Leukozytose bereits eine Woche nach cho-
lesterinreicher Erndhrung %

Rothe et al.®? publizierten 1996 eine klinischen Studie an 19 Patienten mit Hypercholes-
terindmie und dokumentierten eine negative Assoziation der Zellzahlen nicht-klassischer
Monozyten mit der Serum-HDL-Konzentration. Diese konnte bei gesunden Kontrollen
nicht nachgewiesen werden. Auch wurde keine Korrelation zwischen den Zellzahlen klas-
sischer bzw. intermediarer Monozyten und den Serum-Lipoproteinen gefunden.

Die gleiche Gruppe fithrte 1999 an 79 Patienten mit Hypercholesterindmie und korona-
rer Herzerkrankung eine weitere Studie durch und fand eine starkere Assoziation zwi-
schen hohem Serum-Gesamtcholesterin bzw. hohen Serum-Triglycerid-Werten und den
Zellzahlen nicht-klassischer Monozyten als zwischen niedrigem Serum-HDL und diesen
Zellen93,

Auch Poitou et al. analysierten die Verbindung zwischen den Lipoproteinen und den
Monozytensubpopulationen in ihrer Studie an Patienten mit Adipositas der Klasse II
- III. Die Assoziation hoher Zellzahlen nicht-klassischer Monozyten mit hohen Serum-

Triglycerid-Werten und niedrigem Serum-HDL wurde bestétigt /!

, allerdings nach Kor-
rektur um den BMI eliminiert (7.

In der vorliegenden Nachbeobachtung der I-LIKE-HOMe-Studie konnte die Korrelation
zwischen Serum-Triglycerid-Konzentration und den Zellzahlen nicht-klassischer Monozy-
ten bestétigt (r = 0,128; p = 0,009) werden. Diese fand sich nicht fiir die Konzentration
des Serum-Gesamtcholesterins.

Unter den Lipoproteinen ist vor allem oxidiertes LDL-Cholesterin mafigeblich an der

Aktivierung von Monozyten beteiligt, denn in Anwesenheit von oxLLDL als immunak-

tivierendem Stimulus/'%? kommt es zur Aktivierung endothelialer Zellen, zur Adéision
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zirkulierender Monozyten und zu deren Umwandlung in Makrophagen 42,

Mosig et all®! differenzierten 2009 zwei Monozytensubpopulationen, CD16-positive und
CD16-negative Monozyten, bei Patienten mit familidrer Hypercholesterindmie aufgrund
eines Defekts des LDL-Rezeptors. In dieser Studie wiesen CD16-positive Monozyten ei-
ne erhohte Aufnahme von oxLLDL auf. Aulerdem hatten CD16-positive Monozyten eine
erhohte Adhésionskapazitdt am aktivierten Endothel nach Stimulation durch oxLDL.
Ein wichtiges Bindeglied der Interaktion zwischen Monozyten und Lipoproteinmetabolis-
mus stellen auch die Cholesterinefluxpumpen ABCA1 (ABC-Transporter, Sub-Familie
ABCA, 1) und ABCG1 (ABC-Transporter, Sub-Familie ABCG, 1) dar. Tierexperimen-
tell konnte aufgezeigt werden, dass ein Defekt der Cholesterinefluxpumpen zur intrazel-
lularen Cholesterinakkumulation in Monozyten und deren Vorlduferzellen fithrt. Diese
bedingt wiederum eine inflammatorische Aktivierung der Zellen und eine unkontrollierte
Proliferation der Monozytenprogenitorzellen ™.

In der vorliegenden Untersuchung ergab sich eine negative Assoziation zwischen der
Serum-HDL-Konzentration und den Zellzahlen der Gesamtmonozyten (r = -0,108; p =
0,026) und der klassischen Monozyten (r = -0,099; p = 0,043). Auch hier war also eine
hohere HDL-Konzentration mit niedrigerer monozytérer Proliferation verbunden. Aller-
dings stellten sich hier vor allem die klassischen Monozyten als am sensitivsten auf die

HDL-Konzentration reagierender Parameter dar.
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5.6 Limitationen

Da die vorliegende Untersuchung auf einer Querschnittsstudie beruht, konnen hier nur
Assoziationen beurteilt werden, jedoch niemals Kausalitaten.

Dartiiber hinaus wurde eine gesunde Kohorte mit niedrigem kardiovaskuldrem Risiko
untersucht; hierdurch sind gemessene Parameter tiberwiegend im Normalbereich und
Veranderungen minimal.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Differenzierung der generellen Korperfettmasse
und der Korperfettlokalisation mittels aktueller Parameter realisiert, jedoch erfolgte kei-
ne genauere Objektivierung dieser Messungen beispielsweise mittels DXA.

