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1 AbkUrzungsverzeichnis

LDL: Low Density Lipoprotein

LDLox: oxidiertes LDL

PRRs: Pattern-Recognition Rezeptoren
TLR: Toll like Rezeptor

Th1 Zellen: T Helferzellen der Gruppe eins
APC: Antigen prasentierende Zelle

MHC: Major histocompatibility complex

CD4: Cluster of differentiation 4

IFNy: Interferon gamma

SMC: Smooth muscle cell

ICAM: Intercellular adhesion molecule
VCAM: Vascular cell adhesion protein
VSMC: Vascular smooth muscle cell

EZM: Extrazellulare Matrix

Cxcl: Cxc Ligand

Stat: Signal Transducers and Activators of Transkription
Jak: Januskinase

GAS: Interferon gamma aktivierte Sequenzen
Mig: Monokine induced by Interferon gamma
LSAB: Labelled StreptAvidin Biotin
HRP-POD: Horseradish Peroxidase

TBS: Tris-buffered saline

D.m.: Diabetes mellitus



2 Einleitung

2.1 Epidemiologie kardiovaskularer Gefal3erkrankungen

Laut Statistischem Bundesamt war die chronisch ischamische Herzkrankheit (Klassifikation
nach ICD-10: 125) 2013 mit 8,2 Prozent die haufigste Todesursache in Deutschland. Gefolgt
vom Akuten Myokardinfarkt (ICD-10: 121) mit 5,8 Prozent. Der Schlaganfall (ICD-10: 164) war
mit 2,1 Prozent auf Platz acht der haufigsten Todesursachen. Es befanden sich also drei
Krankheiten unter den zehn haufigsten Todesursachen, deren Ursprung im Entstehen einer
Arteriosklerose liegt. Die Lebenszeitpravalenz einer koronaren Herzkrankheit (in diesem Fall
Sammelbegriff fir Myokardinfarkt, Angina pectoris und andere Manifestationen der
koronaren Herzkrankheit) betragt in der Altersgruppe 40 bis 79 Jahre in Deutschland 9,3
(Gosswald, Schienkiewitz, Nowossadeck, & Busch, 2013), die des Schlaganfalls 2,9 Prozent
(Busch, Schienkiewitz, Nowossadeck, & Gosswald, 2013). Bei beiden Krankheitshilder
nehmen die Pravalenzen mit steigendem Alter zu. Diese Zahlen zeigen die Haufigkeit der
Manifestationen der Arteriosklerose auf und verdeutlichen die Wichtigkeit der Erforschung

ihrer Atiologie und mdglicher Ansatzpunkte in der Therapie.
2.2 Begriffsklarung Arteriosklerose

Arteriosklerose ist in der Pathologie ein Sammelbegriff fir verschiedene Gefal3erkrankungen,
bei welchen es durch fibrotischen Umbau zu einer Verdickung und Verhartung der
GefalBwand kommt, was zum Verlust ihrer Elastizitat fihren kann. Sie schlief3t die
Atherosklerose, die Arteriolosklerose und die Mockenberg- Mediaverkalkung ein. In der
Praxis wird jedoch Arteriosklerose oft synonym mit Atherosklerose verwendet, was auch bei

dieser Arbeit der Fall ist.

2.3 Pathogenese der Atherosklerose

2.3.1 Initiation

Die Pathogenese der Atherosklerose beginnt mit einer Verletzung des Endothels eines

arteriellen Gefal3es und einer daraus folgenden Dysfunktion. Diese Verletzung kann

verschiedenste Ursachen haben, unter anderem pulsatiler Blutfluss und Scherstress



(Giannoglou, Antoniadis, Koskinas, & Chatzizisis, 2010) sowie Folgen durch kardiovaskulare
Risikofaktoren wie Arterieller Hypertonus, Hyperlipidamie, welche zur Anhaufung von LDL
und anschlieRender Oxidation zu LDLox in der Arterienwand fihren kann (Navab et al.,
1996), Hyperglykamie und Rauchen (Salisbury & Bronas, 2014). Die darauffolgende
Funktionsstdrung der Endothelzellen aufert sich in Verlust der antithrombotischen
Oberflache sowie erhdhter Permeabilitat (Chistiakov, Revin, Sobenin, Orekhov, &
Bobryshev, 2015) und verschlechterter Vasodilatation und fuhrt zur Ausschuttung
proinflammatorischer Zytokine und Expression von Adhéasionsmolekilen (Salisbury &
Bronas, 2014). Die gesteigerte Permeabilitat des Endothels und die Ausbildung von
Adhasionsmolekiilen fihren zur Anziehung von Leukozyten (Monozyten), Neutrophilen und
Thrombozyten.

2.3.2 Angeborenes Immunsystem

Monozyten translozieren in die Tunica Intima des Gefal3es und differenzieren zu
Makrophagen (Hoeksema, Stoger, & de Winther, 2012). Diese sorgen fir eine
Hochregulierung von Pattern-Recognition Rezeptoren (PRRs), wie Scavenger Rezeptoren
und Toll-like Rezeptoren (TLRs). Bindung von Molekiilen an TLRs fiihrt zu Signalkaskaden,
die durch Ausschuittung vasoaktiver Molekile, wie Endothelin, Eikosanoide und Stickoxid,
Entziindungsprozesse in Gang setzen (Yan & Hansson, 2007). Uber Scavenger Rezeptoren
erkennen die Makrophagen das oxidierte LDL und phagozytieren es, was zur Entstehung
von Schaumzellen fiihrt (Hansson, Robertson, & Soderberg-Naucler, 2006). Die
Akkumulation dieser Schaumzellen wird makroskopisch als ,fatty streaks® (Fettstreifen)
sichtbar.

2.3.3 Rolle der Endothelzellen

Auch die Endothelzellen der arteriellen Geféal3e arbeiten als Teil des Immunsystems. Sie
besitzen TLRs (Faure et al., 2000), deren Bindung von Pathogenen zur Ausbildung von
Adhasionsmolekiilen und Entziindungsmolekiilen fuhrt. Auf3erdem sind auch Scavenger
Rezeptoren am Endothel zu finden, durch welche es unter anderem modifizierte Teile von

LDL in sich aufnehmen kann (Hansson, Libby, Schonbeck, & Yan, 2002; Krieger, 1997).



2.3.4 Erworbene Immunabwehr

Nicht nur die angeborene, auch die erworbene Immunabwehr spielt eine Rolle bei der
Pathogenese der Atherosklerose. Genauso friih wie Monozyten vorhanden, sind spéater bis
zu 20 Prozent der in einem fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaque gefundenen Zellen
T Lymphozyten (Hansson et al., 2002; Jonasson, Holm, Skalli, Bondjers, & Hansson, 1986).
Viele dieser T Zellen sind Gedachtniszellen (Stemme, Holm, & Hansson, 1992), die durch
Antigenprasentation von Antigen prasentierenden Zellen (APCs) aktiviert werden. CD4
positive T Zellen werden haufig durch auf Makrophagen via MHC |l prasentierte Partikel des
phagozytierten LDLox aktiviert und somit zur Proliferation und Zytokinsekretion angeregt

(Stemme et al., 1995).

2.3.5 Thl Zellen und Interferon gamma

Eines der wichtigsten Zytokine in diesem Zusammenhang ist Interferon gamma (IFNy)
(Stemme et al., 1995). Durch IFNy differenzieren sich die CD4 positiven T Zellen zu T-
Helferzellen der Gruppe eins (Th1- Zellen) aus (Ait-Oufella, Sage, Mallat, & Tedgui, 2014),
deren Aufgabe die Abwehr gegen intrazellulare Pathogene ist (Romagnani, 1994). Sie
werden aber auch bei einigen Autoimmun- und Inflammatorischen Krankheiten gefunden
(Ait-Oufella et al., 2014; Romagnani, 1994), unter anderem bei der Atherosklerose (Ait-
Oufella et al., 2014). Thl Zellen stellen den haufigsten T Zell Subtyp in atherosklerotischen
Plaques dar (Frostegard et al., 1999). Interferon gamma ist das Zytokin, dessen Sekretion
eine Thl Zelle ausmacht (Robertson & Hansson, 2006). Es wird aber auch von weiteren
Immunzellen der atherosklerotischen Plaques, wie Naturliche Killer T Zellen, Makrophagen
und anderen APCs, ausgeschittet (Chung et al., 2002).

2.3.6 Proinflammatorische Wirkung von Interferon gamma

IFNy wirkt in der Pathogenese der Atherosklerose weitgehend proinflammatorisch und
proatherogen. In Tierversuchen mit Mausen zeigte sich, dass atherosklerotische Lasionen
nach Injektion von IFNy deutlich wuchsen (Whitman, Ravisankar, Elam, & Daugherty, 2000).
Mause ohne einen IFNy Rezeptor zeigten dagegen eine verminderte Atherosklerosebildung

(Gupta et al., 1997). IFNy tragt in vielerlei Hinsicht zur Progression der Atherosklerose bei.



Es vermindert den Cholesterin Efflux, unter anderem durch Inhibierung der Cholesterol 27-
hydroxylase, ein Enzym, das das Ausschleusen von Cholesterin aus den Zellen férdert
(Reiss et al., 2001). AuRerdem fordert es die Aufnahme und Speicherung von LDL in der
Zelle (Lusis, Mar, & Pajukanta, 2004; Panousis & Zuckerman, 2000) und die
Hochregulierung von Scavenger Rezeptoren an Makrophagen und glatten Muskelzellen
(smooth muscle cells = SMCs) der Aorta, was zu einer vermehrten LDL Aufnahme und somit
erhohten Makrophagen- und SMC- Schaumzellbildung fiihrt (McLaren & Ramiji, 2009).

Des Weiteren tragt IFNy zu der Anlockung von Immunzellen der angeborenen und der
erworbenen Immunabwehr zum Ort der Atherogenese bei. Durch Interferon gamma sensitive
Chemokine wird die Aktivitéat der Adhasionsmolekule an der Oberflache von Endothelzellen
gesteigert, Uberdies wird die Expression von ICAM-1 und VCAM-1 an Endothelzellen und
Zellen der glatten Muskulatur hochreguliert (Chung et al., 2002; Li, Cybulsky, Gimbrone, &
Libby, 1993). Weitere IFNy sensitive Chemokine wie Cxcl16 oder Cxcl 9, 10 und 11 sorgen
fur Anziehung und Akkumulation von Thl Zellen (Charo & Taubman, 2004; McLaren &
Ramiji, 2009). Die Ausbildung von MHC Il Molekilen auf Makrophagen, glatten Muskelzellen
und Endothelzellen, welche zur Anziehung von T Lymphozyten, vor allem Th1 Zellen, fihrt,
wird ebenfalls durch IFNy vermehrt (Stemme, Fager, & Hansson, 1990; Wong, Clark-Lewis,
McKimm-Breschkin, Harris, & Schrader, 1983). Rekrutierung von Zellen des erworbenen
Immunsystems ist essentiell fiir die Progression der Atherosklerose (Hansson & Libby,
2006), was die wichtige Rolle von Interferon gamma in der Pathogenese der Atherosklerose

verdeutlicht.

