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1. Einleitung

Der Schlaganfall ist einer der haufigsten lebensbedrohenden neurologischen Er-
krankungen der westlichen Industrielander. Laut der Todesursachenstatistik des stati-
stischen Bundesamtes dieser Lander steht der Schlaganfall nach den malignen Erkran-

kungen und den ischamischen Herzerkrankungen an dritter Stelle.

1.1 Epidemiologie zerebraler Durchblutungsstérungen

Nach Angaben des Erlanger Schlaganfallregisters (Stand 01.06.2005) betragt die
jahrliche Schlaganfallinzidenz in der Gesamtbevolkerung in der BRD 182 / 100.000
Einwohner. Hochgerechnet bedeutet dies, dass sich in Deutschland unter 82,5 Millio-
nen Einwohnern rund 150.000 neue Schlaganfalle jahrlich ereignen. Zu den neu aufge-
tretenen Fallen missen zusatzlich noch rund 15.000 Rezidivfalle innerhalb des ersten
Jahres hinzugezahlt werden. Demnach ereignen sich in Deutschland insgesamt rund
165.000 Schlaganfalle jahrlich. Manner sind haufiger von einem Schlaganfall betroffen
als Frauen. Die Schlaganfall bedingte Mortalitat liegt bei 37% innerhalb des ersten Jah-
res nach dem Ereignis. Dies hat zur Konsequenz, dass von 165.000 Schlaganfallpatien-
ten rund 66.000 innerhalb des ersten Jahres sterben.

Von den rund 100.000 Schlaganfallpatienten, die das erste Jahr lGberleben, sind
insgesamt 64.000 pflegebedurftig und auf fremde Hilfe angewiesen, 15% missen am
Ende des ersten Jahres in Pflegeeinrichtungen versorgt werden. Damit beansprucht der
Schlaganfall bereits betrachtliche Summen des Gesundheits-Etats (65). Wirft man einen
Blick auf den zuklnftigen Entwicklungsprozess bezliglich der Altersverschiebung in
unserer Gesellschaft, so zeichnet sich eine bedenkliche Prognose ab. Angenommen
die Schlaganfallinzidenz bliebe bis zum Jahr 2050 ungefahr konstant, kdme es zu ei-
nem Anstieg von derzeit 24% auf 38% der Gesamtbevdlkerung. Die damit einherge-

hende finanzielle Mehrbelastung fir unser Gesundheitssystem ware enorm.



1.2 Definition und Atiologie der Carotisstenose sowie deren klinische Auswir-

kungen

Die Carotisstenose ist eine Erkrankung der zweiten Lebenshalfte. Die Pravalenz
relevanter Stenosen liegt in der alteren Bevolkerung bei 3%, dabei entsteht die Veren-
gungen der extracraniellen A. carotis interna (,Carotisstenose®) in >90% der Falle arte-
riosklerotisch. Bevorzugte Lokalisationen sind der Carotisbulbus und der Abgangsbe-
reich der A. carotis interna. Seltene Ursachen extracranieller Carotisstenosen sind die
fibromuskulare Dysplasie (FMD), Carotisdissektionen, radiogene Carotislasionen und
hohergradige Rezidivstenosen nach zuvor erfolgter operativer Carotisdesobliteration.
Risikofaktoren sind ein hoheres Lebensalter, arterielle Hypertonie, Nikotinabusus und
Hyperlipoproteinamie.

Bei vielen Patienten zeigen sich Verengungen der Halsschlagader haufig zu-
nachst asymptomatisch, werden aber vielfach sympomatisch im Sinne von transitorisch
ischamischen Attacken oder permanenten Schlaganfallen, welche in ca. 40% der Falle
tédlich verlaufen (72).

1.2.1 Stadieneinteilung extrakranieller Carotisstenosen

Traditionell wurden in Deutschland Carotisstenosen nach der Vollmar Klassifika-
tion eingeteilt. Diese orientiert sich an der klinischen Symptomatik im ipsilateralen
Stromgebiet der jeweiligen Carotisstenose (112). 1998 wurde diese Klassifikation durch
die DGG Uberarbeitet und modifiziert. Diese vereinfachte Stadieneinteilung der Carotis-
stenosen war daraufhin im deutschsprachigen Raum als Leitlinie gultig (29).

Zunehmend aufkommende Fragestellungen im klinischen Alltag erforderten eine
erneute Uberarbeitung der Klassifikation extrakranieller Carotisstenosen. Dabei wurde
insbesondere Wert gelegt auf eine exakte zeitliche Definition einer asymptomatischen
Stenose, eine Differenzierung der reversiblen Ischamie, die exaktere Quantifizierung
eines zum Operationszeitpunkt noch bestehenden neurologischen Defizits und eine
klare Definition moglicher Indikationen zur notfallmassigen Desobliteration. Vor dem
Hintergrund dieser Kriterien und evidenzbasierter Daten erstellen Eckstein und Allen-
berg 2001 die aktuell gultige Klassifikation extrakranieller Carotisstenosen. Diese orien-
tiert sich an den Empfehlungen der AHA, an den Ergebnissen der prospektiv-
randomisierten Studien (s.h. Kapitel 1.2.2) zur Carotis-TEA sowie einer besseren Diffe-

renzierung neurologisch instabiler Patienten (31,32).



Tabelle 1

Klassifikation extrakranieller Carotisstenosen

Stadium Klinik/Symptomatik

Stadium | Asymptomatische Carotisstenose
1A Asymptomatische Stenose ohne hochgradige kontralaterale Carotisstenose
oder kontralateralem Verschluss
1B Asymptomatsiche Stenose mit hochgradiger kontralateraler Carotisstenose oder kontrala-

teralem Verschluss

Stadium Il Symptomatische Carotisstenose: ipsilaterales transientes Defizit innerhalb der letzten 6
Monate

IIA Amaurosis fugax

1B Reversible Hemispharen-Symptomartik innerhalb von 24h (TIA)

Stadium lll Indikation zur Notfall-Carotis-TEA

A Crescendo-TIA

1B Progredienter/akuter Apoplex

Stadium IV Symptomatische Carotisstenose: Ipsilateraler Apoplex innerhalb der letzten 6 Monate

Rankin 0 Apoplex mit vollstdndig reversiblem neurologischem Defizit (Ianger als 24h = PRIND)

Rankin 1 Apoplex mit funktionell irrelevantem Defizit

Rankin 2 Leichter Apoplex mit funktionell geringradigem Defizit und/oder leichter Aphasie

Rankin 3 Mittelschwerer Apoplex mit deutlichem Defizit jedoch erhaltener Gehfahigkeit und/oder

mittelschwerer Aphasie
Rankin 4 Schwerer Apoplex, Gehen nur mit Hilfe moglich und/oder komplette Aphasie

Rankin 5 invalidisierender Apoplex: Patient ist bettlagrig bzw. rollstuhlpflichtig

Tabelle 1 zeigt die modifizierte Klassifikation extrakranieller Carotisstenosen nach Eckstein und Allenberg unter Berlick-
sichtigung der Stadieneinteilung nach Vollmar, der klinischen Symptomatik und der modifizierten Rankin-Skala.

1.2.2 Indikationen zur Behandlung der Carotisstenose

Aufgrund der Durchfihrung prospektiv randomisierter Multi-Center-Studien
(NASCET/ECST) lassen sich evidenzbasierte Indikationen zur Carotisdesobliteration
definieren (3,10). 1995 und 1998 definierte die American Heart Society (AHA) vor dem
Hintergrund dieser Daten und weiterer nicht-randomisierter Studien (ACAS/ACST)
(35,111) das Indikationspektrum zur Carotisdesobliteration flr symptomatische und
asymptomatische Carotisstenosen, welche differenziert dargestellt und in jeweils 4

Gruppen unterteilt wurden. Unter Berlcksichtigung bestimmter Obergrenzen periopera-




tiver Apoplex- und Letalitatsraten wurden wissenschaftlich bewiesene Indikationen
(,proven®) von akzeptierten (,acceptable, but not proven®), unsicheren (,uncertain“) und

bewiesenen schlechten Indikationen (,proven inappropriate) unterschieden (11,82).

Aus Tabelle 2 geht hervor, dass fur asymptomatische [T [T bhangig

vom Stenosegrad der kontralateralen Seite, eine wissenschaftlich gesicherte Operati-
onsindikation besteht, sofern die perioperative Komplikationsrate in den Zentren unter
3% liegt. Bei Patienten mit einem hoéheren Operationrisiko (3%-5%) besteht keine si-
chere Operationsindikation. Eine allgemein akzeptierte aber nicht bewiesene Indikation
ist eine ipsilaterale Stenose von >75% bei vorhandener 75%-100% kontralateralen Ca-

rotisstenose.

Fir symptomatische 100 0O CIO L0 O O o) oo

konnte eine eindeutige Evidenz zur Karotis-TEA festgestellt werden, sofern das Opera-
tionsrisiko < 6% lag. Als akzeptierte Empfehlung der AHA zur elektiven Karotis-TEA
wurde eine [1T0%ige Carotisstenose bei einem Operationsrisiko von <6%, sowie eine [
70%ige Carotisstenose bei einer perioperativen Apoplexrate und Letalitdt von 6-10%
definiert (11).

Tabelle 2
Indikationen Asymptomatsische Stenose (keine Symptome innerhalb der letzten 6 Monate)
Operationsrisiko < 3% Operationsrisiko 3-5%
.bewiesen* 0000 MOm MO0
,zulassig aber nicht bewiesen® 000 MO0 0IMO000 O/ (OO
0000 OO0 MOOO000MCCOMIImmmO O
Verschluss
Indikationen Symptomatische Stenose (Symptome innerhalb der letzten 6 Monate)
Operationsrisiko <6% Operationsrisiko 6-10%
Lbewiesen* TIA bei [0 [T
leichter Apoplex bei 1111 (T[T
Stenose (Rankin 1-2)
,zulassig aber nicht bewiesen® TiA bei (0100 IO TIA bei (00 OO
Leichter Apoplex bei [[1 1] [ 11 Rezidiv. TIA unter ASS bei [ 1] [0 11
Stenose (Rankin 1-2) Stenose
Mittelschwerer Apoplex bei (1117 1] Leichter Apoplex bei (111 [T 0TI
Stenose (Rankin 3-4) (Rankin 1-2)
Mittelschwerer Apoplex bei (111 I IT

Stenose (Rankin 3-4)

Tabelle 2 zeigt einen Auszug aus den Empfehlungen der American Heart Association (AHA) zur elektiven Carotis-TEA

10



1.3 Pathophysiologie der zerebralen Ischamie

Die chronologische Abfolge neurologischer Ereignisse in Kombination mit dem
allgemeinen Operationsrisiko des Patienten, sowie das Ausmald der Lumenreduktion
(Stenosegrad) sind derzeit die einzig bekannten Kriterien zur Stratifizierung des
Schlaganfallrisikos.