Der Einfluss sportlicher Aktivitat auf die Monozytenheterogenitit kann in dieser Studie
nur als hypothesengenerierend aufgefasst werden. Ob regelmafige korperliche Betatigung
lediglich zu vermehrter Muskel- und verminderter Fettmasse fithrt, oder ob Sport eine
Direktwirkung auf die Monozytensubpopulationen ausiibt, bleibt unklar, und miisste im

Rahmen weiter klinischer und experimenteller Studien tiberpriift werden.
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5.7 Schlussfolgerungen und Ausblick

Ziel dieser Untersuchung war es eine 5-Jahres-Nachbeobachtung der Studienkohorte der
[-LIKE-HOMe-Studie durchzufiihren, um die Assoziation zwischen Monozytensubpopu-
lationen und Korperfettverteilung genauer zu charakterisieren.

Erstmalig gelang es in einem groflen Kollektiv gesunder Probanden einen Zusammenhang
zwischen abdominell betonter Adipositas, begleitender Lipidstoffwechselverdnderungen
und nicht-klassischer CD14TCD16" -Monozyten aufzuzeigen.

Weiterhin konnten dokumentiert werden, dass korperliche Betdtigung mit niedrigeren
CD14"CD16* "-Monozytenzahlen assoziiert ist.

Zum genaueren Verstindnis des Zusammenhangs zwischen Adipositas und Monozyten-
biologie sind weitere experimentelle und klinische Untersuchungen notwendig.
Zusammenfassend lassen sich in dieser Studie die zwei Ausganghypothesen folgenderma-

Ben beantworten:

« Hypothese I:
Bei Gesunden ohne manifeste koronare Herzkrankeit korrelieren CD14TCD161 -

Monozyten sowohl mit dem Body Mass Index als auch mit dem Taille-Hiift-Index.

« Hypothese II:
Bei Gesunden ohne manifeste koronare Herzkrankheit korrelieren CD14TCD161 -

Monozyten negativ mit sportlicher Aktivitat.
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Anhang
1. Fragebogen

Untersuchungsdatum:

Proband: Geburtsdatum: Geschlecht:

Korpergrofie ohne Schuhe:

Korpergewicht leicht bekleidet:

Nach 5 Minuten Ruhe:

RR / rechts

RR / links

01. Hatten Sie jemals Schmerzen oder Beschwerden in lhrem Brustkorb?

O Ja

O Nein (falls Nein, bitte Fragen 2-9 iberspringen, weiter mit 10)

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

Gehen?

a Ja
0O Nein (falls Nein weiter mit 9)

O Ich gehe nicht bergan und gehe nicht rasch.
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03. Bekommen Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen in normalem Tempo

in der Ebene?

O Ja

O Nein
04. Was machen Sie, wenn Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen
bekommen?

O Ich halte an oder laufe langsamer

0O Ich laufe weiter (weiter mit Frage 9)

Bei Benutzung von Nitrospray: ,Ich halte an oder laufe langsamer® ankreuzen.

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

0O Es kommt zu keiner Erleichterung (weiter mit Frage 9)

06. Wie rasch?
O Innerhalb von zehn Minuten

O Nicht innerhalb von zehn Minuten (weiter mit Frage 9)

07. Zeigen Sie mir bitte, wo die Schmerzen oder Beschwerden lokalisiert sind.
O Sternum (oberes oder mittleres Drittel)
O Sternum (unteres Drittel)
O Linksseitige vordere Brustwand
O Linker Arm

(Alle Angaben notieren)

08. Haben Sie diese Schmerzen oder Beschwerden sonstwo?

O Ja (notieren wo )

O Nein
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09. Hatten Sie jemals einen schweren Schmerz iiber der Vorderseite lhres Brustkorbes,

der iiber 30 Minuten oder langer anhielt?
O Ja

O Nein

10. Bekommen Sie Schmerzen beim Gehen in einem oder beiden Beinen?
O Ja

O Nein (falls Nein, weiter mit Frage 19)

11. Begann dieser Schmerz jemals beim Stehen in Ruhe oder beim Sitzen?
0O Ja (falls Ja, weiter mit Frage 19)

O Nein

12. 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 mit Frage 19).

13. Bekommen Sie diesen Schmerz beim Bergangehen oder raschen Gehen?

O Ja
0O Nein (falls Nein weiter mit Frage 19)

O Ich gehe nicht bergan und gehe nicht rasch.