2.3.7 Plaquebildung und Interferon gamma

Zusatzlich gibt es einige Wirkungsweisen von Interferon gamma, die an Plaquebildung und
Plaguedestabilisierung beteiligt sind. Der Lipidplaque, der aus Zelltrimmern und einem
lipidreichen, nekrotischen Kern besteht (Lusis et al., 2004), entsteht durch Zugrundegehen
der Schaumzellen, was verschiedene Ursachen hat. Einerseits das Auskristallisieren des
Cholesterins in der Zelle und andererseits proapoptotisch wirkende Perforine, ausgeschiittet

von zytotoxischen T Lymphozyten (Riede, Werner, & Schaefer, 2004). Die toten



Schaumzellen akkumulieren in der Subintima zum Atherom (Riede et al., 2004). Interferon
gamma fordert die Apoptose der Schaumzellen indem es proapoptotische Gene induziert
(Bai et al., 2008; Rosner et al., 2006). Glatte Muskelzellen der Tunica Media werden durch
proinflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren, ausgeschuttet von noch lebenden
Schaumzellen, zu Proliferation und Kollagenproduktion angeregt (Riede et al., 2004). Die
Expression von Integrinen auf der Oberflache von glatten GefalBmuskelzellen (vascular
smooth muscle cells = VSMCs), IFNy induziert, sorgt fur eine Bindung von Fibronectin, was
die VSMCs zur Proliferation anregt und zu ihrer Migration zur Lasion fUhrt. So entsteht die
fibrose Kappe der Lipidplaques (Barillari et al., 2001). Solange der Plaque stabil ist, stellt er
noch keine grof3e Gefahr fur thromboembolische Ereignisse wie Schlaganfall oder
Myokardinfarkt dar. Erst wenn sich das Gleichgewicht zwischen Aufbau und Abbau der
extrazellularen Matrix (EZM) zugunsten des Abbaus verschiebt, wird der Plague instabil und
droht zu rupturieren (McLaren, Michael, Ashlin, & Ramiji, 2011). Interferon gamma kann die
Produktion von Kollagen | und III der glatten Muskelzellen schwéchen (Gupta et al., 1997,
Hansson & Libby, 2006) und den Abbau der EZM durch Induktion der Freisetzung von
Matrixmetalloproteasen (MMPs) aus Makrophagen und glatter Muskulatur férdern

(Schonbeck et al., 1997).

2.3.8 Jak/Statl Signalweg

Die Wirkung von IFNy ist Grof3teils Statl abhéngig. Stats (Signal Transducers and Activators
of Transkription) sind Transkriptionsfaktoren, die Uber einen Jak-Stat Signalweg
funktionieren. Der Typ 2 Interferonrezeptor besteht aus zwei Untereinheiten, an jeder
Untereinheit sind jeweils eine Januskinase (Jak) Typ eins und eine Januskinase Typ zwei
gebunden. Durch Bindung von Interferon gamma am Rezeptor werden die Untereinheiten
dimerisiert und es kommt zur Phosphorylierung der Tyrosinreste der Jaks und somit zu ihrer
Aktivierung und anschlie3end zur Phosphorylierung der Tyrosinreste des Interferonrezeptors
und Erzeugen einer Bindungsstelle. Jeweils ein Statl Monomer aus dem Zytoplasma bindet
mit seiner SH2 Doméne an die Bindungsstelle einer Untereinheit und wird wiederum durch

die Januskinasen phosphoryliert. AnschlieRend folgt die Dissoziation des nun entstandenen

9



Stat Homodimers vom Rezeptor mit anschlieender Translokation in den Nukleus und
Bindung an Interferon gamma aktivierte Sequenzen (GAS) in der Promoter Region von IFNy
abhangigen Genen (Levy & Darnell, 2002; McLaren & Ramiji, 2009; Moss & Ramiji, 2015;
Wesoly, Szweykowska-Kulinska, & Bluyssen, 2007). Die Bindung kann aber auch an
anderen Stellen passieren, was weitere Interaktionen mit anderen Transkriptionsfaktoren zur
Folge hat (Sikorski et al., 2012). Mause mit einem Statl Defizit zeigten verminderte
Atherosklerose- und Schaumzellentwicklung (Agrawal et al., 2007). (Lim et al., 2008) und
(Torella et al., 2007) zeigten an Ratten in vitro und in vivo, dass die Hemmung von Statl die
Proliferation und Neointima Bildung glatter GefaBmuskelzellen nach Gefaliverletzung
vermindert. Diese Ergebnisse verdeutlichen die Relevanz dieses Signalwegs in der
Pathogenese der Atherosklerose. Jedoch sind auch nicht alle Wirkungsweisen von Interferon
gamma Statl abhangig (Gough, Levy, Johnstone, & Clarke, 2008).

2.3.9 Das Chemokin Monokine induced by Interferon gamma (Mig)

Ein Chemokin (chemotaktisches Zytokin), welches von Interferon gamma Statl abhangig
induziert wird, ist das Monokine induced by Interferon gamma (Mig), auch als CXC Ligand 9
(Cxcl9) bekannt (Farber, 1997; Fenwick, Macedo, Kilty, Barnes, & Donnelly, 2015; Hardison
et al., 2012; Liao et al., 1995). Mig wirkt durch den CXCR3 Rezeptor, der vor allem auf
aktivierten Thl Zellen (Kim et al., 2001), aber auch auf CD8 positiven T Zellen, Nattrlichen
Killer Zellen und NKT Zellen, exprimiert wird, chemotaktisch auf aktivierte T Lymphozyten
und proinflammatorisch (Farber, 1997; Groom & Luster, 2011; Loetscher et al., 1996; Qin et
al., 1998). Dass die Anziehung von Thl Zellen ins periphere Gewebe Statl abhangig durch
Mig und andere CXCR3 Liganden (Cxcl10 und Cxcl11) geschieht, zeigten Mikhak et al
(Mikhak et al., 2006). Zu den Zellen, bei welchen die Produktion von Mig durch IFNy
induziert werden kann, gehdren vor allem Antigen prasentierende Zellen (Park et al., 2002).
Aber auch viele andere Zellen kénnen Mig freisetzen, unter anderem bronchiale
Epithelzellen (Sauty et al., 1999), Epithelzellen der proximalen Tubuli der Niere (Lin, Song,

Zhu, Yang, & Zheng, 2013), Endothelzellen (Bodnar & Wells, 2015; Loos et al., 2006),
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Fibroblasten (Proost et al., 2004) und vaskulare glatte Muskelzellen (Chmielewski et al.,
2014; Mach et al., 1999).

Untersuchungen atherosklerotischer Plaques von menschlichen Karotiden und
Koronararterien zeigten eine deutliche Genhochregulierung von Mig (Sikorski, Wesoly, &
Bluyssen, 2014). Auch Mach et al. zeigten, dass in atherosklerotischen Plaques vermehrt
Mig von den mit der Bildung des Atheroms verbundenen Zellen (Endothelzellen,
Makrophagen und glatte Muskelzellen) produziert werden (Mach et al., 1999). Bei mit
Interferon gamma behandelten VSMCs von Mausen zeigte sich eine signifikante
Genhochregulierung von Mig, die in Abwesenheit von Statl nicht zustande kam

(Chmielewski et al., 2014).

2.4 Fragestellung

Die bisher gefundenen Daten sprechen alle daflr, dass der von Interferon gamma genutzte
Statl Signalweg und die vermehrte Produktion von Mig eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der Atherosklerose spielen. Mig kénnte, wenn sich die Daten bestétigen,
gemeinsam mit anderen Faktoren, als Biomarker der nichtinvasiven Diagnostik von
Atherosklerose dienen.

All diese Daten wurden jedoch vor allem an Tieren erhoben, die Fragestellung dieser Arbeit
lautet daher:

Geht Atherosklerose auch beim Menschen mit vermehrter Chemokinproduktion (Mig-
Produktion) einher und, da die Produktion von Mig eine Folge der Statl Aktivitat darstellt,
korreliert die Statl Aktivitdt mit dem Ausmald der Atherosklerose im arteriellen GefaR?

Um dies zu Uberprifen, wurden humane Gefa3biopsien pathologisch untersucht, um
festzustellen, ob und wie ausgepragt atherosklerotische Lasionen vorhanden waren.
Dieselben Proben wurden anschlieRend immunhistochemisch mit einem Mig- Antikérper
markiert und das Ausmalf3 der Markierung in der Tunica media der Gefal3e mit der
Auspragung der Atherosklerose verglichen, um festzustellen, ob eine weiter fortgeschrittene

atherosklerotische Lasion wirklich mit einer vermehrten Farbung, also einer vermehrten
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Chemokinproduktion, einhergeht im Vergleich zu Arterien ohne oder mit nur wenig

atherosklerotischem Umbau.

3 Methodik

3.1 Probandenrekrutierung

Das Probandenkollektiv, bestehend aus 135 Probanden, setzt sich zusammen aus
Nierentransplantierten, welchen im Zeitraum von 2010 bis 2013 im Klinikum Rechts der Isar
eine Spenderniere transplantiert wurde und deren Organspendern. Die Voraussetzung war
die Entnahme einer Biopsie eines arteriellen Gefalies (Aorta, Arteria renalis oder Arteria
iliaca) wahrend der Transplantation und die anschlieBende Befundung der Biopsien durch
die Pathologie des Klinikums Rechts der Isar. Allerdings konnte bei 6 der 135 Probanden
nicht alle fur die Arbeit nétigen Daten erfasst werden, weshalb am Ende nur Proben von 129

Probanden verwendet wurden.
3.2 Erfassung der Daten

Die Basisdaten Geschlecht und Alter bei Transplantation sowie die kardiovaskularen
Risikofaktoren arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus der Transplantatempfanger und
der Lebendspender wurden aus deren Patientenakten erhoben. Die Daten der Totspender
wurden der Datenbank von Eurotransplant entnommen.

Die Befunde der GefaRbiopsien wurden ebenfalls aus der Patientenakte erhoben und wie in

Tabelle 1 gezeigt kategorisiert.

Tabelle 1:Einteilung der Biopsiebefunde fir unterschiedliche Auspragungen von Arteriosklerose

Kein pathologischer Befund
Minimal

Geringgradig

MaRiggradig

Mittelgradig

Hochgradig

g~ WDNPEF O
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3.3 Beschaffung der Biopsien

Die Biopsien wurden in Form von 145 Paraffinblécken in der Pathologie des Klinikums
Rechts der Isar aufbewahrt und fur diese Arbeit zur Verfligung gestellt. Davon konnte bei
einer Biopsie nicht ergriindet werden, ob diese dem Organspender oder dem Empfanger
entnommen worden war, deshalb wurde sie in der statistischen Auswertung nicht

bertcksichtigt.

3.4 Immunhistochemische Farbung

3.4.1 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie dient dem Nachweis zell- oder gewebespezifischer Antigene.