Der typische instabile, rupturgefahrdete Plaque obstruiert jedoch weniger als 50%
des GefaRlumens, gréliere Plaques sind im Allgemeinen stabiler, enthalten weniger
aktive Entzindungsvorgange und sind von einer dicken fibrésen Kappe bedeckt
(45,88). Zahlreiche Studie konnten weiterhin zeigen, dass nicht die Okklusion des Ge-
faBlumens der A. carotis sondern vielmehr die arterio-arterielle Embolie aus arterioskle-
rotisch rupturierten Lasionen pathophysiologisch die haufigste Ursache flr passagere
oder irreversible cerebrale ischamische Symptome darstellt (13,46,85,92,100,110,113).
Die Thromben dieser Mikroembolien stammen aus arteriosklerotischen Plaques, bevor-
zugt im Bereich der A. carotis interna bzw. der Carotisbifurkation, die aufgrund ihrer
morphologischen Komposition den gegebenen mechanischen Belastungen nicht mehr
Stand halten kénnen und infolgedessen einem hohen Rupturrisiko unterliegen. Eine
solche Plaque wird als instabil bezeichnet.

Die Evaluierung der Plaguemorphologie als Ausdruck der Plaqueinstabilitdt bzw. -
Vulnerabilitat ist demzufolge zur individuellen Risikoeinschatzung sowohl beim Spon-
tanverlauf asymptomatischer als auch symptomatischer Carotisstenosen in Kombinati-
on mit Stenosegrade, klinischer Neurologie und perioperativem Risiko von grofiem Nut-

zen und Wert.

1.4 Die arteriosklerotische Plaque, Entwicklung und Ruptur
1.4.1 Pathogenese der Arteriosklerose

Die Hypothesen zur Entstehung der Arteriosklerose haben sich in den letzten
Jahrzehnten grundlegend gewandelt. Wahrend wir friiher annahmen, dass der arteri-
osklerotische Prozess im Wesentlichen in der Ablagerung von Lipiden und Lipoprotei-
nen in der GefaBwand besteht, wissen wir heute, dass Arteriosklerose als ein hoch
komplexer, aktiver Prozess betrachtet werden muss und wesentlich durch eine inflam-
matorische Reaktion in der GefalRwand charakterisiert ist (72).

Die frihe Phase der Atherogenese ist gekennzeichnet durch die so genannte
endotheliale Dysfunktion. Eine Reihe unterschiedlicher Risikofaktoren wie z.B. Nikotin-

konsum, Ubergewicht, kérperliche Inaktivitat, Hyperlipoproteindmie und Typ 2 Diabetes
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sowie andere, bislang noch nicht identifizierte Faktoren, fihren zu einer Schadigung
des Endothels wodurch die Permeabilitat des Endothels flir Lipoproteine und andere
zirkulierende Stoffe im Plasma zunimmt. In der Folge werden Endothelzellen aktiviert
und exprimieren vermehrt Adhasionsmolekile, die den Kontakt von Monozyten und T-
Lymphozyten mit dem Endothel vermitteln (Abb.1) (72). Insbesondere an Gefalbifurka-
tionen — den Stellen, an denen gehauft arteriosklerotische Lasionen entstehen — spielen
zudem mechanische Krafte eine Rolle. Im weiteren Verlauf ensteht der fruhe arteri-
osklerotische Plaque. Dabei dringen vor allem Monozyten in den subintimalen Raum
ein (72). Dies wird durch eine andere Gruppe von Molekilen (MCP-1) vermittelt (52). Es
kommt zur Differenzierung in Makrophagen und nach Lipidbeladung entstehen

Schaumzellen, die charakteristischen Zellen der arteriosklerotischen Plaque (72).

Abbildung 1

. L-5elektin MonoEyt
gt Integrine

WL '\-.l'|
LOL  E.5alektin |-.;-.‘.|" 1
P-5elektin ‘S-
!
— T _ — MR
OxLDL o
= M-CSF

Intima St H e

Lol Ma kropha gen

dhr B el 1 ia rung & Tailung
sedia A ratlan

glattar G-:T?bm uskelzelen

Abbildung 1 zeigt die synoptische Darstellung der Atherogenese
Quelle: Arteriosklerose als inflammatorischer Prozess Dr. med. Armin Imhof, Prof. Dr. med. Wolfgang Koenig,
http://www.cardiovasc.de/hefte/2003/07/30.htm

Im Rahmen dieses Differenzierungsprozesses setzen die lipidbeladenen, einge-
wanderten Makrophagen vermehrt proinflammatorische Zytokine, Chemokine sowie
Metalloproteinasen frei. Diese ,inflammatorische® Umgebung aktiviert glatte Muskelzel-
len in der GefaBwand. Sie wandern aus der Media in die entstehende intimale Lasion —
ein weiterer entscheidender Schritt in der Atherogenese — und teilen sich dort weiter
(Abbildung 1) (72). Glatte Muskelzellen, aktivierte T-Lymphozyten sowie Schaumzellen
reagieren auf Botenstoffe und sind in der Lage, diese zu bilden und auszuschitten (z.B.
Metalloproteinasen) (52). Mit ihren aktiven zellularen Leistungen dominieren diese Zell-

populationen damit das histomorphologische Bild des arteriosklerotischen Plaques (Ab-
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bildung 2) und pagen in Abhangigkeit von den protektiven Leistungen der Endothelzel-
len das Ausmal und die Geschwindigkeit der Progredienz einer arteriosklerotischen
Lasion (16).

Abbildung 2

Endoihel

™ (T-) Lymphozyt
e Monozyt / Makrophage

@ Schaumzelle (Makraphage)

e Glatte Muskalzelle

Thrombus f Einblutung J
axtrazellulare Lipice

o Malrix ; _____ | )
B . Mekrose | Kalzifikation T —

Abbildung 2 zeigt die zelluldare Zusammensetzung einer Plaque unter Beriicksichtigung der STARY —Klassifikation

Quelle: J.H. Brasen - A. Niendorf - Institut fir Pathologie der Universitdt Hamburg Arteriosklerose Formale Pathogene-
se,Klassifikation und funktionelle Bedeutung; Pathologe 1997 - 18:218-227 Springer-Verlag 1997

Zu Schaumzellen transformierte Makrophagen und T-Lymphozyten akkumulie-
ren in der wachsenden Lasion. Sind Schaumzellen mit oxidierten Lipiden (LDL) Uberla-
den entwickelt sich innerhalb der Intima ein Praeatherom, Atherom und schliesslich ein
Fibroatherom. Gleichzeitig wandern weitere glatte Muskelzellen ein und bilden zusam-
men mit extrazellularer Matrix eine fibrése Kappe, die das zirkulierende Blut und die
arteriosklerotische Plaque voneinander trennt (97).

Das klinisch manifeste Stadium der arteriosklerotischen Lasion ist die kompli-
zierte Lasion. Dieses Stadium ist gekennzeichnet durch Plaquekomplikationen wie Ein-

blutung, intramurale Thrombusbildung, Kalzifikation und Plaqueruptur.
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1.4.2 Die instabile Plaque

Eine verminderte Bildung von extrazelluldrer Matrix durch glatte Muskelzellen
und deren vermehrtem Abbau durch degradierende Enzyme hat zur Folge, dass eine
stabile Plaque instabil werden kann.

Makrophagen und Schaumzellen besitzten die Fahigkeit extrazelluldre Matrix im
Rahmen phagozytotischer Vorgénge oder durch Sekretion proteolytischer Enzyme, wie
Plasminogenaktivatoren  oder  Matrixmetalloproteinasen (MMP)  abzubauen
(44,70,87,103).

Glatte Muskelzellen antagonisieren diesen Effekt durch Induktion von extrazellu-
larer Matrixbildung und Kollagensynthese sowie durch Inhibition matrixabbauender En-
zyme.

Aktivierte T-Lymphozyten innerhalb der Plaques produzieren Interferon-L, wel-
ches eine stimulierende Wirkung auf Makrophagen (Metalloproteinasen) hat und die
Proliferation glatter Muskelzellen und damit die Kollagensynthese hemmt (1). Das Un-
gleichgewicht zwischen verminderter Bildung und vermehrtem Abbau der extrazellula-
ren Matrix fihrt zu einem Circulus Vitiosus und einer zunehmenden Ausdiinnung der
fibrésen Kappe (Abbildung 3) (71,77). Eine instabile Plaque entsteht.

Abbildung 3

Fibircise Meadia
Kappe : o

ﬂ = T-Lymphozyt
* = Makrophagen-Schaumzellen (TF)

g - Bkt erte” intimale SMC (HUA-DR®)

stabile Plaque

‘@;— Normale mediale SMC

Verminderte Bildung und verstarkter Abbau der extrazelluldren Matrix fiihren zur Ausdinnung der fibrosen Kappe mit
konsekutiver Plaqueinstabilitat und drohender Rupturgefahr.

Quelle: Arteriosklerose als imflammatorischer Prozess, Dr. Med. Armin Imhof, Prof. Dr. Med. Wolfgang Koenig,
http://www.cardiovasc.de/hefte/2003/07/30.htm
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1.4.3 Pathophysiologie einer Plaqueruptur

Im Zuge der unter 1.4.2 beschriebenen Entwicklung der instabilen Plaque kann
die fibrose Kappe unter dem Einfluss von Scherkraften aufreillen. Neben den passiven
Phanomen der Plaqueruptur werden derzeit auch sogenannte aktive Phdnomene disku-
tiert, die in Zusammenhang mit Makrophagenaktivitdt und Entziindungsvorgangen ste-
hen (103). Immunhistochemische Untersuchungen zeigten, dass sich Makrophagen, T-
Lymphozyten und Mastzellen vermehrt in der Schulter arteriosklerotischer Plaques fin-
den. Dies sind Stellen, an denen es gehauft zu Fissuren und Rupturen kommt (71). Der
direkte Nachweis einer verminderten Reil¥festigkeit der fibrésen Kappe bei erhéhtem
Makrophagengehalt gelang durch Lendon et al (69). Der thrombogene Lipidkern der
Plague und Kollagen in der Gefallwand werden freigelegt, die Aktivierung des Hamo-
stasesystems flihrt daraufhin zu okkludierenden oder nicht okkludierenden Thrombem-
bolien (71). Klinisch manifestiert sich die Plaqueruptur mit Thrombusformation je nach
Ausmald des embolischen Ereignisses in Form einer cerebralen Ischamie mit funktionel-
lem Defizit (Tabelle 3).

Tabelle 3

Strukturell:

Lipidreicher Kern, diinne fibrése Kappe, reduzierter Kollagengehalt

Zellular:
Lokale chronische Entziindungen, erhéhte Makrophagendichte und -aktivitat, T-Lymphozyten-Akkumulation an rupturge-
fahrdeten Stellen, erhohte Neovaskularisation, reduzierte Dichte glatter Muskelzellen, erhohte Zahl und Aktivitat von

Mastzellen, Expression von Markern der Entziindungsaktivierung

Molekular:

Matrixmetalloproteinasesekretion, erhéhte Tissue-Faktor-Expression

Tabelle 3 fasst die Merkmale rupturgeféhrdeter Plaques zusammen
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1.5 Detektionsmoglichkeiten einer instabilen Plaque
1.5.1 Marker zur nicht invasiven Beurteilung der Plaquestabilitat

Eine instabile Plague in einem noch frihen Stadium nicht invasiv und vor einem
akuten klinischen Ereignis zu detektieren, ist von zentralem Interesse heutiger Arterio-
skleroseforschung.