14. Bekommen Sie diesen Schmerz beim Gehen in normalem Tempo in der Ebene?
o Ja

O Nein

15. Ist der Schmerz jemals wahrend des Gehens verschwunden?
O Ja (falls Ja, weiter mit Frage 19)

0 Nein
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16. 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)

17. Wenn Sie anhalten, was passiert mit diesen Schmerzen oder Beschwerden?

O Es kommt zu einer Erleichterung

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

18. Wie rasch?

O Innerhalb von zehn Minuten

O Nicht innerhalb von zehn Minuten

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

von HerzkranzgefaBen mittels Herzkatheter?

O Ja

O Nein

20. Hatten Sie jemals einen Schlaganfall mit Beschwerden, die langer als 24 Stunden

angehalten haben?

O Ja

O Nein

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

angehalten haben?

O Ja

0 Nein

84



Anhang

22. Sind lhre Halsschlagadern operiert oder mittels Katheter aufgedehnt?

O Ja

0 Nein

23. Sind lhre Becken- oder Beinschlagadern operiert oder aufgedehnt?
O Ja

O Nein

24. Ist bei lhnen eine bosartige Tumorerkrankung oder eine chronische
Entziindungserkrankung, etwa eine chronische Darmentziindung oder eine chronische

Leberentziindung bekannt?
O Ja

O Nein

25. Hatten Sie in den letzten fiinf Tagen einen akuten Infekt?

O Ja

O Nein

26. Haben Sie jemals geraucht?
o Ja

O Nein (falls Nein, weiter mit Frage 31)

27. Rauchen Sie aktuell?

O Ja (falls Ja, weiter mit Frage 28a)

0O Nein (falls Nein, nur Frage 28)
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28. Wann haben Sie die letzte Zigarette geraucht?

28a. Blutentnahme Uhrzeit

28b. Letzte Zigarette vor Blutentnahme

28c. Insgesamt Anzahl Zigaretten vor Blutentnahme

29. Wie viele Jahre haben Sie insgesamt geraucht?

30. Wie viele Packchen haben Sie durchschnittlich am Tag geraucht?

31. Hat lhr Vater oder lhre Mutter einen Herzinfarkt oder einen Schlaganfall vor dem 60.

Lebensjahr erlitten?

O Ja

0 Nein

32. Hat eines oder mehrere Geschwister einen Herzinfarkt oder einen Schlaganfall vor

dem 60. Lebensjahr erlitten?

O Ja

O Nein

33. Ist bei lhnen ein Diabetet mellitus bekannt?

O Ja

O Nein

34. Wie ist der Diabetet mellitus behandelt?
O Insulin
O Blutzuckersenkende Tabletten
O Diat

35. An wievielen Tagen der Woche betatigen Sie sich mindestens 30 Minuten sportlich in

einem AusmaB, dass Sie ins Schwitzen kommen?

(Falls ,0%, weiter mit Frage 37)
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36. Welche Sportarten betreiben Sie hierbei mindestens einmal pro Woche?

37. Waren Sie zum Zeitpunkt der Blutentnahme niichtern?

O Ja

O Nein

38. Ist bei lhnen eine Nierenerkrankung bekannt?

O Ja

O Nein (falls Nein, weiter mit Frage 40)

39. Welche Nierenerkrankung ist bei lhnen bekannt?

40. Wenn Sie das letzte Jahr betrachten, wie viele Glaser Alkohol haben Sie
durchschnittlich pro Woche, also von Montag bis Sonntag, getrunken?

Wir betrachten 0,35 | Bier, 0,12 | (ein ,,Achtel“) Wein oder 45 ml Spirituosen als ein
Glas Alkohol.

O Bier: Gléaser O Spirituosen: Glaser
O Rotwein: Glaser
O Weilwein: Glaser O Gesamt: Glaser

41. Nehmen Sie regelmaBig (seit mindestens 14 Tagen taglich) oder gelegentlich
(mindestens einmal in den letzten 14 Tagen) Medikamente oder Hormonpraparate wie

die Pille ein?
O Ja

O Nein

42. Wie heiBen diese Medikamente oder Hormonpraparate?

87



Anhang

2. Publikationen

Teilergebnisse der I-LIKE-HOMe-Studie-2 wurden zur Publikation akzeptiert:
Atherosclerosis. 2014 May; 234(1): 17-22

,S-adenosylhomocysteine is associated with subclinical atherosclerosis and renal function in a

cardiovascular low-risk population.”

Adam M. Zawada'!, Kyrill S. Rogacev', Bjorn Hummel?, Judith T. Berg, Annika Friedrich,
Heinz J. Roth, Rima Obeid, Jiirgen Geisel, Danilo Fliser, Gunnar H. Heine
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