Das Prinzip besteht darin, dass in einer Prim&rreaktion ein mono- oder polyklonaler
Antikdrper an ein Antigen bindet. Wirde mit einer direkten Methode markiert werden, ware
der primare Antikoérper an ein Markermolekil gebunden und kdnnte bereits nach dem ersten
Schritt detektiert werden. Bei den indirekten Methoden, wie sie auch fur diese Arbeit
verwendet wurde, bindet anschlieend in einer Sekundarreaktion ein weiterer Antikdrper, der
gegen den ersten Antikorper gerichtet und an ein Markermolekil gekoppelt ist, an den
primaren Antikérper. Je nachdem, welche Art Marker verwendet wurde, kann der
Bindungsort dann mit Hilfe von Fluoreszenzlicht, Enzymhistochemie oder einem
Elektronenmikroskop sichtbar gemacht werden. Seit Erfindung der indirekten Methode wird
fast nur noch diese verwendet, da sie durch Signalverstarkung durch die verschiedenen

aufeinanderfolgenden Schritte sensitiver als die direkte Methode ist. (Abb. 1) (Dako, 2013)

\ . Enzym

Sekundarer

Markermolekdil Antikorper

Primarer ..; J
AntikGrper I I

Gewebeantigen

Direkte Methode Indirekte Methode

Abbildung 1: Direkte und indirekte Methode der Immunhistochemie
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3.4.2 Verwendete Markierung: LSAB Methode

Die Biopsien wurden mit Hilfe der Labelled StreptAvidin Biotin (LSAB) Methode gefarbt.

Streptavidin (von dem Bakterium Streptomyces avidinii) hat 4 Bindestellen fur Biotin und

somit eine hohe Affinitat daftir. Diese Methode funktioniert, indem der primare Antikdrper, ein

polyklonaler IgG Anti-Mig Antikbrper vom Kaninchen an eine Sequenz der C Terminus
Region des gesuchte Gewebeantigens Mig/Cxcl9 bindet. Der sekundare biotynilierte
Antikérper, Anti- Kaninchen IgG HRP-POD (Horseradish Peroxidase = Meerrettich

Peroxidase) Antikorper, verbindet daraufhin den Primarantikdrper mit einem Strepatvidin

Peroxidase Konjugat. Eine Peroxidase Substratlosung, hier DAB, wird hinzugefuigt und durch

die Peroxidase oxidiert, was zu der braunen Farbung und somit zum Sichtbarmachen des

Antigens fuhrt. (s. Abb 2) Anders als bei 3.4.1 beschrieben, sind in diesem Fall also noch

weitere Reaktionen zwischen dem sekundaren Antikérper, dem Peroxidase Konjugat und der

Peroxidase Substratlésung notwendig, um das gesuchte Antigen detektieren zu kdnnen. Es

handelt sich hierbei deshalb um eine immunenzymatische Farbung. (Dako, 2013)

Streptavidin
Peroxidase
Enzymkomplex

Biatinylierter \
sekund&rer \_/
Antikﬁrper ﬁ

Primdarer
Antikérper —
Gewebeantigen .-_

Abbildung 2: LSAB Methode

3.4.3 Durchfihrung der Markierung nach Standard Operating Procedure

Die Paraffinblécke wurden geschnitten, die Paraffinschnitte auf Objekttrager gelegt und bei
37 ° Celsius getrocknet. AnschlieRend wurden sie auf einem Stander 10 Minuten in einen
Behalter mit Xylene getaucht, um das Paraffin zu entfernen. Daraufhin wurden die Schnitte

nacheinander jeweils 2 Minuten zuerst in 100 prozentiges, dann in 96 und 70 prozentiges
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Ethanol getaucht, um das Ethanol zu entfernen und das Gewebe wieder zu hydrieren. Als
nachstes folgten 2 Minuten in destilliertem Wasser, um das noch verbliebene Ethanol zu
entfernen. Danach wurden die Schnitte in bei 750 Watt fur 10 Minuten in der Mikrowelle
vorgewarmter Target Retrieval Solution getaucht und darin dreimal fir 5 Minuten bei 350
Watt in der Mikrowelle erwarmt. Es folgten die anschlieRende Abklhlung bis
Raumtemperatur und Waschen in TBS Puffer. Die Schnitte wurden mit einem Pap Pen der
Firma Kisker umkreist. Jeweils 100 Mikroliter DAKO Peroxidase and Alkaline Phosphatase
Blocking Reagent wurden hinzugeftigt, um die endogene Peroxidase und endogene
alkalische Phosphatase zu hemmen. Anschlielend wurden die Schnitte in eine feuchte
Kammer platziert und darin 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die
Schnitte dreimal funf Minuten lang in TBS Puffer gewaschen. Ein Tropfen DAKO Avidin
Blocking Reagent wurde auf jeden Schnitt appliziert, um unspezifische Reaktionen mit Avidin
zu hemmen. Daraufhin erneute Inkubation 10 Minuten bei Raumtemperatur in der feuchten
Kammer und anschlie3endes dreimaliges funf Minuten langes Waschen in TBS Puffer. Das
gleiche Vorgehen wurde mit einem Tropfen DAKO Biotin blocking Reagent und mit einem
Tropfen Proteinblock Serum free DAKO durchgefiihrt, um unspezifische Reaktionen mit
Biotin beziehungsweise Protein zu verhindern. Mit einem Papierhandtuch wurde alle
Flissigkeit von den Schnitten entfernt.

100 Mikroliter des ersten Antikdrpers, Mig antibody Genetex GTX108422, 1:200 verdinnt in
TBS Puffer wurden zu allen Schnitten hinzugefligt und eine Stunde lang bei Raumtemperatur
in der feuchten Kammer inkubiert. AnschlieRend wurden die Schnitte dreimal fiunf Minuten
lang in TBS Puffer gewaschen.

Daraufhin wurden 100 Mikroliter des zweiten Antikorpers, biotinylated anti rabbit IgG HRP —
POD conjugated, in einer 1:50 Verdinnung mit TBS Puffer auf jedem der Schnitte, inklusive
der Negativkontrolle, verteilt und 30 Minuten in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur
inkubiert und wieder dreimal fir 5 Minuten in TBS Puffer gewaschen.

Das gleiche Vorgehen wurde mit 100 Mikroliter HRP-POD- Streptavidin in einer Verdinnung

mit TBS im Verhaltnis 1:100 wiederholt.
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Im Anschluss wurden 100 Mikroliter ImmPACT working solution hinzugefiigt, die Schnitte
funf Minuten lang in der feuchten Kammer inkubiert, dann in Farbesténder plaziert und finf
Minuten lang in destilliertem Wasser gewaschen.

Daraufhin erfolgte die Gegenfarbung der Zellkerne, wofir die Schnitte zwei Minuten lang in
Mayers Hamalaun getaucht und anschlieBend fur funf Minuten unter laufendem
Leitungswasser gewaschen wurden, um die Farbung zu sichern und die Farbe von dunkelrot
nach blau zu andern.

In einer aufsteigenden Ethanolreihe, zuerst 70, dann 96 und am Schluss 100 Prozent fur
jeweils zwei Minuten wurden die Gewebeschnitte dehydriert und mit Ethanol versetzt, das
darauffolgende funfminttige Bad in Xylen entfernte das Ethanol anschlie3end wieder.

Zum Schluss wurden die Gewebeschnitte in Roti Histokitt gelagert und tiber Nacht
getrocknet.

Mit dieser Farbung erscheinen Zellkerne blau, Cxcl9/ Mig erscheint braun.

Alle verwendeten Reagenzien werden in Tabelle 2 aufgefuhrt.

Tabelle 2: Verwendete Reagenzien fir den Farbevorgang

Peroxidase and DAKO S2003 1 100 pl Ready to use
Alkaline

Phosphatase

Blocking Reagent

Target Retrieval DAKO 2369 10 500 ml 100 ml 10XxTRS mit
Solution Citrate 900 ml destilliertes
ph6 Wasser

Biotin Blocking DAKO X0590 1 1 Tropfen Ready to use
System:

Avidin Solution

Biotin Blocking DAKO X0590 1 1 Tropfen Ready to use
System:

Biotin Solution

TBS Buffer: 10 Bis zu 1000 ml
24,2 g Tris (Roth destilliertes
AE15,2) Wasser bis pH 7,6
80,0 g Sodium erreicht ist
Chloride (Sigma

S7653)

TBS Buffer pH 7,6 10 10 ml

Proteinblock DAKO X0909 1 1 Tropfen Ready to use
Serum free
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Mig antibody,
Rabbit Polyclonal
IgG antibody to
Mig

Biotinylated anti
rabbit IgG HRP-
POD (Horseradish
Peroxidase)
conjugated
Horseradish
Peroxidase
Streptavidin
ImmPACT DAB
peroxidase
substrate

Mayers Hamalaun
70 % Ethanol

96 % Ethanol

100 % Ethanol
Xylene

Roti Histokitt

3.5 Beurteilung der gefarbten Gefalischnitte

GenetexGTX 1
108422

Vector 1
BA-1000

Vector 1
SA-5004

Vektor 1
SK-4150

Roth T160.1

100 pl

100 pl

100 ul

100 pl

1:200 mit 1x TBS
Buffer

1:50 mit 1x TBS
Buffer

1:100 mit 1x TBS
Buffer

Working solution:
Iml ImmPACT
Diluent + 1
Tropfen InmPACT
DAB Chromogen
concentrate, gut
vermischt

Ready to use
Ready to use
Ready to use
Ready to use
Ready to use
Ready to use

Unter einem Lichtmikroskop der Firma Olympus, Modell BX 40 wurden die gefarbten

Gefalischnitte mit 10-facher und 40-facher VergroRerung betrachtet. In der Wandschicht der

Tunica media wurde untersucht, bei wie vielen der Zellen eine braune Farbung erkennbar

war. Die Gefaf3schicht der Tunica media besteht vorwiegend aus glatter Muskulatur,

elastischen Faser und Kollagenfasern. Bei der Erfassung der gefarbten Zellen kann also

davon ausgegangen werden, dass es vorwiegend glatte Muskelzellen waren. Das Ergebnis

wurde semiquantitativ in Form einer Skala von Null bis Drei eingeteilt. Die Bedeutung der

Skala wird in Tabelle 3 erklart.

Tabelle 3: Einteilung des Ausmaf3es der Immunhistochemischen Farbung im arteriellen Gefal

Keine immunhistochemische = braune Farbung sichtbar
Bis zu 30 % der Zellen der Tunica media weisen eine

braune Farbung nach
30 bis 70 % der Zellen der Tunica media weisen eine

braune Farbung auf

Mehr als 70% der Zellen der Tunica media weisen eine

braune Farbung auf
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Nach drei Monaten wurde der Vorgang zur Verbesserung der Objektivierung wiederholt. Von
den Ergebnissen beider Durchgadnge wurden Mittelwerte gebildet. Diese Mittelwerte wurden
fir die Statistik genutzt. Zur Uberprufung der intraobserver Variability wurde ein
Boxsplotdiagramm erstellt und ein Vergleich von Median, 25. und 75. Perzentile der beiden
Durchgange und der Mittelwerte durchgefihrt. Im ersten und im zweiten Durchgang sind alle
Parameter gleich (25. Perzentile:1, Median: 2, 75. Perzentile: 2), bei den Mittelwerten

unterscheidet sich nur der Median von 1,5 von den beiden Untersuchungsdurchgéngen.