Es konnte gezeigt werden, dass nicht der Stenosegrad ausschlaggebend flr ein
erhdhtes Risiko einer Plaqueruptur und folgender Thrombosierung ist, sondern vielmehr
der histomorphologische Aufbau des Plaques entscheidend ist (20,21,105). Wie bereits
mehrfach in Studien belegt werden konnte, spielen Entziindungsvorgange in der Pa-
thogenese der Arteriosklerose eine entscheidende Rolle (2,12,15,17,39,43,74,90). Rup-
turierte Plaques in Koronargefassen haben gezeigt, dass sie vermehrt Monozyten, Ma-
krophagen, T-Lymphozyten und Schaumzellen enthalten und sich durch diese histo-
morphologischen Auspragungen vom stabilen Plaque unterscheiden (38,103). Es wur-
den bereits mehrere Marker postuliert, um eine Plaqueinstabilitat zu indentifizieren. So
wurden erhéhte Werte an hochsignifikantem C-reaktivem Protein (hsCRP) an arteri-
osklerotisch verengten Koronargefalien und spaten Plaquestadien der A. carotis ge-
messen. Serum Matrix Metalloproteinasen (MMPs), werden vor allem durch verschie-
dene Stimuli von Makrophagen produziert und sind ebenfalls in arteriosklerotischen
Lasionen exprimiert. Metalloproteinasen sind potentielle Marker fur Instabilitat (9,75,76).

In der vorliegenden Studie haben wir zwei weitere potentielle Instabilitdtsmarker

naher untersucht. Pregnancy-associated-plasma-protein-A (PAPP-A) und Perilipin.

1.5.2 Pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A)

Pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A) ist eine hochmolekulare, Zink
bindende Metalloproteinase, die von aktivierten Makrophagen, Fibroblasten, Osteobla-
sten, GefaBmuskelzellen und ovariellen Granulosazellen gebildet wird. Normalerweise
wird PAPP-A in der Schwangerschaft im miutterlichen Blut bestimmt, um ein fetales
Down Syndrom zu diagnostizieren. Dieses PAPP-A wird von Syncytiotrophoblasten
exprimiert und unterscheidet sich von dem PAPP-A welches von Fibroblasten, glatten
Muskelzellen und aktivierten Makrophagen produziert wird und in arteriosklerotischen
Lasionen gefunden werden kann. PAPP-A welches in Schwangerschaften gemessen
wird, zirkuliert in einer heterotetramerischen Form, gebunden an seinen endogenen

Inhibitor pro MBP (proform of the eosinophil major basic protein). Anders verhalt sich
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PAPP-A welches aus arteriosklerotischen Plaques stammt, es zirkuliert in einer homo-
dimerischen Form und ist an keinen Inhibitor gebunden. Daher ergeben sich keine In-
terferenzen und speziell entwickelte Immuntest kénnen so mit hoher Spezifitdt und
Sensitivitat die verschiedenen PAPP-A Typen im Serum differenzieren (7,93).
Physiologischerweise lasst sich PAPP-A in Frauen und Mannern nachweisen.
Es ist in fortgeschrittenen arteriosklerotischen Plaques vorhanden und tragt zur Bildung
eines speziellen Aktivators, des insulin-like growth factors (IGF-1) bei (67,68).
IGF-1 fordert seinerseits den Aufbau extrazellularer Matrix sowie die Destabilisierung
der fibrosen Kappe (7,28). Der Zusammenhang zwischen PAPP-A und IGF-1 wurde
erst kurzlich beschrieben (21). IGF bindet an den Typ 1 IGF Rezeptor (IGF-IR) und wird
durch eine Gruppe von 6 high-affinity IGF binding proteins (IGFBP-1 to -6) Uber endo-
krine, autokrine und parakrine Mechanismen gesteuert. PAPP-A spaltet IGF binding
protein 4 (IGFBP-4) welches auf IGF-1 normalerweise inhibierend wirkt. Weiterhin ist
PAPP-A in der Lage, die Expression von freiem IGF-1 zu stimulieren. IGF-1 induziert
die Makrophagenaktivierung und LDL-Aufnahme, die Freisetzung von proinflammatori-
schen Zytokinen bewirkt (57,95) und letztendlich die Degradation von Fibrozyten in der
fiborésen Kappe, was die Plaqueruptur férdert. Weiterhin unterstitzt IGF-1 die Bildung

von extrazellularer Matrix und tragt somit zur Plaquevergré3erung bei (Abbildung 4).

Abbildung 4

Schaumzellen Regelkreis PAPP -A

. Migraonvon |
D IGFBR4 :IS“'C

lestenose 1
Bildung von Plaquevolumaen t
EZIM
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™ $ S~
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D
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Degradation | 1
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Abbildung 4 zeigt den Regelkreis von Pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A)
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Bayes-Genis et al konnten zeigen, dass PAPP-A reichlich in rupturierten und in-
stabilen koronaren Plaques von Patienten vorhanden ist, welche plétzlich an einem
akuten koronaren Ereignis verstorben waren (6). Es konnte belegt werden, dass sich
PAPP-A nicht nur als ein unabhangiger Marker fur das Vorhandensein und die Auspra-
gung der Arteriosklerose eignet (25), sondern dass PAPP-A sich auch als Pradiktor fir
kardiovaskulare Ereignisse bei kardialen Hochrisikopatienten eignet (56). Zur zellularen
Expression von PAPP-A in arteriosklerotischen Plaques der A. carotis und ob diese

Proteinase ein Marker fur Plaqueinstabilitat darstellt, ist wenig bekannt.

1.5.3 Perilipin

Perilipin ist ein Phosphoprotein bei Saugetieren und Menschen, welches die
Oberflache der Lipidtropfen in Fettzellen und Steroidzellen umhiillt. Unphosphorylisier-
tes Perilipin schutzt den Lipidkern vor dem fettverbrennenden Enzym hormone-
sensitive lipase HSL. Perilipin hemmt dadurch die Lipidhydrolyse und tréagt somit we-
sentlich zur Akkumulation von oxidierten Lipiden im Kern bei. Neueste Studien konnten
zeigen, dass phosphorylisiertes Perilipin wesentlich dazu beitragt, HSL aus dem Zytosol
in den Lipidkern zu transportieren und so die Lipolyse anzuregen (Abbildung 5) (84).

Hohe Perilipin A-Level konnten vor Kurzem in Atheromen von artherioskleroti-
schen Plagues nachgewiesen werden (38,42). Somit besteht der Verdacht, dass Perili-
pin moglicherweise am Prozess der Arterioskleroseentstehung beteiligt ist, indem es die
Hydrolyse der akkumulierten Lipide hemmt.

Verschiedene Untersuchungen zur selektiven Expression von Perilipin in ruptu-
rierten Plaques von Koronargefassen scheinen auch fir die Carotisstenose von Bedeu-
tung. Die strukturellen Komponenten der fibrésen Kappe enthalten Matrixmolekile, wel-
che von glatten Muskelzellen stammen.

Die verstarkte Matrixdysregulation wird vorwiegend von Metalloproteinasen be-
wirkt, welche in der arteriosklerotischen Plaque von Makrophagen und Schaumzellen
exprimiert werden. Eine gesteigerte Expression von MMP wird auch durch oxidierte
Lipide katalysiert. Dies kann zur Destabilisierung der Kappenmatrix und letztlich zur
Ruptur fihren. So konnte in mehreren Arbeiten bereits an koronaren Plaques gezeigt
werden, dass Perilipin nur in instabilen Plaques nachzuweisen ist und eine Expression

an stabilen Plaques nicht vorliegt.
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Abbildung 5

Regelkreis Perilipin
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Abbildung 5 zeigt den Regelkreis von Perilipin

1.6 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ziel der Studie ist es, die inflammatorischen Vorgange beim stabilen bzw. insta-
bilen Plaque durch die Einflhrung spezifischer stabilitdtsdeterminierender Marker wie
PAPP-A und Perilipin besser einzuordnen. Dabei wurde die Expression von Perilipin
und PAPP-A in den Plaques von symptomatischen und asymptomatischen Patienten

nach Carotisdesobliteration evaluiert.
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1.6.1 Hypothesen

Zur Beurteilung der Bedeutung der o.g. Marker wurden die Plaques hinsichtlich

folgender Fragestellungen untersucht.

¢ Korrelieren PAPP-A und Perilipin positiv mit der Stabilitdt bzw. Instabilitat
der Carotis-Plaques?

e Korrelieren PAPP-A und Perilipin mit der klinischen Neurologie der Pati-
enten?

e Gibt es instabile morphologische Plaguekomponenten, die zuverlassig
mit der klinischen Neurologie korrelieren?

e Gibt es Unterschiede zwischen PAPP-A und Perilipin beziglich der Sta-
bilitdt bzw. der klinischen Neurologie?

e Welche Unterschiede bzw. Merkmale gibt es zwischen PAPP-A und Peri-

lipin bezuglich dem histologischen Stadium der Plaque?
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2 Material und Methoden

21 Studiendesign
2.1.1 Préaoperative Datenerhebung und klinische Evaluation

Bei der im Folgenden dargestellten Studie handelt es sich um eine experimentel-
le Untersuchung. Das Patientenkollektiv der Studie umfasste 17 Personen mit asymp-
tomatischen und symptomatischen Stenosen der A. carotis. Diese unterzogen sich im
Zeitraum von Juli 2004 — Marz 2005 im Klinikum Rechts der Isar der Technischen Uni-
versitat Munchen einer geféalchirurgischen Thrombendarterektomie der A. carotis
(TEA). Dabei wurden arteriosklerotische Plagques von 8 Patienten entnommen, die vor
Operation neurologische Symptome aufwiesen und 9 Plaques von asymptomatischen
Patienten. Eine routinemassige, klinische, praoperative Evaluation aller Patienten ein-
schlieBlich eines EKG, Réntgen Thorax, kleines Blutbild sowie Bestimmung der Seru-
melektolyte, wurde durchgefiihrt, um akute Infekte auszuschlieen und eine weitere
Blutprobe durch Venenpunktion zur Bestimmung der PAPP-A Serum Level abgenom-
men. Ein Patientenscreening hinsichtlich der vier Hauptrisikofaktoren fiir Arteriosklero-
se: Arterielle Hypertonie, Hyperlipidamie (Serumcholesterol >240mg/dl), Nikotinabusus
und Diabetes mellitus Typ Il wurde erstellt. Weiterhin wurden dialysepflichtige Nierener-
krankungen erfasst und die vor stationédrer Aufnahme regelmaflig eingenommene Me-
dikation erfragt. Das Ausmal} der Lumenreduktion sowie die intrakraniellen und extra-
kraniellen Abgange der A. carotis wurde durch den Stenosegrad nach den NASCET-
Kriterien (1) bestimmt, mittels farbkodierter Duplexsonographie beurteilt und vorhande-
ne Stenosen durch eine CT-Angiographie (CTA), MR-Angiographie (MRA) oder digitale
Subtraktionsangiographie (DSA) bestatigt.

2.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

In die Studie eingeschlossen wurden alle Patienten mit symptomatischen und
asymtomatischen Carotisstenosen vor Operation. Als symptomatisch wurden Patienten
definiert, die sich innerhalb der modifizierten Einteilung extrakranieller Carotisstenosen
nach Eckstein (Tabelle 1) Stadien Il — IV einteilen lieRen. Asymptomatische Patienten
entsprachen dem Stadium | dieser Klassifikation. Uber die Entnahme der Carotispla-

ques zur weiteren wissenschaftlichen Untersuchung wurden die Patienten aufgeklart
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und deren schriftliches Einverstandnis eingeholt. Patienten wurden von der Studie

ausgeschlossen, wenn sie einen der folgenden Punkte erfullten:

2.2

2.21

KHK oder vorausgegangener Myokardinfarkt

Vorhofflimmern, kiinstliche Herzklappen, persistierendes Foramen ovale, Ventri-
kelthromben, Mitralklappenstenose sowie Endokarditis in der Vorgeschichte, als
Quelle far Emboli kardialer Ursache

vorausgegangene kardiochirurische Operation oder kardiologische Intervention
z.B in Form eines Herzkatheters innerhalb der letzten 6 Monate vor TEA der A.
carotis

praoperative Infektionen jeglicher Genese

Tumorerkrankungen

Patienten, von welchen keine schriftliche Einwilligung vorlag.