1,0

0,57

0,0 — — —

I I T
Farbung MIG Beurteilung 1. Farbung MIG Beurteilung 2. Farbung MIG Mittelwert beider
Durchgang Durchgang Durchgange

Abbildung 3: Boxsplot- Diagramm zur Darstellung der Intracbserver Variability

Der linke und der mittlere Boxplot zeigen die Verteilung der Werte beider Beurteilungsdurchgénge. Der rechte
Boxplot zeigt die Verteilung der aus dem ersten und dem zweiten Durchgang gebildeten Mittelwerte.
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Tabelle 4: Vergleich der beiden Beurteilungsdurchgénge und den gebildeten Mittelwerten hinsichtlich Median,
Varianz, Minimum, Maximum und Perzentilen

Statistiken

Farbung MIG
Farbung MIG Farbung MIG Mittelwert aus

Beurteilung 1. Beurteilung 2. heiden
Dwrchgang Dwrchgang Durchgéngen
I Glltig 144 143 144
Fehlend 1 2 0
Median 2,00 2,00 1,500
Warianz Bz20 871 764
Minimum 0 0 a
Maximum 3 3 3,0
Perzentile 25 1,00 1,00 1,000
50 2,00 2,00 1,500
75 2,00 2,00 2,000

3.6 Statistische Auswertung

Die Beschreibung des Patientenkollektivs wurde durch Methoden der deskriptiven Statistik
fertiggestellt. Haufigkeiten wurden mit Hilfe von Haufigkeits- und Kreuztabellen ermittelt. Zur
Ermittlung von Normalverteilungen wurden Histogramme mit Normalverteilungskurven
genutzt.

Zusammenhange verschiedener Variablen wurden durch bivariate Korrelationsanalysen
unter Gebrauch des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman (rs) ermittelt. Eine
Korrelation wurde dann als gegeben angesehen, wenn rs gréf3er 0,2 beziehungsweise
kleiner -0,2 war. Diese Werte wurden in den abgebildeten Tabellen fett markiert.

Zum Vergleich von Mittelwerten und Varianzanalysen zweier Fallgruppen wurde der T-Test
von unverbundenen Stichproben zu Rate gezogen. Es wurden immer Mittelwertdifferenz,
Standardabweichung (SD) und der p-Wert (p) angegeben. Bei mehr als zwei Fallgruppen
wurden Mittelwerte mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) mit Post-hoc Test
nach Bonferroni ermittelt.

Der Signifikanzwert (p) wurde auf kleiner 0,05 festgelegt. Das heif3t bei einem p-Wert von
unter 0,05 ist ein Ergebnis als statistisch signifikant anzusehen.

Signifikante Werte wurden in Tabellen fett markiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Deskriptive Statistik

Das Probandenkollektiv umfasste 144 Proben, davon waren 46 von weiblichen und 98 von
mannlichen Probanden beziehungsweise 83 von Organspendern und 61 von
Organempfangern.

Die Altersverteilung des gesamten Kollektivs war anndhernd normalverteilt mit einem
Mittelwert (MW) von 50,46 und einer Standardabweichung (SD) von 14,883. Die
Altersverteilung bei Spendern und Empfangern war der des gesamten Patientenkollektivs
sehr @hnlich, bei den Spendern ergab sich ein Mittelwert von 49,35 Jahren mit einer
Standardabweichung von 16,627, bei den Empfangern war der Mittelwert 51,97 mit einer

Standardabweichung von 12,087.

Mittelwert = 50,46
_ Standardabweichung = 14,88
N =144

30

204

Haufigkeit
A

Tl

0 T T 1 I 1 1
0 20 40 &0 a0 100

Alter bei Transplantation

Abbildung 4:Altersverteilung des gesamten Probandenkollektivs
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- Mittelwert = 49,35
Standardabweichung = 16,73
N =83

Haufigkeit

// N

0 T I f I T
0 20 40 &0 80 100

Alter der Spender bei Transplantation

Abbildung 5:Altersverteilung der Spender

Mittelwert = 51,97
Standardabweichung = 12,09
N =61

12,57

10,07

7,57

Haufigkeit

J-«f/

0,0 T T T T
20 40 60 80

Alter der Empfinger bei Transplantation

Abbildung 6:Altersverteilung der Empfanger
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In Alterstertile unterteilt zeigten das gesamte Probandenkollektiv, sowie das Kollektiv der
Spender beziehungsweise Empfanger ein ahnliches Bild. Im gesamten Probandenkollektiv
lagen die Grenzen bei 47 und 57 Jahren, bei den Spendern bei 47 und 56 Jahren und bei

den Empfangern bei 49 und 58 Jahren.

60

50

40

309

Anzahl

207

10

-

47-56 =56

Alterstertile gesamtes Probandenkollektiv

Abbildung 7:Saulendiagramm Alterstertile gesamtes Kollektiv

Der Altersmittelwert betragt 50,46 Jahre. Die erste Tertile (33,3%) ist bis 47 Jahre, die zweite (66,6%) bis 56,67.
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60

50

Anzahl

209

109

47-56

Alterstertile Spender
Abbildung 8: Saulendiagramm Alterstertile Spender

Der Altersmittelwert betragt 49,35 Jahre. Die erste Tertile (33,3%) ist bis 47 Jahre, die zweite (66,6%) bis 56.

60

50

40

Anzahl

207

10

42-58

=58
Alterstertile Empfinger

Abbildung 9: Saulendiagramm Alterstertile Empféanger

Der Altersmittelwert betragt 51,97 Jahre. Die erste Tertile (33,3%) ist bis 49 Jahre, die zweite (66,6%) bis 58.
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Es wurde die Haufigkeit der kardiovaskularen Risikofaktoren arterielle Hypertonie und
Diabetes mellitus untersucht. Im gesamten Probandenkollektiv hatten 40,3% keinen

Risikofaktor, 51,4% hatten einen und 8,3% hatten zwei.

Verteilung der Risikofaktoren

= kein Risikofaktor 40,3% = ein Risikofaktor 51,4 % = zwei Risikofaktoren 8,3%

Abbildung 10: Verteilung der Risikofaktoren im Gesamtkollektiv

Hypertoniker waren 56,9%, bei den Spendern waren es 31,3%, bei den Empfangern 91,8%.

An Diabetes mellitus litten 11,1%, 6% der Spender waren an Diabetes mellitus erkrankt und

18 % der Empfanger.

4.2 Bivariate Korrelationen

4.2.1 Zusammenhang zwischen Alter und Arteriosklerosegrad

Als erstes wurde der Zusammenhang zwischen Probandenalter und der Ausprégung von
Arteriosklerose im arteriellen Gefal? untersucht. Dies geschah einerseits fir das gesamte
Probandenkollektiv, andererseits wurden auch Untergruppen wie Spender/Empfanger,
Hypertoniker/nicht Hypertoniker und Diabetiker/ nicht Diabetiker gebildet.

Im gesamten Kollektiv zeigt sich eine signifikant positive Korrelation nach Spearman
zwischen Alter und dem Arteriosklerosegrad (rs=0,222 p=0,008).

In den Untergruppen gab es signifikant positive Korrelationen mit der Auspragung der
Arteriosklerose im arteriellen Gefaf3 bei den Spendern (rs=0,387 p=0,000) und bei den
Probanden ohne Hypertonie (rs=0,482 p=0,000) und ohne Diabetes mellitus (rs=0,254

p=0,004).
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Das heif3t im gesamten Kollektiv und besonders in den genannten Untergruppen wird die
Auspragung der Arteriosklerose mit zunehmendem Alter starker.
Bei den restlichen Untergruppen (Empfanger, Hypertoniker, Diabetiker) konnte kein

signifikanter Zusammenhang festgestellt werden.

Tabelle 5: Korrelation zwischen Alter und Arteriosklerosegrad;

Korrelationskoeffizient nach Spearman = rs; Signifikanzwert = p; wenn Schrift fett und kursiv, dann p<0,05 und rs
>0,2 oder < -0,2

alle (n=144) rs=0,222 p=0,008
Spender (n=83) rs=387 p<0,001
Empfanger (n=61) rs<0,001 p=0,999
Hypertoniker (n=82) rs=-0,002 p=0,984
keine Hypertonie(n=62) rs=0,482 P<0,001
Diabetiker(n=16) rs=-0,112 p=0,680
kein D. m. (n=128) rs=0,254 p=0,004

4.2.2 Zusammenhang zwischen Alter und Ausmal3 der immunhistochemischen
Farbung von Mig im arteriellen Gefaf}

Danach wurde der Zusammenhang zwischen Patientenalter und dem Ausmalf3 der

immunhistochemischen Farbung betrachtet. Es wurden die gleichen Probanden-

Untergruppen wie in Kapitel 4.2.1 gebildet: Empfanger, Spender, Hypertoniker, keine

Hypertonie, Diabetiker, kein Diabetes Mellitus.

Hier ergab sich eine signifikante negative Korrelation zwischen Spenderalter und Farbung

(rs=-0,303 p=0,005) und in der Gruppe der Patienten ohne arterielle Hypertonie (rs=-0,270

p=0,034).

Es ist also festzuhalten, dass in diesen beiden Untergruppen mit zunehmendem

Patientenalter das Vorhandensein von Mig abnimmt.

Bei der Betrachtung des gesamten Patientenkollektivs war das Ergebnis zwar signifikant, der

Korrelationskoeffizient jedoch gréRer — 0,2 (rs=-0,191 p=0,022), ebenso verhielt es sich in

der Gruppe der Personen, die nicht an Diabetes mellitus litten (rs=-0,183 p=0,039)

In den Gbrigen Untergruppen gab es keine signifikanten Ergebnisse.
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Tabelle 6: Korrelation Patientenalter mit Ausmafd der immunhistochemischen Farbung von Mig im Gefa

Korrelationskoeffizient nach Spearman = rs; Signifikanzwert = p; wenn Schrift fett und kursiv, dann p<0,05 und rs
>0,2 oder <-0,2

Patientenalter Korrelation mit Farbung Mig P Wert
Probandengruppe

alle (n=144) rs=-0,191 p=0,022
Spender (n=83) rs=-0,303 p=0,005
Empfénger (n=61) rs=-0,043 p=0,740
Hypertoniker (n= 82) rs=-0,167 p=0,134
keine Hypertonie (n=62) rs=-0,270 p=0,034
Diabetiker (n=16) rs=0 p=1
keine Diabetiker (n=128) rs=-0,183 p=0,039

4.2.3 Zusammenhang zwischen Auspragung der Arteriosklerose und dem Ausmalf}
der immunhistochemischen Farbung von Mig im arteriellen Gefaf3

Des Weiteren wurde untersucht, inwiefern die Auspragung von Arteriosklerose mit dem

Ausmald der immunhistochemischen Farbung im selben Gefal3 korreliert. Daftir wurde der

Arteriosklerosegrad in drei Untergruppen folgendermal3en aufgeteilt: geringe Auspragung (0

und 1), mittlere Auspragung (2 und 3), hohe Auspragung (4 und 5).

Tabelle 7: Gebildete Gruppierungen des Arteriosklerosegrads

Bezeichnung in der Bedeutung fur das arterielle ~ Zusammengefasste

Korrelationstabelle Gefald Arteriosklerosegrade

niedrig Kein oder nur minimaler Ound1
atherosklerotischer Umbau

mittel Geringer oder mafiger 2und 3
atherosklerotischer Umbau

hoch Mittelgradiger und starker 4und5

atherosklerotischer Umbau
Dies wurde fur das gesamte Patientenkollektiv und fir Spender beziehungsweise
Empfanger, Hypertoniker und Patienten ohne Hypertonie und Diabetiker und Patienten ohne
Diabetes mellitus durchgefiihrt. Bei diesen Betrachtungen wurde kein statistisch signifikantes

Ergebnis gefunden.
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Tabelle 8: Korrelation zwischen Auspragung der Arteriosklerose und Ausmal der Farbung von Mig;

Korrelationskoeffizient nach Spearman = rs; Signifikanzwert = p; wenn Schrift fett und kursiv, dann p<0,05 und rs

>0,2 oder < -0,2

Alle Gruppen
Alle Gruppen
Alle Gruppen
Alle Gruppen
Alle Gruppen

Alle Gruppen
Alle Gruppen

Niedrig
Niedrig
Niedrig
Niedrig
Niedrig

Niedrig
Niedrig

Mittel
Mittel
Mittel
Mittel
Mittel

Mittel
Mittel

Hoch
Hoch
Hoch
Hoch
Hoch

Hoch
Hoch

Alle (n=144)
Spender (n=83)
Empfanger (n=61)
Hypertoniker (n=82)
keine Hypertonie
(n=62)

Diabetiker (n=16)
kein Diabetes
(n=128)

alle (n=47)

Spender (n=22)
Empfanger (n=25)
Hypertoniker (n=29)
keine Hypertonie
(n=18)

Diabetiker (n=5)
kein Diabetes (n=
42)

alle (n=74)

Spender (n=47)
Empfanger (n=27)
Hypertoniker (n=39)
keine Hypertonie
(n=35)

Diabetiker (n=6)
kein Diabetes
(n=68)

alle (n=23)

Spender (n=14)
Empfanger (n=9)
Hypertoniker (n=14)
keine Hypertonie
(n=9)

Diabetiker (n=5)
kein Diabetes
(n=18)

rs=-0,083
rs=-0,152
rs=-0,001
rs=-0,024
rs=-0,179

rs=-0,136
rs=-0,069

rs=0,126
rs=0,243
rs=0,069
rs=0,049
rs=0,356

rs<0,001
rs=0,173

rs=-0,087
rs=-0,178
rs=-0,106
rs=0,088

rs=-0,189

rs=0,548
rs=-0,151

rs=0,063
rs=0,132
rs=-0,192
rs=0,295
rs=-0,106

rs<0,001
rs=0,158

p=0,322
p=0,171
p=0,995
p=0,832
p=0,164

p=0,617
p=0,440

p=0,399
p=0,275
p=0,742
p=0,803
p=0,147

p=1,000
p=0,275

p=0,462
p=0,232
p=0,598
p=0,593
p=0,277

p=0,261
p=0,220

p=0,774
p=0,653
p=0,621
p=0,306
p=0,786

p=1,000
p=0,532

27



4.2.4 Korrelation Ausmald der immunhistochemischen Farbung von Mig im
arteriellen Gefald mit der Auspragung der Arteriosklerose im Gefal
GleichermalRen wie bei 4.2.3 wurde anschlieRend das Ausmaf der Farbung von Mig in
Untergruppen aufgeteilt und mit der Auspragung der Arteriosklerose korreliert. Es wurde eine
Gruppe mit sehr wenig Farbung (0 und 0,5), eine mittlere Gruppe (1 und 1,5) und eine

Gruppe mit starker Farbung (2, 2,5 und 3) gebildet.

Tabelle 9: Gebildete Gruppierungen des Farbegrades

Kaum Farbung Keine/ kaum braun gefarbte 0 und 0,5
Areale der Tunica media

Wenig Farbung wenig braun gefarbte Areale  1und 1,5
der Tunica media

Viel Farbung 30% und mehr der Tunica 2,2,5und 3

Media sind braun gefarbt
Der Zusammenhang wurde wie im vorherigen Kapitel fir das gesamte Probandenkollektiv
und fr nur Spender beziehungsweise nur Empfanger, fir Hypertoniker und Probanden ohne
Hypertonie und Diabetiker und Probanden ohne Diabetes gepriift.
Nur in der Gruppe von >=2, das heil3t die Gruppe, in der sich die Biopsien mit deutlicher
Farbung befanden, konnten statistisch signifikante Korrelationen gefunden werden:
Zum einen bestand ein negativer Zusammenhang zwischen einem hohen Ausmal} der
Farbung und dem Arteriosklerosegrad beim gesamten Patientenkollektiv (rs=-0,345
p=0,005). Das heil3t, wies das Gefal eine starkere Farbung auf, war der Arteriosklerosegrad
eher geringer.
Auch in der Gruppe der Spender konnte ein &hnlicher negativer Zusammenhang festgestellt
werden (rs=-0,344 p=0,046).
Ebenso war es bei den Hypertonikern (rs=-0,395 p=0,009) und bei den Patienten ohne
Diabetes mellitus (rs=-0,372 p=0,004).
Bei den Empfangern war der Korrelationskoeffizient nach Spearman von - 0,343 bei einem
p-Wert von 0,063 nicht signifikant.
In allen anderen gebildeten Gruppen wurde kein signifikantes Ergebnis gefunden.
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Tabelle 10: Korrelation zwischen Ausmald der Farbung von Mig und der Auspragung von Arteriosklerose im

Gefal;

Korrelationskoeffizient nach Spearman = rs; Signifikanzwert = p; wenn Schrift fett und kursiv, dann p<0,05 und rs

>0,2 oder < -0,2

Alle Gruppen
Alle Gruppen
Alle Gruppen
Alle Gruppen
Alle Gruppen

Alle Gruppen
Alle Gruppen

Kaum Farbung
Kaum Farbung
Kaum Farbung
Kaum Farbung
Kaum Farbung

Kaum Farbung
Kaum Farbung
Wenig Farbung
Wenig Farbung
Wenig Farbung
Wenig Farbung
Wenig Farbung

Wenig Farbung
Wenig Farbung
Viel Farbung
Viel Farbung
Viel Farbung
Viel Farbung
Viel Farbung

Viel Farbung
Viel Farbung

Alle (n=144)

Spender (n=83)

Empfanger (n=61)
Hypertoniker (n=82)
keine Hypertonie

(n=62)

Diabetiker (n=16)

kein Diabetes
(n=128)

alle (n=34)
Spender (n=23)

Empfanger (n=11)
Hypertoniker (n=15)
keine Hypertonie

(n=19)
Diabetiker (n=7)

kein Diabetes (n=27)

alle (n=46)
Spender (n=26)

Empfanger (n=20)
Hypertoniker (n=24)
keine Hypertonie

(n=22)
Diabetiker (n=4)

kein Diabetes (n=42)
alle (n=64)
Spender (n=34)
Empfanger (n=30)
Hypertoniker (n=43)
keine Hypertonie

(n=21)
Diabetiker (n=5)

kein Diabetes (n=59)

rs=-0,083
rs=-0,152
rs=-0,001
rs=-0,024
rs=-0,179

rs=-0,136
rs=-0,069

rs=0,082
rs=-0,007
rs=-0,076
rs=0,104
rs=-0,040

rs=-0,244
rs=0,200

rs=-0,142
rs=-0,107
rs=-0,177
rs=-0,144
rs=-0,119

konnte nicht berechnet werden
rs=-0,143
rs=-0,345
rs=-0,344
rs=-0,343
rs=-0,395
rs=-0,210

konnte nicht berechnet werden
rs=-0,372

p=0,322
p=0,171
p=0,995
p=0,832
p=0,164

p=0,617
p=0,440

p=0,646
p=0,975
p=0,825
p=0,713
p=0,871

p=0,598
p=0,316
p=0,347
p=0,101
p=0,454
p=0,502
p=0,596

p=0,367
p=0,005
p=0,046
p=0,063
p=0,009
p=0,360

p=0,004
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4.2.5 Zusammenhang zwischen Auspragung der Arteriosklerose und dem
Probandenalter

Die gleichen Gruppen wie in Tabelle 7 in Kapitel 4.2.3 dargestellt, wurden mit dem
Probandenalter der jeweiligen Gruppe korreliert.

Hier ergab sich eine positive Korrelation zwischen mittlerer Auspragung der Arteriosklerose
(2,3) und Alter bei Untersuchung des gesamten Kollektivs (rs=0,280 p=0,015) und bei den
Spendern (rs=0,421 p=0,003).

In den anderen Untergruppen konnten keine signifikanten Korrelationen gefunden werden.

Tabelle 11: Korrelation zwischen Auspragung der Arteriosklerose und dem Patientenalter;

Korrelationskoeffizient nach Spearman = rs; Signifikanzwert = p; wenn Schrift fett und kursiv, dann p<0,05 und rs

>0,2 oder < -0,2

Alle Gruppen alle (n=144) rs=0,222 p=0,008
Alle Gruppen Spender (n=83) rs=0,387 P<0,001
Alle Gruppen Empfanger (n=61) Rs<0,001 p=0,999
Niedrig alle (n=47) rs=0,071 p=0,634
Niedrig Spender (n=22) rs=0,258 p=0,246
Niedrig Empfanger (n=25) rs=-0,114 p=0,589
Mittel alle (n=74) rs=0,280 p=0,015
Mittel Spender (n=40) rs=0,421 p=0,003
Mittel Empfanger (n=27) rs=0,011 p=0,955
Hoch alle (n=23) rs=-0,055 p=0,802
Hoch Spender (n=14) rs=-0,038 p=0,899
Hoch Empfanger (n=9) rs=-0,458 p=0,215

4.2.6 Zusammenhang zwischen Risikofaktoren und dem Ausmalf3 der

immunhistochemischen Farbung von Mig

Zuletzt wurde noch der Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein/ Nichtvorhandensein

von arterieller Hypertonie beziehungsweise von Diabetes mellitus und dem Ausmal} der

immunhistochemischen Farbung von Mig im arteriellen Gefal3 untersucht.

Hier ergaben sich zwar statistisch signifikante Ergebnisse, allerdings blieb der

Korrelationskoeffizient bei den Hypertonikern unter 0,2 (rs=0,187 p=0,024), somit konnte von

keiner Korrelation gesprochen werden.



Beim Faktor Diabetes bestand eine signifikante negative Korrelation, das heif3t Diabetiker

hatten weniger Mig im Gefal3 als Probanden ohne Diabetes mellitus.

Tabelle 12: Korrelation zwischen Risikofaktor ja/nein und dem Ausmafd der immunhistochemischen Farbung von
Mig;

Korrelationskoeffizient nach Spearman = rs; Signifikanzwert = p; wenn Schrift fett und kursiv, dann p<0,05 und rs
>0,2 oder < -0,2

Arterielle Hypertonie (1=ja, rs=0,187 p=0,024
O=nein) (n=144)
Diabetes mellitus (1=ja, rs=-0,200 p=0,016

0O=nein) (n=144)
4.3 Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)

4.3.1 Einfaktorielle Varianzanalyse Probandenalter — Auspragung der
Arteriosklerose

Fir diesen Test wurde das Probandenkollektiv anhand des Alters in verschiedene

Untergruppen eingeteilt. Als Trennlinien wurden die Alterstertile genutzt, wie sie in Kapitel

4.1 gebildet und beschrieben wurden. Eine Gruppe bestand somit aus den Probanden, die

junger als 47 Jahre alt bei Probenentnahme waren, eine Gruppe bildeten die 47 bis 56

jahrigen und die dritte Gruppe bestand aus den Uber 56 Jahre alten Probanden.