Symptome, die sich moglicherweise nicht auf ein arteriosklerotisches Gesche-

hen zurlckfihren lieRen (Aneurysmen, Fibromuskulare Dysplasie)

Thrombendarterektomie und Aufarbeitung der arteriosklerotischen Pla-

ques aus der A. carotis
Praparatentnahme

Bei allen Patienten wurde eine Thrombendarterektomie (TEA) der A. carotis mit

Patchplastik unter Vollnarkose durchgefiihrt. Die Plaque wurde im Ganzen entnommen

um die Plaquestruktur im Gesamten zu erhalten und sofort nach erfolgreicher Entnah-

me in 4% gepufferter Formalinlésung eingelegt.

2.2.2 Zuschnitt der Praparate in Blocke

Die weitere Aufarbeitung der Carostisdesobliterate erfolgte im Institut fur Patho-

logie. Die Praparate wurden mittels EDTA entkalkt, danach erfolgte der transversale

Zuschnitt der Plaquedesobliterate in bis zu sechs Blécke abhangig von der jeweiligen

Plaguelange. Die Blécke wurden von A bis max. F durchnummeriert, dadurch konnte

die Stelle innerhalb des Plaques, an welcher das Schnittpraparat entnommen wurde,

spater rekonsturiert werden.
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Dabei galt (Abbildung 6):
A= Schnitt durch die A. carotis communis
B= Schnitt durch die Bifurkation (falls vorhanden)

C-F= Schnitte durch die A. carotis interna

Abbildung 6

ACE ACI

Abbildung 6 zeigt die Darstellung des Zuschnittes der Carotisdesobliterate in Blocke A-F
A =Schnitt durch die A. carotis communis, B = Schnitt durch die Bifurkation ( wenn vorhanden ) C — F = Schnitte durch

die A. carotis interna

Quelle: Eigene Darstellung

2.2.3 Fixierung und Paraffineinbettung der Praparate

Nach Zuschneidung der A. carotis in Blocke wurden diese in Einbettkapseln ein-
gelegt. Uber Nacht erfolgte die Fixation und Vorparaffinierung (2 Std. Formalin, ca. 5.5
Std. aufsteigende Alkoholreihe bis zum Xylol, 2 Std. Xylol, 2 Std. Paraffinbad) im Fixie-
rungsapparat (,Pathcentre” Fa.: Shandon).

Die Praparate wurden dann in flissigem Paraffin (ca. 60°C) eingebettet und die
so entstandenen Paraffinblécke abgekuhlt. (,TBC 88 Paraffin Embedding System®
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Thermal Unit, Cool Unit, Dispenser Unit; Fa.: Medite Medizintechnik, 31303 Burgdorf,
Deutschland)

2.2.4 Herstellung der Schnittpraparate

Am Rotationsmikrotom (,Microm HM 335 E, Fa.: Microm GmbH, 69190 Walldorf,
Deutschland) wurden GefaRquerschnitte (2-3 um Dicke) angefertigt und im Wasserbad
gestreckt (,Paraffin Streckbad, TFB 35, Medite Medizintechnik, 31303 Burgdorf,
Deutschland).

Es wurde eine Serie von mehreren konsekutiven Schnitten an einer Stelle inner-
halb eines Paraffinblockes angefertigt. Mittels dieser Serienschnitte war es mdglich,
nahezu identische histologische Praparate mit unterschiedlichen immunhistochemi-
schen Markern zu farben und vergleichend auszuwerten.

Als Vorbereitung auf die immunhistochemischen Farbungen erfolgte das Aufzie-
hen der Schnitte auf silanisierte, mit Pritt®-Kleber Mischung (1 Teil Pritt®-Bastelkleber
Fa.: Henkel, Disseldorf, Germany und 2 Teile Poly-L-Lysine-L6ésung, Fa.: Sigma Dia-
gnotics Inc., P.O. Box 14508, St. Louis, MO, USA) bestrichene Objekttrager (,Super-
Frost‘ PLUS, Fa.: Menzel-Glaser, Deutschland).

Uber Nacht wurden die Schnitte im Brutschrank bei ca. 60°C inkubiert.

Zur spezifischen Darstellung spezieller histologischer Strukturen oder Zellen wurden
derartig hergestellte Schnittpraparate in einem weiteren Schritt gefarbt. (s.h. Kapitel
2.4.3).

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Labeled-Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB) - eine indirekte Detektions-
methode

Die Labeled-Streptavidin-Biotin-Methode basiert auf einer indirekten Detekti-
onsmethode. Bedingt durch die Reaktion aus Enzym und Substrat erhalt man ein farbi-
ges Endergebnis. Die grundsatzliche Abfolge der Reagenzien lautet hierbei:

1. unkonjugierter Primarantikdrper

2. biotinylierter Sekundarantikdrper

3. Strept-Avidin-Biotin-Enzymkomplex bei der sog. LSAB-Methode

4. Substrat-Komplex
Der Einsatz der LSAB-Methode ist derzeit eine der spezifischsten Verfahren und durch

ihre einfache Durchflihrung ein bevorzugtes System. Die LSAB-Methode wurde im
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Rahmen der vorliegenden Untersuchung zur Detektion von Perilipin, PAPP-A und CD
68 eingesetzt (Abbildung 7)

Abbildung 7

Streptavidin-
.x. Enzymkonjugat
am B!'ngen_anljk-:'jrper,
/ biotinyliert

Primarantikdrper A
Streptavidin-
Enzymkonjugat

X

Schema der LSAB-Methode mit Primarantikérper, biotinyliertem Briickenantikérper und Streptavidin-Enzym-Komplex
Quelle: Praxis der Immunhistochmie, Sabine Noll, Susanne Schaub-Kuhnen, 2000 Urban & Fischer Verlag Miinchen —
Jena, 1 Auflage Oktober 2000

2.3.2 Durchfiihrung und Arbeitsprotokoll der immunhistochemischen Schnitt-

farbungen

Nach Zuschneiden und Aufarbeitung der Operationspraparate (s.h. Kapitel 2.2)
zu fertigen, auf Objekttrager aufgezogenen Schnitten, wurden zur histomorphologi-
schen Beurteilung Hamatoxylin/Eosin (He) und van Giesson (v.G.) Farbungen angefer-
tigt. Da He-Farbungen sowie van Giesson-Farbungen Standardfarbungen darstellen,
wird auf deren Farbetechnik hier nicht weiter speziell eingegangen.

Tabelle 4 zeigt einen Uberblick liber die verwendete Primar- und Sekundéranti-
korper sowie deren Detektionssysteme und Verdlinnung zur immunhistochemischen
Farbung von CD68, PAPP-A und Perilipin
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Die Durchfuhrung der immunhistochemischen Farbungen von CD68 (Darstellung von

Makrophagen) Perilipin sowie PAPP-A wird im Folgenden erlautert:

1. Die im letzten Schritt unter Kapitel 2.2 auf Objekttrager aufgezogenen Schnitte
wurden fir die immunhistochemischen Farbungen 2 x 10 Minuten in Xylol entpa-

raffiniert und in der absteigenden Alkoholreihe jeweils 5 Minuten ausgehend von

Xylol Gber Isopropanol [ [T (0 C AT () (O e

2. Zur Antidemaskierung der Antigene wurden die Schnitte in 2 Liter Citratpuffer
(10 mmol, pH 6.0) im Schnellkochtopf 7 Minuten gekocht.

3. Mit TRIS-Puffer (0.01 M, pH 7,6) wurde 3% gesplilt und die endogene Peroxida-
se mit 3% H,O, Lésung geblockt.

4. Um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern wurden die Objekttrager in eine
feuchte Kammer eingelegt.

5. Es folgte die Errechnung und Herstellung der Primarantikdrperverdiinnung (fur
CD68, Perilipin und PAPP-A die gleiche Verdinnungslésung, Ak-
Verdinnunslosung; Fa.: DAKO ChemMate, Denmark) mit der die Objekttrager
benetzt wurden. Dabei wurden folgende Primarantikorper verwendet:

CD68: Monoclonal Mouse Anti-Human Macrophage, CD68 Clone KP1
Code No. M, Fa.: DAKO ChemMate, Denmark.

Perilipin: Guinea pig (polyclonal Antibody) to Perilipin Code-Nr.: RDI-
PROGP29 Fa.: research diagnostic inc, Flanders, USA

PAPP-A: Rabbit Anti-Human, Pregnancy-Associated Plasma Protein A
(PAPP-A), Code-Nr. A 0230, Fa.: DakoCytomation, Denmark.

6. Danach wurden die Schnitte 60min bei Raumtemperatur in der feuchten Kam-
mer inkubiert.

7. Mit TRIS-Puffer (0.01 M, pH 7,6) wurde 3% gesplilt.

In einem weiteren Schritt wurde der biotinylierte Sekundarantikdrper aufgetra-
gen. Dabei wurden folgende Sekundarantikérper verwendet:
CD68: Biotinylated Secondary Antibodies (AB2), biotinylated goat anti-
mouse and anti-rabbit immunoglobulins Fa.: DakoCytomation,
Denmark.
Perilipin: Guinea pig IgG, Rabbit polyclonal to Guinea Pig IgG H&L bio-
tin Fa.: ABCAM, Cambridge UK.
PAPP-A: Peroxidase-Conjugated Rabbit Anti-Human PAPP-A, Code-Nr.:
P 0042 Fa.: DakoCytomation, Denmark.

9. Inkubationszeit: 30 Minuten.
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10.
11.

12.
13.
14.

15.
16.
17.

18.

Mit TRIS-Puffer (0.01 M, pH 7,6) wurde 3x gesplilt.

Im folgenden Schritt wurde der Streptavidin-Enzym (HRP)-Komplex aufgetragen.
Dabei wurde fur CD68, Perilipin und PAPP-A das gleiche Detection Kit-Set ver-
wendet: (ChemMate™ Detection Kit, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse, Code-Nr.
K 5001, Bottle B Streptavidin Peroxidase (HRP), Fa.: DAKO ChemMate, Den-
mark).

Inkubationszeit: 30 Minuten

Mit TRIS-Puffer (0.01 M, pH 7,6) wurde 3x gespdilt.

Danach wurde das Substrat-/Chromogengemisch aufgetragen. Dabei wurde fir
CD68, Perilipin und PAPP-A ebenfalls das gleiche Detection Kit-Set verwendet:
(ChemMate™ Detection Kit, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse, Code-Nr. K 5001,
Bottle C DAB+Chromogen, Fa.: DAKO ChemMate, Denmark)

Inkubationszeit 5 Minuten.

Mit TRIS-Puffer (0.01 M, pH 7,6) wurde 3x gesplilt.

Die Praparate wurden mit Hamalaun ca. 1 Min. gegengefarbt und in der aufstei-
genden Alkoholreihe dehydriert. Xylol schlof3 die Alkoholreihe ab.

Zum Schluss wurden die Schnittpraparate im Eindeckautomaten eingedeckt
(,Promounter® RCM 2000 Coverslipping machine; Fa.: Medite 31303 Burgdorf,

Deutschland) und getrocknet.
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Tabelle 4

Detektions-
Primérantikérper | Sekundarantikérper Verdiinnung
system

CD68 Monoclonal Mouse | Biotinylated Secondary | 1:1000 ChemMate™ Detec-
Anti-Human Macro- | Antibodies  (AB2), bioti- tion  Kit, Peroxi-
phage, CD68 Clone | nylated goat anti-mouse and dase/DAB, Rab-
KP1 Code No. M, | anti-rabbit immunoglobulins bit/Mouse, Code-Nr.
Fa.: DAKO Chem- | Fa.: DakoCytomation, Den- K 5001, Fa.: DAKO
Mate, Denmark mark ChemMate, Denmark

Perilipin Guinea pig (poly- | Guinea pig 1gG, Rabbit | 1:400 ChemMate™ Detec-
clonal Antibody) to | polyclonal to Guinea Pig IgG tion  Kit, Peroxi-
Perilipin ~ Code-Nr.: | H&L biotin Fa.: ABCAM, dase/DAB, Rab-
RDI-PROGP29 Cambridge UK. bit/Mouse, Code-Nr.
Fa.: research diag- K 5001, Fa.: DAKO
nostic inc, Flanders, ChemMate, Denmark
USA

PAPP-A Rabbit Anti-Human, | Peroxidase-Conjugated 1:200 ChemMate™ Detec-
Pregnancy- Rabbit Anti-Human PAPP-A, tion Kit, Peroxi-
Associated Plasma | Code-Nr.: P 0042 Fa.: Da- dase/DAB, Rab-
Protein A (PAPP-A), | koCytomation, Denmark bit/Mouse, Code-Nr.
Code-Nr. A 0230, K 5001, Fa.: DAKO
Fa.: DakoCytoma- ChemMate, Denmark
tion, Denmark

Tabelle 4 zeigt einen Uberblick (iber die verwendete Primar- und Sekundérantikérper sowie deren Detektionssysteme

und Verdinnung zur immunhistochemischen Farbung von CD68, PAPP-A und Perilipin

24 Histomorphometrische Analysen

Sowohl die histomorphologische Auswertung, als auch die Beurteilung von 425
immunhistochemisch angefertigten Schnittpraparaten erfolgte am Zeiss Mikroskop. Zu
Beginn der Auswertung wurden die Schnitte am Mikroskop diditalisiert und archiviert
(Programm ,Axio Vision“ Fa.: Zeiss, Deutschland). Bei der Auswahl des geeigneten
Verfahrens zur quantitativen Erfassung der Zellzahlen von PAPP-A, Perilipin und CD68
stellte sich heraus, dass sich die immunhistochemisch gefarbten Zellen in Regionen mit
hoher Akkumulation befanden, dies machte eine Gesichtsfeldauszédhlung unmdglich
und ungenau. Um ein moéglichst prazises Messergebnis zu erhalten wurden Regionen
mit hoher Akkumulation an Zellen morphometrisch vermessen, am Computer wurden

diese Regionen unter Vergrélierung und parallelem Mikroskopieren umfahren, die Fla-
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chenwerte wurden addiert und in um? angegeben (SigmaScan Pro Image Analysis Ver-
sion 5.0.0, SPSS® fur Windows, Release 11.0.0).

In Abbildung 8-A und -B wurde das Verfahren veranschaulicht und das Vermes-
sen eines Cholesterin-Atheroms sowie das Erfassen von Arealen dichter Zellakkumula-
tion dargestellit.

Dabei wurden 33 histomorphologisch und morphometrisch definierte Charakteri-
stika dokumentiert und statistisch ausgewertet. Die Daten wurden am Zeiss Mikroskop
diditalisiert und archiviert (Programm ,Axio Vision“ Fa.: Zeiss, Germany). Bei entspre-
chender PraparatgroRe wurden mehrere Einzelaufnahmen angefertigt und diese zu-
sammengesetzt (Adope Photoshop version 6.0). Die morphometrische Ausmessung
wurde mittels Sigma Scan Image Analysis Version 5.0.0 fir Windows durchgeflhrt.

Die histologischen Auswertungen wurde von einem unabhangigen Pathologen ohne

Kenntnisse der klinische Daten validiert.

Abbildung 8-A

Abbildung 8-A zeigt ein Schnitt durch die A. carotis in Hamatoxylin-Eosin Farbung (He—Farbung) mit Choleterin Atherom
(rote Flache). Dieses wurde unter mikroskopischer Kontrolle am Computer umfahren und der Flacheninhalt erechnet. In
der hier abgebildeten Darstellung betragt der

Abbildung 8-B
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Abbildung 8-B zeigt eine VergroRerung von Makrophagen (braun) in einer CD68 Farbung. Um verschiedene Farbungen
vergleichend auszuwerten, wurde der Schnitt an der gleichen Stelle entnommen wie der HE - Schnitt in der obigen Abb.
Mittels dieser Technik lassen sich einzelne zellreiche Makrophagenakkumulationen unter VergréRerung und mikroskopi-

scher Kontrolle am Computer erfassen und ausmessen.

Um Zusammenhange zwischen klinischen Symptomen eines Patienten und der
histologischen Beschaffenheit der Plaguezusammensetzung beschreiben zu kénnen,
wurde jegliche histologische Komponente im Aufbau eines Plaques morphometrisch
erfasst und diese Komponenten in einen Zusammenhang mit der Stabilitat eines Pla-
ques und der klinischen Neurologie eines Patienten gebracht. Der Neurologie wurden
die zwei Variablenauspragungen symptomatisch und asymptomatisch zugeordnet. Die

Plaques wurden in stabile und instabile Plagues unterteilt.
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Die spezifische Auswertung der einzelnen histologischen Schnitte wird im Fol-
genden erlautert.

Alle histologischen Schnitte wurden nach der American Heart Association (AHA)
Klassifikation von | — VI eingeteilt. Gemeinsam mit Stary wurde von der AHA eine Klas-
sifikation fur arteriosklerotische Lasionstypen ausgearbeitet (Tabelle 5) welche mittler-
weile international gebrauchlich ist. Diese Klassifikation wurde drei mal modifiziert und
zuletzt im Mai 2000 aktualisiert.

Die AHA-KIlassifikation bildet die Grundlage der histologischen Auswertung immunhi-

stochemischer Farbungen in der hier vorliegenden Arbeit.

Tabelle 5
Lasionstyp Bezeichnung Komposition
| Initiale Lasion Intimale Lipoproteine und vermehrt
Makrophagen
1 ,Fatty streak, Typ | + Makrophagenakkumulation
/ intrazelluldre Lipide
11 Praatherom Typ Il + extrazellulare Lipidpools
—. Atherom Typ Il + konfluierende extrazellu-
lare Lipidpools (Atheromkern) +
strukturelle Intimaschaden
—I Fibroatherom Typ IV + fibrése Kappe + Nekro-
sen
—. Kalzifizierte Lasion Lasion, die vorwiegend aus kalzifi-
zierten Arealen besteht
—. Fibrotische Lasion Lasion mit minimalem Lipidanteil,
vorwiegend aus Kollagen beste-
hend
—. Thrombohamorrhagische Lasion TypV + thrombotisches Material

und/oder  Einblutung  und/oder
Erosion oder Fissur

Tabelle 5 zeigt die AHA-Klassifikation. Im Zuge der arteriosklerotischen Plaquebildungen werden die einzelnen Stadien |
— VI der AHA-Klassifikation durchlaufen.

Stabile Schnitte = grun; instabile Schnitte = rot

Cross section areas (CSA) galten im Stadium I-1ll nach der AHA Kilassifikation
als stabil, im Stadium IV-VI als instabil. Auf histologischer Ebene bedeutete dies, sobald
in einem histologischen Schnittpraparat ein Atherom vorhanden war, wurde der Schnitt
in Stadium IV oder hoher eingeteilt und als instabil bezeichnet. Weiterhin wurde jeder
histologische Schnitt mit der klinischen Neurologie des zugehdrigen Patienten korreliert,
somit wurde jeder Schnitt mit dem Begriff symptomatisch oder asymptomatisch klassifi-
Ziert.

Zur Auswertung der histomorphometrischen Komponten eines histologischen

Schnittes wurde der Schnitt mikroskopiert und parallel am Computer dargestellt und
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ausgewertet, dabei wurde der Flacheninhalt von Areale hoher Zellakkumulation, Athe-
romen oder des Lumen eines Schnittes erfasst und in ym? angegeben. Die folgende
Tabelle 6 zeigt eine Ubersicht der morphometrischen Analyse.

Aquivalent zur Auswertung der Cholesterin-Atherome, wie in Tabelle 6 als Beispiel
dargestellt, wurde mit Atheromen verfahren, welche aus folgenden Substanzen beste-

hen:

o Kalzifizierte Atherome bestehend aus Calciumpyrophosphat —Kristallen

e Atherome bestehend aus extrazellularer Matrix,

e Atherome bestehend aus Kalk und Cholesterin gemischt,

e Atherome bestehend aus extrazellularer Matrix und Cholesterin gemischt

¢ Atherome bestehend aus extrazellularer Matrix, Kalk und Cholesterin gemischt

Aquivalent zur Auswertung der Makrophagen, wie in Tabelle 6 als Beispiel dargestellt

wurden Schaumzellen, Perilipin und PAPP-A ausgewertet.
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Tabelle 6

Mefparameter Einheit Spezifische Einteilung
Zahl der Atheromfliche Es existierten ein oder mehrere nicht zusammenhidngende Atheromfldachen, deren Substanz
. keine aus Cholesterinkristallen bestand, diese wurden ausgezéhlt und die Summe wurde gebildet.
Cholesterin
. Alle Cholesterin-Atherome innerhalb eines histologischen Schnittes wurden umfahren und
Flache der Atherome i . .
. pum? deren Flacheninhalte addiert.
Cholesterin:
i Die Flache des Lumens wurde umfahren.
Lumenfléche: pum?
Die Grenze der Flache stellte die Lamina elastica interna zwischen der GefaBintima und
Intimafliche: m? Gefdflimedia dar. Entlang dieser Linie wurde das Gefal umfahren. Von der entstandenen
’ K Fldche wurde die Lumenfléche subtrahiert.
Der Schnitt wurde im Gesamten umfahren und von der entstandenen Flache die
Gesamtfliche: pm? Lumenflache subtrahiert.
Es existierten ein oder mehrere nicht zusammenhéngende zellreiche
Anzahl Makrophagen: keine Makrophagenzellnester, diese wurden ausgezihlt und die Summe wurde gebildet.
Zellreiche Makrophagenzellnester wurden umfahren und deren Flacheninhalte addiert.
Fliche Makrophagen: m? Auch kleinste Nester mit nur 3-4 Zellen konnten mit der Methode dokumentiert
phagen. H werden.(s.h. Abb.10)
Es wurde untersucht welchen Bezug die Zellen zur Lage des Atherom hatten.
1=keine Assoziation der Zellen zur Lage des Atheroms
2=ca.25% der Zellen innerhalb eines Schnittpriparat waren um das Atherom angesiedelt
Atheromassoziation: keine 3=ca.50% der Zellen innerhalb eines Schnittpridparat waren um das Atherom angesiedelt

4=ca.75% der Zellen innerhalb eines Schnittpraparat waren um das Atherom angesiedelt
5=Alle Zellen (100%) waren um das Atherom angesiedelt und hatten somit engen Bezug.
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Vorwiegende
Lokalisation:

keine

Es wurde festgelegt in welcher Gefdf3schicht sich 90% der Zellen befanden.
0=Endothelnah

1=zentrale Intima

2=mittlere Intima

3=periphere Intima

4=zentrale Media

S=periphere Media

Thrombus:

keine

Es wurde unterschieden in

1=kein Thrombus

2=kleiner Thrombus

3=und groBer Thrombus

im gesamten histologischen Schnittpraparat

Kapillarisierung:

keine

Es wurde in drei Stufen unterteilt

Keine Kapillarisierung = Es konnten unter dem Mikroskop im gesamten Schnittpréparat keine
Kapillaren gefunden werden

Mittlere Kapillarisierung = In weniger als 50% des Schnittpréparates waren Kapillaren sichtbar

Starke Kapillarisierung = In mehr als 50% des Schnittpréparates waren Kapillaren sichtbar.