Tabelle 13: Gebildete Alters- Subgruppen anhand der Alterstertile

Unteres Alterstertil Junger als 47 Jahre
Mittleres Alterstertil Zwischen 47 und einschlie3lich 56 Jahre alt
Oberes Alterstertil Alter als 56 Jahre

Die einfaktorielle Varianzanalyse zwischen dem Faktor Altersgruppe und der abhangigen
Variablen Auspragung der Arteriosklerose (Arteriosklerosegrad) war signifikant (p=0,019).
Im Post hoc Test nach Bonferroni ergab sich ein signifikanter Mittelwertunterschied von
0,917 (SD: 0,323; p=0,016) zwischen der Gruppe der unter 47jahrigen (Mittelwert von 1,50)
und der Gruppe der Uber 56jahrigen (Mittelwert von 2,42).

Das heil3t, das Tertil der &ltesten Patienten weil3t signifikant mehr Arteriosklerose im

arteriellen Gefald auf als das Tertil der jiingsten Patienten.
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4.3.2 Einfaktorielle Varianzanalyse Probandenalter — Ausmalf3 der
immunhistochemischen Anfarbung von Mig

Die einfaktorielle Varianzanalyse zwischen dem Faktor Altersgruppe (Gruppeneinteilung wie

bei 4.3.1 beschrieben) und der abhéngigen Variable Ausmalf3 der Farbung von Mig war nicht

signifikant (p=0,079).

Der post hoc Test nach Bonferroni zeigte einen Mittelwertunterschied von 0,410 (SD:

0,1802) zwischen der Gruppe der unter 47jahrigen, welche mehr Farbung hatten, und der

Gruppe der Uber 56jahrigen. Dieser Unterschied war bei einem p-Wert von 0,073 jedoch

nicht signifikant.

4.3.3 Einfaktorielle Varianzanalyse: Gruppen Auspragung der Arteriosklerose —
Ausmal’ der immunhistochemischen Farbung von Mig

Fir diesen statistischen Test wurde die Variable Arteriosklerosegrad wie in Kapitel 4.2.3 in

Untergruppen (dargestellt in Tabelle 7) eingeteilt.

Hierbei wurde nachgeprift, ob es einen signifikanten Mittelwertunterschied bei der Farbung

von Mig zwischen den unterschiedlich starken Auspragungen der Arteriosklerose gab. Das

Ergebnis war, dass dies nicht der Fall ist. (p= 0,508).

4.3.4 Einfaktorielle Varianzanalyse Gruppen Ausmalf3 der immunhistochemischen
Farbung von Mig — Auspragung der Arteriosklerose

Wie in der vorherigen Varianzanalyse wurden auch bei diesem Test schon vorher

beschriebene Gruppen verwendet. In diesem Fall die gebildeten Untergruppen aus Kapitel

4.2.4 der Farbung von Mig (siehe auch Tabelle 9).

Es wurde untersucht, ob sich die Mittelwerte des Arteriosklerosegrads innerhalb dieser

Gruppen signifikant voneinander unterscheiden. Auch in diesem Fall war das Ergebnis nicht

statistisch signifikant (p= 0,836).
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4.4 T-Test flir unabhangige Stichproben

4.4.1 T-Test fur unabhangige Stichproben mit Gruppierungsvariable Alter und
Testvariable Arteriosklerosegrad

Zunachst wurde im T-Test untersucht, ob es einen signifikanten Mittelwertunterschied des
Arteriosklerosegrads zwischen verschiedenen Altersgruppen gibt. Als Trennwerte wurden
zum einen der Altersmittelwert genommen, zum anderen die Alterstertile. Diese
Betrachtungen wurden fiir das gesamte Patientenkollektiv sowie fir Spender und Empféanger

durchgefihrt.

Tabelle 14: Einteilung des gesamten Probandenkollektivs sowie von Spender und Empfanger in Alterstertile

Unteres Alterstertil Junger als 47 Jahre  Jinger als 47 Jahre  Jinger als 49 Jahre

Mittleres Alterstertil Zwischen 47 und 56  Zwischen 47 und 56  Zwischen 49 und 58
Jahre alt Jahre alt Jahre alt

Oberes Alterstertil Alter als 56 Jahre Alter als 56 Jahre Alter als 58 Jahre

Altersmittelwert 50 Jahre 49 Jahre 52 Jahre

4.4.1.1 Betrachtung des gesamten Probandenkollektivs

Im gesamten Probandenkollektiv ergab sich ein signifikanter Mittelwertunterschied nur bei
einem Trennwert von 56 Jahren. Der p- Wert betrug 0,034, die Mittelwertdifferenz 0,579 (SD:
0,271). Das bedeutet, dass der Arteriosklerosegrad des oberen Alterstertil signifikant héher
ist als der der beiden unteren Alterstertile.

4.4.1.2 Betrachtung der Spender

Bei den Spendern konnten signifikante Mittelwertunterschiede bei einem Trennwert von 49
Jahren (Altersmittelwert) und einem Trennwert von 47 Jahren (unteres Alterstertil gegen
obere zwei Alterstertile) gefunden werden.

Beim Altersmittelwert betrug der p- Wert 0,014 und die Mittelwertdifferenz 0,836 (SD: 0,334).
Beim Trennwert von 47 Jahren war der p-Wert gleich 0,005 und die Differenz betrug 1,112
(SD: 0,384).

Bei einem Trennwert von 56 Jahren war die Mittelwertdifferenz von 0,700 (SD: 0,386) bei
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einem p-Wert von 0,074 nicht signifikant.

Auch hier ist also festzuhalten, dass sowohl beim Altersmittelwert als auch bei einer
Trennung zwischen unterem Altersdrittel und oberen zwei Altersdrittel der
Arteriosklerosegrad bei den éalteren Altersgruppen signifikant hoher ist als bei den jiingeren
Gruppen.

4.4.1.3 Betrachtung der Empfénger

In der Gruppe der Empfanger waren keine signifikanten Mittelwertunterschiede festzustellen.

4.4.2 T-Test fur unverbundene Stichproben mit Gruppierungsvariable Alter und
Testvariable Ausmalf3 der immunhistochemischen Farbung von Mig

Ahnlich wie in Kapitel 4.4.1 wurden nun die Mittelwertunterschiede von der Farbung von Mig

in den verschiedenen Altersgruppen (s. Tabelle 14, Kapitel 4.4.1) Giberprift. Dies geschah

wieder fir das gesamte Probandenkollektiv sowie flr Spender beziehungsweise fir

Empfanger.

4.4.2.1 Betrachtung des gesamten Probandenkollektivs

Im gesamten Probandenkollektiv war der Mittelwertunterschied bei einem Trennwert von 50

Jahren (Altersmittelwert) und einem Trennwert von 47 Jahren statistisch signifikant.

Die Mittelwertdifferenz bei 50 Jahren betrug -0,4653 (Standardabweichung 0,1436) mit

einem p-Wert von 0,001. Die Differenz ist deshalb negativ, da die Gruppe mit dem héheren

Altersdurchschnitt (alter als oder gleich 50 Jahre) einen geringeren Farbegrad (1,267)

vorweist als die Gruppe mit dem niedrigeren Altersschnitt (junger als 50 Jahre; Farbegrad:

1,733).

Ebenso verhalt es sich mit der Gruppierung Uber/gleich 47 und unter 47 Jahren

(Mittelwertdifferenz: -0,3105 Standardabweichung: 0,1563 p=0,049) und der Gruppierung

Uber/gleich 56 Jahre und unter 56 Jahre (Mittelwertdifferenz: -0,3207 Standardabweichung:

0,1496 p=0,034).
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die untersuchten GefalRe der unter 47-
jahren bzw. der unter 50-jahrigen und der unter 56-jahrigen signifikant mehr Mig aufwiesen
als die der alteren Probanden.

4.4.2.2 Betrachtung der Spender

Bei den Spendern ergab sich ein signifikanter Mittelwertunterschied in allen drei
Gruppierungen. Bei der Aufteilung juinger und alter als der Altersmittelwert 49 Jahre zeigte
sich eine Differenz von -0,7172 (SD: 0,1752). Der p- Wert war 0,000.

Beim Trennwert 47 Jahre wurde ein Mittelwertunterschied von -0,5265 (SD: 0,1950) mit
einem p- Wert von 0,008 gefunden.

Die Gruppierung untere zwei Altersdrittel gegen oberes Altersdrittel (Trennwert 56 Jahre)
zeigte eine signifikante Mittelwertdifferenz von -0,4740 (SD: 0,1947; p=0,017).

Auch im Kollektiv der Spender war das Ausmalfd der immunhistochemischen Farbung in den

untersuchten arteriellen GefalRen also in jingeren Jahren groRRer als bei alteren Patienten.
4.4.2.3 Betrachtung der Empfénger

In der Gruppe der Empfanger zeigten sich keine signifikanten Mittelwertunterschiede

zwischen den untersuchten Gruppen.
4.4.3 T-Test fur unverbundene Stichproben mit Gruppierungsvariable Ausmal der
immunhistochemischen Farbung von Mig und Testvariable

Arteriosklerosegrad
Ahnlich wie bei der einfaktoriellen Varianzanalyse wurden nun auch im T-Test Gruppen von
der Variablen Farbung von Mig gebildet. Einmal mit dem Trennwert 1, das heif3t in einer
Gruppe waren alle Patienten, deren Gefal3schnitte keine oder nur sehr wenig Farbung
aufgewiesen haben, in der anderen Gruppe waren die Patienten, bei denen definitiv
Abschnitte angefarbt waren. Zwischen diesen beiden Gruppen gab es jedoch keinen
signifikanten Unterschied bei der Auspragung der Arteriosklerose.
Anders verhielt es sich beim Trennwert 2,1. Eine Gruppe wurde also aus den Patienten

gebildet, bei denen sehr grol3e Teile des Gefalies angefarbt worden waren, die andere
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Gruppe bestand aus Patienten mit keiner, wenig oder mittlerer Farbung. Hier wurde ein

Mittelwertunterschied von -0,835 (Standardabweichung: 0,341) mit einem p-Wert von 0,016

gefunden.

Das bedeutet, dass die Gruppe mit deutlicher Farbung (2,5 und 3) signifikant weniger stark

ausgepragte Arteriosklerose im Gefaf3 hatte als die andere Gruppe.

4.4.4 T-Test fur unverbundene Stichproben mit Gruppierungsvariable
Spender/Empfanger und Testvariable Arteriosklerosegrad

AulRerdem wurde Uberprift, ob es signifikante Mittelwertunterschiede bei der Auspragung

der Arteriosklerose zwischen Spender und Empfanger gab. Dies wurde einerseits flr alle

Altersgruppen gemeinsam und andererseits fir jede Altersgruppe einzeln durchgefihrt.

In den Gruppen gesamtes Probandenkollektiv, Probanden unter 47 Jahre und Probanden

Uber 56 Jahre konnte kein signifikanter Unterschied gefunden werden.

In der Gruppe der 47 bis 56-Jahrigen war es jedoch so, dass bei den Spendern der

Mittelwert um 0,830 (Standardabweichung: 0,403) héher war als bei den Empfangern

(p=0,045). Gefalle der Spender dieser Altersgruppe wiesen also mehr atherosklerotischen

Umbau auf als die der Empféanger.