Kappenruptur:

keine

Es wurde beurteilt ob

1=die Kappe intakt ist

2=Kappenbriiche eventuell durch den operativen Eingriff entstanden sind
3=oder ob von einer Ruptur ausgegangen wird.

Tabelle 6 zeigt einen Uberblick der quantitativen und qualitativen, histomorphometrischen Analyse der histologischen Schnittpriparate.
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25 Statistische Auswertung

Mittels SigmaScan Pro Image Analysis Version 5.0.0, SPSS® fur Windows, Re-
lease 11.0.0 wurden Flacheninhalte im Plaque vermessen und in ym? angegeben.
Um Assoziationen zwischen kategorialen Merkmalen zu untersuchen wurde der Chi%-
Test verwendet. Waren die asymptomatischen Voraussetzungen fur diesen Test nicht
erflllt, wurde der Exakte Test von Fisher benutzt. Der Mann-Whitney-Test wurde ver-
wendet um die Verteilung metrisch skalierter Merkmale zwischen zwei unabhangigen
Stichproben zu vergleichen. Zur Beschreibung, sowie fir den illustrativen Vergleich von
metrischen GréRen, wurden Boxplots erstellt. Um die dreidimensionale Korrelation von
PAPP-A, Perilipin und Kappendicke darzustellen wurde das multiple lineare Regressi-
onsmodel verwendet. Es wurden sowohl logarithmische als auch Wurzel-
Transformationen angewand, um grof3e Streuung von Ziel- und Einflussgréfien zu re-
duzieren, es handelt sich dabei um monotone Transformationen. Wenn Null-Werte vor-
handen waren musste von einer log-Transformation Abstand genommen werden, in
diesem Fall kam die Wurzeltransformation zum Einsatz. Alle Auswertungen wurden zu

einem Signifikanzniveau von 5% vorgenommen.
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Ergebnisse

Deskriptive Statistik- Patientenkollekiv

Das Patientenkollektiv dieser Studie setzte sich aus 17 Personen zusammen,

die aufgrund ihrer klinischen Neurologie in eine symptomatische oder asymptomatische

Gruppe eingeteilt wurden. Neun Patienten wurden der asymptomatischen Gruppe zu-

geordnet, acht Patienten wurden in die symptomatische Gruppe eingeteilt.

Tabelle 7
p-

Asymptomatisch | Symptomatisch | Total Wert
Patienten 9 8 17
Geschlecht
ménnlich 7 (77.8%) 6 (75.0%) 13 >0.99
weiblich 2 (22.3%) 2 (25.0%) 4
Alter
Mittelwert + Stabw. 68 £6.0 65 +10.5 0.747
Risikofaktoren
arterielle Hypertonie 8 (88.9%) 7 (90.0%) 15 >0.99
Hypercholesterinaemie 9 (100.0%) 6 (75.0%) 15 0.206
Nikotinabusus 4 (44.5%) 6 (75.0%) 10 0.335
Diabetes Mellitus 2 (22.3%) 4 (50.0%) 6 0.335
dialysepflichtige
Niereninsuffizienz 3 (33.4%) 1 (12.5%) 4 0.577
Medikation
Acetylsalizylsaure 9 (100.0%) 8 (100.0%) 17 >0.99
Beta-Blocker 6 (66.7%) 5(62.5%) 11 >0.99
ACE-Hemmer 4 (44.5%) 5(62.5%) 9 0.637
Statine 5 (55.6%) 3 (37.5%) 8 0.637
Nitrate 1(11.2%) 0 (0.0%) 1 >0.99
Stenosegrad (%)
Mittelwert + Stabw 86+ 7.8 88+11.3 0,904

Tabelle 7 beschreibt das Patientenkollektiv dieser Studie, wobei zwischen symptomatischen und asymptomatischen

Patienten unterschieden wurde.
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Die gewonnenen Plaques wurden in mehrere Plaquebereiche segmentiert um
die Carotislasion besser charakterisieren zu kdnnen und Uber 400 immunhistochemi-
sche Schnitte wurden angefertigt (s.h. Material und Methoden Kapitel 2.2 und 2.3). Die-
se Schnitte wurden anhand der AHA Klassifikation (Tabelle 8) eingeteilt.

Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 68 + 6.0 in der asymptomatischen
Gruppe und 65 + 10.5 in der symptomatischen Gruppe (p=0.747). Das Kollektiv setzte
sich aus 13 Mannern und 4 Frauen zusammen (p>0.99). Beziglich der individuellen
Risikofaktoren, den klinischen Parametern und der Medikation zeigten sich keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen asymptomatischen und symptomatischen Patienten.
Der durchschnittliche Stenosegrad der A. carotis betrug 86 + 7.8 in der asymptomati-

schen Gruppe und 88 + 11.3 in der symptomatischen Gruppe (p=0.904)

3.2 Histologische Charakterisierung

3.2.1. morphologische Charakterisierung der Lasionen nach der AHA-

Klassifikation

Tabelle 8
AHA-Klassifikation Total
] i v Va Vb Vi
Stabilitdt  Stabil (0) 18,2% 81,8% 0 0 0 0 100%
Instabil (1) 0 0 18,1% 45,8% 27,7% 8,4% 100%
Total 3,8% 17,1% 14,3% 36,2% 6,7% 6,7% 100%
Il - llI= stabil IV - VI = instabil

Tabelle 8: Festgelegte Bereiche innerhalb der Lasionen wurden nach der AHA-Klassifikation charakterisiert. Demnach
galten Bereiche, die der Gruppe I-lll zugeteilt werden konnten als stabil, Gruppe I1V-VI wurde als instabil betrachtet. Der

Gruppe | sowie Vc der AHA Klassifikation konnten keine Schnitte zugeordnet werden

Anhand Tabelle 8 lasst sich die Einteilung von instabilen und stabilen Bereichen
innerhalb der einzelnen Lasionen nach der AHA-Klassifikation nachvollziehen. In den
Gruppen I-lll wurden die Schnitte als stabil (0) bezeichnet, in den Gruppen IV-VI wur-
den die Schnitte als instabil (1) bezeichnet. Von den AHA-Untergruppen der Gruppe V
a/b/c waren in der Studie keine Schnitte der Gruppe Vc vorhanden, ebenso waren kei-
nerlei Schnitte der Gruppe | vorhanden. Um Aussagen innerhalb der instabilen Berei-

che IV-VI bezlglich des Grades der Instabilitdt zu machen, wurde bei jedem dieser
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Schnitte an der diinnsten Stelle der fibrésen Kappe die Dicke gemessen und diese mit

der AHA- Klassifikation korreliert. Abbildung 9 veranschaulicht diesen Zusammenhang.

Abbildung 9 AHA-Klassifikation und fibrése Kappendicke
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Abbildung 9 beschreibt die Dicke der fibrésen Kappe in Bezug zur AHA-Klassifikation. Eine fibrdse Kappe existiert ledig-

lich bei Plagues mit Atherom, welche somit als instabil gelten (AHA-Klassifikation IV-VI).

Es zeigt sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Kappendicke und
der AHA-Klassifikation. Allerdings lasst sich ein Unterschied zwischen Gruppe IV und V
erkennen, der zeigt, dass die Kappendicke von Stadium IV hdher als die von Stadium V
der AHA-Klassifikation ist. Dieser Trend setzt sich nicht weiter durch wenn man die
Gruppen Va, Vb und VI untereinander vergleicht. Somit eignet sich die Kappendicke nur
bedingt als Zusatz der AHA-Klassifikation, um das Ausmal der Instabilitdt in den Grup-

pen IV-VI zu beschreiben.
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3.2.2 Flachenanalyse der Plaques in den einzelnen histologischen Schnitten

Abbildung 10

Flachenauswertung der Plaques
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Abbildung 10 zeigt die mittlere Gesamt-Atheromflache der einzelnen histologischen Schnitte A-F in mm? sowie den
Mittelwert der Gesamt-Atheromflache aller histologischen Schnitte. Y Mittelwert =26.3 mm®

Im ersten Schritt des histologischen Teils der Ergebnisauswertung wurde die
mittlere Gesamt-Atheromflache der einzelnen histologischen Schnitte A-F, sowie die
durchschnittliche mittlere Gesamt-Atheromflache aller Schnitte berechnet. Diese Mittel-
werte stellen in der Erlauterung der Ergebnisse einen Bezugswert dar und dienen als
OrientierungsgrofRe (Abbildung 10).

Durchschnittlich enthielt ein Plaque eine Gesamt-Atheromflache von 26.3 mm?.

Die groRte Gesamt-Atheromflache (37.0 mm?) war durchschnittlich im Schnitt vorhan-
den, die geringste Gesamt-Atheromflache befand sich durchschnittlich im Schnitt F
(16.9 mm?).

3.2.3 Charakterisierung von PAPP-A und Perilipin

Im Entstehungsprozess der Arteriosklerose spielen inflammatorische Zellen, wie
Makrophagen und die aus ihnen hervorgehenden Schaumzellen, eine zentrale Rolle.

Makrophagen kdnnen LDL zwar konzentrationsunabhangig phagozitieren zirkuliert al-
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lerdings zu viel LDL im Koérper, wandeln sie sich zu Schaumzellen um. Sind Schaumzel-
len wiederum mit oxidiertem LDL Uberladen, gehen sie zugrunde und innerhalb der In-
tima entstehen ein Praatherom, Atherom und schlief3lich ein Fibroatherom, Gberzogen
von einer kollagenfaserreichen Kappe (fibrése Kappe), welches dem Plaque Instabilitat
verleiht und den Patienten dem Risiko des Schlaganfalls aussetzt.

Der Mechanismus der Entstehung von Schaumzellen aus glatten Muskelzellen
und Makrophagen ist aber nur zum Teil aufgeklart. Einig ist man sich Uber die Beteili-
gung von chemisch modifiziertem (oxidiertem) LDL, welches von den Makrophagen
Uber Scavenger-Rezeptoren ungehemmt und konzentrationsunabhangig aufgenommen
und gespeichert wird. Da der Ubergang von Makropagen in Schaumzellen fliessend ist,
werden in dieser Arbeit Felder mit vorwiegend Makrophagen und Felder mit vorwiegend

Schaumzellen beschrieben.