4.4.5 T-Test fur unverbundene Stichproben mit Gruppierungsvariable
Spender/Empfanger und Testvariable Ausmald der immunhistochemischen
Farbung von Mig

Wie im vorherigen Kapitel wurde tberprift, ob es signifikante Mittelwertunterschiede
zwischen Spender und Empféanger gab, dieses Mal jedoch fur die Testvariable Ausmalf3 der
Farbung von Mig. Auch hier wurde zuerst das gesamte Kollektiv Gberprift und anschlieRend
in Altersgruppen aufgeteilt.

Jedoch konnte in keiner der gebildeten Gruppen ein signifikanter Unterschied festgestellt

werden.
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In der Altersgruppe 57 Jahre und alter betrug die Mittelwertdifferenz 0,3958 (der Mig Wert

war bei den Spendern niedriger als bei den Empfangern) mit einer Standardabweichung von

0,2336 und einem p Wert von 0,097.

4.4.6 T- Test fur unverbundene Stichproben mit Gruppierungsvariable Risikofaktor
(ja/nein) und Testvariable Ausmal3 der immunhistochemischen Farbung von
Mig

Zuletzt wurde untersucht, ob ein Mittelwertunterschied bei dem Ausmalf der Farbung von

Mig zwischen Patienten mit einem bestimmten Risikofaktor und Patienten ohne diesen

Risikofaktor bestand.

4.4.6.1 Risikofaktor Arterielle Hypertonie

Fur den Risikofaktor Arterielle Hypertonie ergab sich eine Mittelwertdifferenz von 0,3463 mit

einer Standardabweichung von 0,1440 und einem p- Wert von 0,018. Die Gruppe der Proben

der Probanden mit arterieller Hypertonie hatte also ein signifikant grof3eres Ausmaf an Mig-

Farbung als bei Probanden ohne Bluthochdruck.

4.4.6.2 Risikofaktor Diabetes mellitus

Bei der Gruppe der Proben der Probanden mit Diabetes mellitus im Vergleich zu denen von

Probanden ohne Diabetes mellitus zeigte sich ein kontrares Bild. Der Mittelwertunterschied

betrug -0,5714 mit einer Standardabweichung von 0,2273, der p- Wert 0,013. Hier wurde

also festgestellt, dass Diabetiker signifikant weniger Farbung von Mig in ihren arteriellen

Gefallen aufzeigen als Nicht- Diabetiker.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die statistische Analyse der erhobenen Daten ergab, dass bei den untersuchten 144
Gefallbiopsien von 129 Probanden eine positive Korrelation zwischen Alter und Auspragung
der Arteriosklerose im gesamten Kollektiv, sowie in den Subgruppen Spender, Probanden
ohne Hypertonie und Probanden ohne Diabetes mellitus bestand. Auch in der einfaktoriellen
Varianzanalyse ergab sich ein signifikanter Mittelwertunterschied zwischen dem jingsten
(junger als 47 Jahre) und dem altesten (alter als 57) Drittel. Der Arteriosklerosegrad war bei
den alteren deutlich hther. Die gleiche Tendenz war bei der Bestimmung von
Mittelwertunterschieden im T-Test festzustellen. Im gesamten Kollektiv sowie bei den
Spendern ergaben sich signifikante Mittelwertunterschiede zwischen alteren und jiingeren
Probanden.

Keine statistisch signifikante Korrelation bestand zwischen der Starke der Auspragung der
Arteriosklerose und dem Ausmaf der immunhistochemischen Farbung des Chemokins
Mig/Cxcl9. Dies galt fir das gesamte Probandenkollektiv sowie flir gebildete Subgruppen
(Spender, Empfanger, Hypertoniker, Patienten ohne Hypertonie, Diabetiker, Patienten ohne
Diabetes). Auch in der einfaktoriellen Varianzanalyse konnte kein signifikanter Unterschied
beim Ausmalf? der Farbung zwischen Gruppen mit unterschiedlich starken Auspragungen in
der Arteriosklerose gefunden werden.

Bei der Betrachtung, ob ein Zusammenhang zwischen starker beziehungsweise schwacher
Farbung und dem Ausmal’ der Arteriosklerose bestand, wurde im gesamten Kollektiv sowie
in den Subgruppen Spender, Hypertoniker und Patienten ohne Diabetes ein negativer
Zusammenhang zwischen groRem Ausmald der Farbung und dem Arteriosklerosegrad
festgestellt. Wenn also grol3e Teile des GefalRes gefarbt worden waren, war der
arteriosklerotische Umbau eher gering. Dies bestatigte sich auch im T-Test, im gesamten

Kollektiv war bei einem Trennwert von 2,1 der Mittelwert des Arteriosklerosegrads bei den
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Biopsien mit der geringeren Farbung signifikant hdher als bei denen mit ausgepragter
Farbung.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass in den Subgruppen Spender und Probanden
ohne Hypertonie ein hoherer Farbegrad mit niedrigerem Patientenalter zusammenhing.
Ahnliches ergab sich auch im T-Test, beim gesamten Patientenkollektiv war der Farbe-
Mittelwert der jingeren Halfte (unter 50 Jahren) deutlich héher als der der alteren Halfte.
Zuletzt konnte noch gezeigt werden, dass es deutliche Mittelwertunterschiede beim Ausmaf}
der immunhistochemischen Farbung zwischen Probanden mit und ohne Risikofaktor gab.
Hypertoniker hatten deutlich mehr Mig im Gefal3 als Probanden ohne Hypertonie. Im
Gegensatz dazu konnte bei Diabetikern signifikant weniger Farbung festgestellt werden als

bei Probanden ohne Diabetes.
5.2 Atherosklerose und Alter

Die statistische Auswertung ergab, dass ein hoheres Lebensalter mit ausgepragteren
atherosklerotischen Lasionen einhergeht, ebenso wie Gefal3e jlingerer Patienten weniger
atherosklerotischen Umbau zeigen. Dieses Ergebnis konnte bei Untersuchungen des
gesamten Patientenkollektivs festgestellt werden, besonders deutlich aber wurde es bei den
Subgruppen Organspender, Patienten ohne arterielle Hypertonie und Patienten ohne
Diabetes mellitus. Das heil3t besonders die Patientengruppen mit weniger Komorbiditaten
wiesen eine altersabhangige Vermehrung von Atherosklerose auf.

Das Ergebnis, dass atherosklerotische Lasionen mit steigendem Alter zunehmen, deckt sich
mit den Resultaten vieler anderer Studien. So zeigten Velican und Velican bereits 1983
durch die Untersuchung von Koronararterien von bei Unféllen ums Leben gekommener
Menschen zwischen 16 und 45 Jahren unter einem Lichtmikroskop, dass atherosklerotische
Lasionen sich mit steigendem Alter vermehrten beziehungsweise vermehrt auftraten (Velican
& Velican, 1983). Auch in Japan wurden von Okumiya, Tanaka, Ueda und Omae 1985 281
obduzierten Menschen im Alter von 40 Jahren und mehr die Koronararterien untersucht und
festgestellt, dass es ein altersabhangiges Voranschreiten atherosklerotischer Lasionen gab.

In diesem Fall wurde als Maf3 der Auspragung das Ausmal der luminalen Stenose
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genommen (Okumiya, Tanaka, Ueda, & Omae, 1985). Zhdanov, Sternby, Vikhert und
Galakhov untersuchten Biopsien der Aorta abdominalis von obduzierten Mannern und
konnten signifikante Unterschiede, die Verbreitung intimaler Lasionen betreffend, zwischen
den Altersgruppen 40 bis 49 und 50 bis 59 Jahre feststellen (Zhdanov, Sternby, Vikhert, &
Galakhov, 1999). Auch Studien, die mit Hilfe von B- Mode Ultraschall atherosklerotische
Lasionen in den Karotiden untersuchten, konnten einen positiven Zusammenhang zwischen
Patientenalter und Ausmal3 der Atherosklerose nachweisen (Ebrahim et al., 1999; Hillen et
al., 2000; Prati et al., 1992). Tribouilloy et al konnten mit Hilfe transésophagealer
Echokardiografie (TEE) zeigen, dass auch in der Aorta das Ausmalf3 von Arteriosklerose
positiv mit dem Alter korreliert (Tribouilloy, Peltier, Andrejak, Rey, & Lesbre, 1998). Auch
wenn in den genannten Verdffentlichungen meist Koronararterien und Karotiden und nicht
Aorta, lliakalgefal3e und Nierenarterien untersucht wurden, sind sie dennoch ein Hinweis auf
die Vergleichbarkeit der Ergebnisse dieser Arbeit mit anderen Untersuchungen. Dass die
Korrelation in den Subgruppen Organspender, Patienten ohne Hypertonie und Patienten
ohne Diabetes mellitus hoéher sind, konnte darauf zurtickzufiihren sein, dass diese Gruppen
mehr einem Querschnitt durch alle Bevolkerungsgruppen entsprechen als multimorbide
nephrologische Patienten, die mitunter schon Jahre dialysiert wurden. Somit sind besonders
diese Untergruppen, aber auch die Gesamtheit des Kollektivs in dieser Dissertation durchaus
mit anderen Studien vergleichbar, obwohl die Auswahl der Patienten scheinbar unwillkdrlich,

nur durch das Vorhandensein arterieller Gefal3biopsien geschah.
5.3 Statl/ Mig und Atherosklerose

Die Hypothese, dass ein weiter fortgeschrittener atherosklerotischer Umbau mit vermehrter
Produktion von Mig einhergeht, konnte nicht bestatigt werden. Die statistische Auswertung
ergab, dass in GefalRen mit weniger ausgepragter Atherosklerose Mig starker exprimiert wird
als in stark atherosklerotischen Gefafl3en. In anderen Verdéffentlichungen wurde gezeigt, dass
in atheroskleotischen Plagues mehr Mig nachgewiesen werden konnte als in Kontrollen. So
konnten (Sikorski et al., 2014) zeigen, dass in menschlichen Karotiden und Koronararterien

verschiedene proinflammatorische Gene, darunter die von Mig, hochreguliert waren. Auch
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(Mach et al., 1999) und (Chmielewski et al., 2014) zeigten mit Hilfe von Immunhistochemie,
dass Mig auf mit dem atherosklerotischen Plaque assoziierten Zellen vermehrt exprimiert
wird. Bezogen auf Statl wurde vor allem an Statl knock-out Mausen und Méausen/ Ratten,
bei welchen Statl gehemmt wurde, demonstriert, dass atherosklerotischer Umbau auch
Statl abhangig ist (siehe unter anderem (Agrawal et al., 2007; Lim et al., 2008; Torella et al.,
2007)). Aufgrund dieser Erkenntnisse bestand die Vermutung, dass eine vermehrte
Exprimierung von Mig in direktem Zusammenhang mit weiter fortgeschrittenen
atherosklerotischen Lasionen gesehen werden kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten
eher darauf hin, dass die vermehrte Exprimierung von Mig, wenn sie im Zusammenhang mit
Atherosklerose betrachtet wird, zu Beginn der Plaquebildung besteht und im weiteren Verlauf
eher abnimmt.

Auch in den gebildeten Subgruppen konnte die Haupthypothese nicht bestétigt werden.
Signifikante Ergebnisse bei Spendern, Hypertonikern und Patienten ohne Diabetes mellitus
zeigten die gleichen Tendenzen wie die Resultate im gesamten Patientenkollektiv.

Auf Grund dieser Ergebnisse kann auch festgestellt werden, dass die Statl Aktivitat,
wenigstens was die Induktion von Mig betrifft, nicht im Verlauf der Pathogenese der
Atherosklerose zunimmt.

Ein Grund dafur, dass die Hypothese, die besagt, dass mehr atherosklerotischer Umbau im
Gefall mehr Statl Aktivitat und mehr Mig mit sich bringt, in dieser Arbeit nicht bestétigt
wurde, kénnte sein, dass die meiste Forschung, Interferon gamma, Statl und Mig betreffend,
in vitro und am Tiermodell stattgefunden hat. Die Lebensdauer zum Beispiel einer Maus ist
sehr viel kiirzer als die des Menschen und da Arteriosklerose eine Krankheit ist, die sich tber
Lebensjahrzehnte entwickeln kann, ist das Mausmodell vielleicht nicht das geeignetste. Des
Weiteren konnte es sein, und die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Statl
Aktivitdt und die Exprimierung von Mig vor allem zu Beginn der L&sionsbildung vermehrt ist.
Es besteht also die Mdglichkeit, dass die proinflammatorischen Wirkungen des Chemokins
besonders fir die Initiation und ersten Schritte der Atherosklerosebildung wichtig sind.

Hinweise darauf gibt es auch bei der Veroffentlichung von (Veillard et al., 2005). Hier wurde
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festgestellt, dass mit der Deletion des Cxc Rezeptor 3 nur in friihen atherosklerotischen
Lasionen eine verminderte Plaquebildung einhergeht, nicht aber in fortgeschritteneren
Lasionen.

AulRerdem muss beachtet werden, dass in der vorliegenden Analyse nur die Zellen der
Tunica media, also vorwiegend glatte Gefalimuskelzellen betrachtet wurden. Nachfolgende
Untersuchungen sollten sich also noch mit anderen Teilen von humanen arteriellen Gefal3en,
wie Endothel oder Adventitia befassen, um herauszufinden, ob auch in diesen Teilen der

Arterienwand ahnliches festgestellt werden kann.
5.4 Statl/ Mig und Alter

Bei der statistischen Auswertung fiel auf, dass vor allem beim Kollektiv der Spender, aber
auch im gesamten Patientenkollektiv bei alteren Personen signifikant weniger
immunhistochemische Farbung im Gefal gefunden wurde als bei jingeren Personen
(Trennwert Altersmittelwert). Weniger Mig in den Zellen kdnnte fir eine weniger ausgepragte
Immunreaktion sprechen. Es ist bekannt, dass hoheres Alter mit einer erhdhten
Infektanfalligkeit einhergeht (Powers, 1994; Treanor & Falsey, 1999). Dies wird unter
anderem auf Verminderungen des T Zell Rezeptor Angebots aufgrund der altersbedingten
Involution des Thymus (Kohler et al., 2005) und verminderte Telomeraseaktivitat in
Untergruppen der Lymphozyten (Marinova, Han, & Zheng, 2005) zurtickgefihrt.

Inwiefern sich das Altern aber auf Thl- Zellen und Interferon gamma auswirkt, ist noch nicht
abschliel3end geklart, die Daten zu diesem Thema sind widerspriichlich. Es wurde ein
altersabhangiger Ruckgang der Produktion von IFNy durch Leukozyten in Menschen und
Tieren festgestellt (Mascarucci et al., 2001; Murasko & Goonewardene, 1990; Rink, Cakman,
& Kirchner, 1998; Simioni, Costa, & Tamashiro, 2007), jedoch wurde auch von einer
gleichbleibenden Aktivitat der Interferon gamma Ausschiittung (Bektas et al., 2013) und auch
von einer Steigerung (Born et al., 1995) berichtet. Da Mig aber ausschlief3lich durch
Interferon gamma induziert wird und in dieser Arbeit das Vorkommen von Mig in den Zellen
mit dem Alter der Patienten abnahm, deuten die Daten eher darauf hin, dass auch die

Interferon gamma Produktion im Alter eher abnimmit.
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5.5 Statl/ Mig und arterielle Hypertonie

Bei der Uberprifung, ob es signifikante Unterschiede im Mig Aufkommen in GefaRen von
Hypertonikern und Patienten ohne arterielle Hypertonie gab, fiel auf, dass bei Hypertonikern
die GefalRe mehr Farbung aufwiesen. Auch wenn es kaum Daten von Mig in Zusammenhang
mit arterieller Hypertonie gibt, deutet zum aktuellen Zeitpunkt vieles darauf hin, dass
arterielle Hypertonie mit einer verstarkten Entziindungsreaktion einhergeht. So zeigten
(Guzik et al., 2007), dass die Induktion von Bluthochdruck durch Angiotensin 2 von T Zellen
abhangig ist. Angiotensin 2 ist ein stark hyperton wirkendes Hormon (Timmermans et al.,
1993), das im Renin- Angiotensin- Aldosteron System (RAAS) wirkt. Au3erdem stimulieren
dendritische Zellen hypertensiver Mause T Zellen zur Differenzierung in einen
proinflammatorischen Phanotyp, so dass diese unter anderem vermehrt Interferon gamma
produzieren (Kirabo et al., 2014). Eine Theorie von (Harrison et al., 2011) besagt, dass eine
anfangliche, leichte Hypertension (Préahypertension), Entziindungsreaktionen hervorruft,
welche den Bluthochdruck verschlimmern und manifestieren. Somit stiitzt das Ergebnis
dieser Arbeit, dass in GefalRzellen hypertoner Patienten mehr Mig und somit mehr
entziindliche Aktivitat gefunden wurde, die zuvor erwahnten Erkenntnisse.

Und auch eine andere Theorie zur Wirkungsweise von Angiotensin 2 ist mit den in dieser
Arbeit gefundenen Erkenntnissen in Einklang zu bringen. (Marrero et al., 1995) legten dar,
dass Angiotensin 2 in glatten Gefa3muskelzellen tGber Bindung an den Angiotensinrezeptor 1
(AT1 Rezeptor) direkt die Phosphorylierung von Jak und Statl und Stat2 induziert. Die
Hemmung von Statl flhrte zu einer Aufhebung der so induzierten Proliferation glatter
Muskelzellen (Marrero et al., 1997). Da Mig Statl abhangig induziert wird, kdnnte auch
dieser Signalweg die vermehrte Expression von Mig bei Hypertonikern im Vergleich zu

Patienten ohne Bluthochdruck erklaren.

5.6 Statl/ Mig und Diabetes

Bei den Diabetikern stellte sich heraus, dass bei ihnen signifikant weniger Mig in den
Gefalien exprimiert war als bei Nicht- Diabetikern. Zu dem Zusammenhang zwischen der

Expression von Mig oder Statl in arteriellen Gefal3en von Diabetikern ist nicht viel
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veroffentlicht, jedoch gibt es einige Publikationen zum Zusammenhang zwischen Statl und
Diabetes in nephropathischen Nieren. (Berthier et al., 2009) untersuchten, inwiefern sich die
Regulierung des Jak/ Statl Signalwegs in humanen Nieren mit diabetischer Nephropathie im
frihen und im fortgeschrittenen Stadium im Vergleich zu Kontrollen unterscheidet. Dies
geschah an Zellen des Tubulointerstitiums und der Glomerula. Es konnte gezeigt werden,
dass im Glomerulum, der Teil der Niere, der am ehesten mit GefalRen vergleichbar ist, da viel
Endothel vorhanden ist, der Statl Signalweg im fortgeschrittenen Stadium der diabetischen
Nephropathie im Vergleich zu Kontrollen herunterreguliert war. Im Tubulointerstitium war
Statl bei fortgeschrittener Nephropathie hochreguliert. Allerdings gibt es auch Studien, in
denen Hyperglykadmie als starker Induktor von Statl beschrieben wird. In Nieren von Ratten
mit diabetischer Nephropathie (Banes et al., 2004), sowie auch in kultivierten glatten
GefalBmuskelzellen von Ratten Gber Angiotensin 2 (Amiri et al., 1999) und in kultivierten
Fibroblasten von Ratten (Dai et al., 2013) wurde eine Glukose- abhangige Steigerung der
Phosphorylierung von Statl festgestellt. Die Erkenntnisse dieser Arbeit, die an humanen
Zellen gefunden wurden, sprechen jedoch mehr dafiir, dass Statl beim Diabetiker im
Vergleich zu Patienten ohne Diabetes wenigstens in arteriellen Gefalien weniger exprimiert

wird.
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6 Zusammenfassung

Das Thema der vorliegenden Arbeit lautet Statl bei Atherosklerose. Sie beschaftigt sich mit
der Fragestellung, ob die Exprimierung des Chemokins Mig, auch bekannt als Cxcl9, in stark
atherosklerotisch umgebauten menschlichen Arterien signifikant ausgepréagter ist als in
Gesunden beziehungsweise nur schwach atherosklerotisch umgebauten. Und somit mit der
Frage, ob der Statl Signalweg in Verbindung mit Interferon gamma und der Exprimierung
von Mig eine Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose spielt.

Hierfir wurden Schnitte menschlicher Arterien mittels Immunhistochemie mit der LSAB
Methode mit einem polyklonalem Anti- Mig Antikdrper gefarbt und anschlieend unter dem
Mikroskop semiquantitativ beurteilt und einem Wert von Null (keine immunhistochemische
Farbung sichtbar) bis Drei (mehr als 70% der Zellen sind immunhistochemisch angefarbt)
zugeteilt. Des Weiteren wurden die bereits in den Patientenakten vorliegenden Befunde der
Gefalzbiopsien so kategorisiert, dass Null kein pathologischer Befund und Funf einen
hochgradigen atherosklerotischen Umbau des Gefal3es beschrieb.

Die statistische Auswertung ergab, dass ein hoheres Alter, vor allem der eher gesunden
Probanden ohne kardiovaskulare Risikofaktoren, mit einem mehr ausgepragten
atherosklerotischen Umbau der arteriellen Gefal3e einherging. Dieses Ergebnis zeigt, dass
das ausgewahlte Probandenkollektiv mit der Grundgesamtheit vergleichbar ist.

Darlber hinaus konnte die Hypothese der Arbeit, dass in stark umgebauten Arterien die
Expression von Mig hoher ist als in gestinderen Gefal3en, nicht bestatigt werden. Es ergaben
sich statistisch signifikante Hinweise, dass Mig in nur leicht atherosklerotisch umgebauten
Gefal3en deutlich starker exprimiert wird, als in Arterien mit hochgradig pathologischem
Befund. Da die meisten Vero6ffentlichungen, die Fakten zugunsten der Ursprungshypothese
liefern, GrofR3teils Tierpraparate verwendeten, konnen die Ergebnisse dieser Arbeit ein
Hinweis darauf sein, dass die Mechanismen der Pathogenese der Atherosklerose beim
Menschen andere sind beziehungsweise nicht in gleichem Ausmal’ eine Rolle spielen wie

das bei anderen Spezies der Fall ist.
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