Abbildung 11

Anzahl der Flachen mit hoher Schaumzellakkumulation
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Anzahl der Flachen mit hoher Makrophagenakkumulation

Abbildung 11 beschreibt den Zusammenhang zwischen der Anzahl von Flachen mit hoher Makrophagenakkumulation
und der Anzahl der Flachen mit hoher Schaumzellakkumulation.

p-wert<0.001; r=0.55 (Korrelationskoeffizient nach Spearman)
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Der Zusammenhang zwischen Makrophagen und Schaumzellen konnte in dieser
Studie signifikant belegt werden (Abbildung 11, Abbildung 12). Es besteht eine starke
positive Korrelation zwischen der Anzahl der ausgezahlten Felder mit einer Uberwie-
genden Makrophagenakkumulation und der Anzahl der ausgezahlten Felder mit einer
Uberwiegenden Schaumzellakkumulation (r=0.55; p<0.001). Dies bedeutet, mit steigen-
der Anzahl Makrophagen nimmt auch die Zahl der Schaumzellen zu.

Dieser signifikante Zusammenhang konnte préaziser bestatigt werden, indem so-
wohl die einzelnen Felder hoher Makrophagenzellakkumulation als auch die einzelnen
Felder hoher Schaumzellakkumulation morphometrisch vermessen wurden und die ad-
dierten Flacheninhalte innerhalb eines histologischen Schnittpraparates miteinander
korreliert wurden. Abbildung 12 spiegelt den signifikanten Zusammenhang der beiden
GroRen wider (r=0,582, p<0,001).

Abbildung 12
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Abbildung 12 beschreibt den linearen Zusammenhang der Flache hoher Makrophagenakkumulation mit der Flache
hoher Schaumzellakkumulation.

p-wert<0.001; r=0.580 (Korrelationskoeffizient nach Spearman)

Schon wahrend der histomorphometrischen Analyse am Mikroskop war auffal-
lend, dass eine groRe Anzahl an Makrophagen nicht unbedingt mit der Anzahl der

Schaumzellen in positiv linearem Zusammenhang steht. Es konnte vielmehr beobachtet

41



werden, dass die Zahl der Schaumzellen ab einem bestimmten Punkt zu stagnieren
begann, unabhangig davon ob die Zahl der Makrophagen weiterhin stieg. Veranschau-
licht man die gemessenen Werte grafisch, so lasst sich diese Vermutung einer abneh-
menden Grenzproduktion der Makrophagen verifizieren (Abbildung 13). Betrachtet man
die beiden Korrelationskoeffizienten (lineare Kurve r=0,580; kubische Kurve r=0,671) so
kann man in der kubischen Darstellung der Abbildung 13 eine starkere Korrelation der
Groflen Makrophagen und Schaumzellen erkennen. Dies bedeutet, dass sich mit einer

noch hoheren Exaktheit eine GrofRe durch die andere beschreiben lafit.

Abbildung 13
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Abbildung 13 beschreibt den Zusammenhang der Flache hoher Makrophagenakkumulation mit der Flache hoher
Schaumzellakkumulation in einer kubischen Darstellung.

p-wert<0.001; r=0.671 (Korrelationskoeffizient nach Spearman)

Eine vermehrte Kapillarisierung findet sich generell in Geweben, in denen ein
Reparaturprozess stattfindet. Im Zuge dessen, werden neutrophile, basophile, eosi-
nophile Granulozyten, Lymphozyten, Mastzellen und Makrophagen vermehrt ins ent-
zundete Gewebe eingeschwemmt. Lokal wandeln sich Makrophagen dann in Schaum-
zellen um und produzieren MMPs.

In Abbildung 14 ist der direkten Zusammenhang einer vermehrten Kapillarisie-

rung mit der Flache der Schaumzellen dargestellt. Abbildung 14 zeigt die signifikante
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(p<0,001) Heterogenitat zwischen der Kapillarisierung und der Flache der Schaumzel-
len. Ist eine Plague vermehrt von Kapillaren durchzogen, so lassen sich in ihr auch si-

gnifikant mehr Schaumzellen finden.

Abbildung 14
4
*
*
(@)
*
NE __
£ *
c 2 —
g
8
5 ¢S]
5 8
[72]
*
*x
o T 1
1 & : T L
[ [ [ [
0 1 2 3
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Abbildung 14 beschreibt den Zusammenhang zwischen der Kapillarisierung der histologischen Schnitte und der Flache
hoher Schaumzellakkumulation innerhalb dieser Schnitte.
Kruskal-Wallis-Test, p-wert<0.001
Legende: 0 = keine Kapillaren im betrachteten histologischen Schnittpraparat
1 = 1/3 des betrachteten histologischen Schnittpraparats enthalt Kapillaren
2 = 2/3 des betrachteten histologischen Schnittpraparats enthalt Kapillaren
3 = Kapillaren sind im gesamten histologischen Schnittpraparat vorhanden
o = Werte die zwischen 1.5 und 3 Interquartilsabstdanden vom oberen 0.75 Quantil entfernt sind.

* = Werte die mehr als drei Interquartilsabstadnde vom oberen 0.76 Quantil entfernt sind.

Die Plaquevulnerabilitat ist mafgeblich durch die Anzahl der in der Plaque ent-
haltenen Entziindungszellen beeinflusst. Aktivierte Makrophagen partizipieren an die-
sem Entzindungsprozess, indem sie Metalloproteinasen produzieren, welche letztend-

lich den Prozess der Arteriosklerosebildung und Plaquedestabilisierung férdern. PAPP-
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A gehért zur Gruppe der Metalloproteinasen, deren metalloproteoloytische Aktivitat die
Plaqueruptur fordert.

Der Zusammenhang zwischen aktivierten Makrophagen (Schaumzellen) und der
Sekretion von PAPP-A konnte in unsere Studie signifikant belegt werden. Abbildung 15
zeigt eine signifikante (r=0,615; p<0,001) Korrelation zwischen der Flache bestehend
aus vorwiegend aktivierten Makrophagen (Schaumzellen) und der Flache von PAPP-A.
Die beiden Flachen konnten in einen signifikant positiv linearen Zusammenhang ge-
bracht werden. Steigt die Anzahl der Schaumzellen, so steigt ebenfalls die Hohe der
PAPP-A Expression.

Abbildung 15
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Abbildung 15 beschreibt den Zusammenhang zwischen der Flache hoher Schaumzellakkumulation und der Flache hoher
PAPP-A-Akkumulation innerhalb aller ausgewerteten histologischen Schnitte.

p-wert<0.001; r=0.615 (Korrelationskoeffizient nach Spearman)

Von Interesse war nicht nur in welchem Zusammenhang diese beiden Gréfen
stehen, sondern vielmehr welche Auswirkung diese spezielle Korrelation auf die Stabili-
tat der Plaques hat. Dies lasst sich ebenfalls anhand Abbildung 15 ableiten. Die Kon-
stellation in der innerhalb eines histologischen Schnittes Schaumzellen in Verbindung

mit PAPP-A vorhanden waren, fand sich bis auf eine einzige Ausnahme ausschlieRlich

44



in instabilen Plaques also in Plagues der AHA Klassifikation IV-VI. Nur ein Schnitt, in
welchem sich sowohl Schaumzellen als auch PAPP-A befanden, war stabil, alle ande-

ren waren instabil. Auf dieses Ergebnis wird in Kapitel 3.2 4 naher eingegangen.

Entsprechend dem PAPP-A wird auch Perilipin von aktivierten Makrophagen,
den Schaumzellen im Rahmen eines Entziindungsprozesses, exprimiert. Perilipin tragt
wesentlich zur Akkumulation von Triglyceriden und Cholesterinakkumulationn in Zellen
bei, da Perilipin die Hydrolyse dieser Substanzen durch die Hormon-Sensitive Lipase
(HSL) verhindert. Perilipin stellt somit womdglich in seiner Funktion als Inhibitor der Hy-
drolyse von gespeicherten Lipiden, analog dem PAPP-A, eine Schllisselrolle im Arterio-
skleroseprozess dar. In Abbildung 16 wurde die Flache hoher Schaumzellakkumulation
mit der Flache der Perilipin Akkumulation korreliert. Es konnte ein deutlich positiv linea-
rer, signifikanter Zusammenhang festgestellt werden. Die Korrelation ist signifikant
(r=0,677; p<0,001). Steigt die Anzahl der Schaumzellen in der Plaque, so steigt auch

die Perilipin Expression.

Abbildung 16

Schaumzellexpression (mm?)

Perilipinexpression (mm?)

Abbildung 16 zeigt die Korrelation der Flache hoher Perilipinakkumulation mit der Flache hoher Schaumzellakkumulati-
on.

p-wert<0.001; r=0.677 (Korrelationskoeffizient nach Spearman)
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3.2.4 Die Auswirkung von PAPP-A und Perilipin auf die Stabilitat einer Plaque

Es konnte nachgewiesen werden, dass PAPP-A und Perilipin in direkter Verbin-
dung mit Schaumzellen und aktivierten Makrophagen stehen. Die Matrixmetalloprotei-
nasen (PAPP-A und Perilipin) bewirken einen Abbau der extrazellularen Matrix und das
so entstehende Ungleichgewicht zwischen verminderter Bildung und vermehrter Degra-
dation der extrazellularen Matrix fuhrt zur Ausdiinnung der fibrosen Kappe. Unter dem
Einfluss von Scherkréaften, insbesondere an Gefalibifurkationen, kann die fibrése Kappe
schneller aufreillen. Immunhistologische Untersuchungen haben gezeigt, dass sich
Makrophagen und Schaumzellen vermehrt in der Schulter von arteriosklerotischen Pla-
ques befinden, Stellen, an denen es gehauft zu Fissuren bzw. Rupturen kommt. Auf-
grund dieser Tatsache wurde in der vorliegenden Studie der direkte Zusammenhang

zwischen Schaumzellen, PAPP-A und Perilipin mit der Plaquestabilitat untersucht.

Abbildung 17 Korrelation der Schaumzellen mit der Plaquestabilitat

Schaumzellexpression (mm?)
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stabil instabil

Stabilitat der histologischen Schnitte

Abbildung 17 zeigt den Zusammenhang zwischen der Stabilitat der Plaques und er Schaumzellexpression. Dabei ergibt
sich eine signifikant hdhere Schaumzellen Expression innerhalb instabiler Plaques.

Mann-Whitney Test; p=0.033,

o = Werte die zwischen 1.5 und 3 Interquartilsabstdénden vom oberen 0.75 Quantil entfernt sind.

* = Werte die mehr als drei Interquartilsabstande vom oberen 0.76 Quantil entfernt sind.
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Abbildung 17 gibt den signifikanten (p=0.033) Zusammenhang zwischen der
Flache der Schaumzellen und der Stabilitdt einer Plaque wider. Mit steigender Anzahl
an Schaumzellen nimmt die Instabilitat einer Plaque signifikant zu. Da die Anzahl der
Schaumzellen allerdings nicht im Serum quantifiziert werden kann, eignet sich diese
GroRe nicht in der klinischen Anwendung zur Evaluierung der Plaquestabilitdt. PAPP-A
und Perilipin erfillen die Kriterien auch im Serum messbar zu sein und kénnen dadurch
zu Aussagen Uber die Plaquestabilitdt herangezogen werden.

Es konnte gezeigt werden, dass Perilipin und Schaumzellen signifikant mitein-
ander korrelieren (Abbildung16). Infolgedessen erlaubt Tabelle 9 die Schlussfolgerung,

dass auch Perilipin einen potentiellen Marker fir Plaqueinstabilitat darstellt.

Tabelle 9

kein Perilipin Perilipin

stabiler Plaque 81% 19%
instabiler Plaque [15.70% 84.30%

Tabelle 9 beschreibt die Beziehung zwischen dem Vorhandensein einer Perilipin-Expression und der Plaquestabilitat
Chi2-Test; p-wert<0.001,

Die beobachteten Verteilungen weichen signifikant (p<0,001) von der aus der
Ho-Hypothese (beide Variablen Perilipin und Stabilitdt sind unabhangig verteilt) erwarte-
ten Verteilung ab. Somit kann die Ho-Hypothese auf einem Signifikanzniveau von <1%
abgelehnt werden.

War in einer Plaque Perilipin vorhanden, so war dieser Plaque in 84,3% instabil. 19%
der Plaques, in denen Perilipin nachgewiesen werden konnte, waren stabil. Abbildung

18 veranschaulicht diese Daten.
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Abbildung 18
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Abbildung 18 veranschaulicht Tabelle 9 als Grafik und zeigt die Perilinexpression (%) in Korrelation mit Plaquestabilitat
Chi2-Test; p-wert<0.001;

Analog der Ergebnisse hinsichtlich der Auswirkung von Perilipin auf die Stabili-
tat, konnte auch fir PAPP-A ein signifikanter Zusammenhang mit der Plaquesstabilitat
nachgewiesen werden. War in einem Schnitt PAPP-A vorhanden, so war dieser Plaque
in 72,7% instabil, nur in 9,1% konnte der Plaque als stabil klassifiziert werden. Dieser
Zusammenhang ist statistisch signifikant (p<0,001). Tabelle 10 und Abbildung 19 geben
die Korrelation von PAPP-A mit der Plaquestabilitat wieder.

Tabelle 10

kein PAPP-A [PAPP-A
stabiler Plaque 90.90% 9.10%

instabiler Plaque |27.30% 72.70%

Tabelle 10 beschreibt die Beziehung zwischen dem Vorhandensein einer PAPP-A-Expression und der Plaquestabilitat
Chi2-Test p-wert<0.001
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Abbildung 19
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Abbildung 19 veranschaulicht Tabelle 14 als Grafik und zeigt die PAPP-A Expression (%) in stabilen und instabilen
histologischen Schnitten.
Chi2-Test; p-wert<0.001

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl PAPP-A als auch Perilipin mit der Stabi-
litat eines Plaques in signifikantem Zusammenhang stehen.

Basierend auf der Tatsache, dass eine erhéhte Plaqueinstabilitat die Folge einer
abnehmenden Kappendicke darstellt und wir zeigen konnten, dass PAPP-A und Perili-
pin Marker fir Plaqueinstabilitat sind, stellt sich die Frage nach einer moglichen Verbin-
dung zwischen den Metalloproteinasen und der Kappendicke. Das Ergebnis dieser U-
berlegung zeigt Abbildung 20 und 21.

Die Kappendicke nimmt signifikant sowohl mit erhéhter Konzentration an PAPP-

A (p<0,001) als auch mit erhéhter Konzentration an Perilipin (p<0,001) ab.
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Abbildung 20
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Abbildung 20 beschreibt die Abhangigkeit der Kappendicke von der Expression an PAPP-A
p-wert<0.001; r=-0.639 (Korrelationskoeffizient nach Spearman)

Abbildung 21
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Abbildung 21 beschreibt die Abhangigkeit der Kappendicke von der Expression an Perilipin.

p-wert < 0.001; r=-0.429 (Korrelationskoeffizient nach Spearman)



Die Kaskade der Makrophagen - Schaumzellen - Expression von PAPP-A
und Perilipin konnte in der hier vorliegenden Studie signifikant nachgewiesen werden.
Aufgrund dieser Tatsache wurde der Zusammenhang zwischen PAPP-A und Perilipin
selbst naher betrachtet.

Abbildung 22 zeigt das Ergebnis. War in einem Schnittpraparat PAPP-A vor-
handen, so konnte in 95,92% auch Perilipin nachgewiesen werden, in 4.08% konnte
kein Perilipin nachgewiesen werden. Umgekehrt war in der Gruppe, die kein PAPP-A
enthielt, nur in 32,14% Perilipin vorhanden. Dieser Unterschied ist statistisch signifikant
(p=<0,001).

Es wurde weiterhin untersucht, ob sich die PAPP-A oder Perilipin Expression
maoglicherweise in den verschiedenen Altersgruppen unterscheidet. Die betrachteten
Zusammenhange waren jedoch weder signifikant noch zeichnete sich ein klarer Trend

ab, weshalb auf die Ergebnisse hier nicht naher eingegangen wird.

Abbildung 22 Korrelation zwischen PAPP-A und Perilipin
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Abbildung 22 beschreibt den signifikanten Zusammenhang der Expression von PAPP-A mit der Expression von
Perilipin in der Plaque.
Chi2-Test; p-wert<0.001,

Ausserdem war von Interesse ob PAPP-A und Perilipin moglicherweise inner-

halb des Geschlechts unterschiedlich ausgepragt sind. Das Ergebnis der Korrelation
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der Variablen mannlich/weiblich mit der Neurologie und der Stabilitdt erbrachte aller-
dings keine signifikante Korrelation (weiblich p=0,469; mannlich p>0,999).

Abbildung 23 zeigt abschlieRend noch einmal die Korrelation von PAPP-A und Perilipin

in Bezug auf die fibrése Kappendicke. Das multiple lineare Regressionsmodell:

(Kappendicke)"? = Konstante + Bp,,,* (Fliche PAPP)"? + Bpgijpin* (Fldche Perilipin)'?
(Kappendicke)'? = 20.063106 — 0.014223 PAPP-A"? - 0.002981 Perilipin'?

wird in dreidimensionaler Darstellung durch die Ebene illustriert. Man kann der Darstel-
lung entnehmen, dass der Einfluss von PAPP-A auf Kappendicke gréler ist, als derje-
nige von Perilipin, dies spiegelt ebenfalls der Koeffizient im Modell wider. Die Wurzel-
Transformation wurde gewahlt, um die grof3e Streuung der Ziel — und EinflussgréRen zu
reduzieren, dabei hatte sich auch eine log-Transformation angeboten, aufgrund von

Null-Werten musste allerdings davon Abstand genommen werden, da gilt: log(0) = -
Unendlich.

Abbildung 23
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Abbildung 23 zeigt ein “3D Plot multiples lineares Regressionsmodell* in welchem die Abbildungen 20 und 21 zusam-

mengefasst dargestellt werden. Die Abbildung spiegelt nochmals die Abhangigkeit der Kappendicke von der PAPP-A-
sowie der Perilipin Expression wider.

Test: Multiples lineares Regressionsmodel; Multiple R-Squared = 0.323; p-wert < 0.001
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3.3 Klinische Charakterisierung

Von zentralem Interesse dieser Studie war nicht nur welches Potential PAPP-A
und Perilipin als Marker zur Evaluierung der Plaquestabilitdt haben, sondern auch in-
wieweit die histologische Zusammensetzung sowie die Stabilitdt einer Plaque Auswir-
kungen auf die klinische Neurologie eines Patienten haben. Infolgedessen wurden die
einzelnen Plaques in ihrem histologischen Aufbau noch genauer beschrieben und

chrakteristische Merkmale mit der Neurologie der Patienten in Zusammenhang gesetzt.

3.3.1 Die Auswirkung der Atheromqualitat auf die klinische Neurologie

Die Atheromqualitat, also aus welcher Substanz ein Atherom besteht (Choleste-
rin, Calciumpyrophosphat—Kristallen, extrazellularer Matrix oder gar einem Gemisch aus
allen drei Bestandteilen) ibt einen entscheidenden Einfluss auf die Stabilitat einer Pla-
que und eventuell dadurch auch auf die neurologische Symptomatik eines Patienten
aus. Es wurde in der vorliegenden Studie untersucht, welche Auswirkungen Atherome
bestehend aus verschiedenen Substanzen auf die Neurologie haben, und ob man um-
gekehrt anhand der Symptomatik eines Patienten auch auf das Vorhandensein oder gar

die Qualitat eines Atheroms schlief3en kann (Tabelle 11).

Tabelle 11
asymptomatisch | symptomatisch| Alle Patienten
Kein Cholesterin-Atherom 0% 12,5% 5,9%
Cholesterin-Atherom 100% 87.5% 94.1%

Tabelle 11 zeigt den Zusammenhang zwischen Plaques, die in reprasentativen histologischen Schnittpraparaten (s.h.
Kapitel 2.2.2) mindestens ein Cholesterin Atherom enthielten und der klinischen Neurologie der Patienten
exakter Test nach Fisher; p = 0,471

Laut der Ho-Hypothese (beide Variablen Cholesterin und Neurologie sind unabhangig
verteilt) dirften die Verteilungen von Cholesterin und Neurologie in den Untergruppen
symptomatisch/asymptomatisch nicht signifikant voneinander abweichen. Die beobach-
teten Verteilungen weichen nicht signifikant (p=0.471) von der aus der Ho-Hypothese

erwarteten Verteilung ab, damit kann die Ho-Hypothese nicht abgelehnt werden. Es
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lassen sich aufgrund der Symptomatik eines Patienten somit keine Ruckschlisse auf
das Vorhandensein eines Atheroms bestehend aus Cholesterin (Cholesterin-Atherom)
ziehen. Im Gegenteil es waren sogar mehr Patienten mit Cholesterin-Atherom neurolo-
gisch asymptomatisch (100%) als symptomatisch (87.5%). Es zeigt sich, dass der deut-
lich Uberwiegende Anteil der Patienten mit Carotisstenose Plaques mit Cholesterin-
Atheromen enthalt (94.1%). Allerdings kann zwischen den neurologischen Untergrup-

pen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Aufgrund der verschiedenen Atherom Substanzen kdnnte man davon ausgehen,
dass ein Atherom bestehend aus Calciumpyrophosphat—Kristallen dem Plaque womdg-
lich mehr Stabilitat verleiht und sich somit eventuell auf die klinische Neurologie des
Patienten asymptomatisch auswirkt. Das Ergebnis dieser Uberlegung zeigt Tabelle 12.

Es konnte ein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von Atheromen
bestehend aus Calciumpyrophosphat—Kristallen (kalzifizierte Atherome) und der Aus-
wirkung auf die Neurologie festgestellt werden, welcher sich jedoch nicht als statistisch
signifikant erwies (p=0,576). Von den Patienten, die asymptomatisch waren, enthielten
zwar mehr Plaques ein kalzifiziertes Atherom (88.9%) verglichen mit der symptomati-
chen Patientengruppe (75%), allerdings erwies sich dieser Unterschied als nicht signifi-
kant. Es Iasst sich wiederum feststellen, dass der Uberwiegende Anteil der Patienten in
reprasentativen Schnitten der Carotisplaques kalzifizierte Atherome enthalt. Allerdings
lassen sich hinsichtlich der neurologischen Untergruppen keine signifikanten Aussagen

machen.

Tabelle 12

asymptomatisch | symptomatisch| Alle Patienten

Kein kalzifiziertes Atherom 11,1% 25,0% 17,6%
Kalzifiziertes Atherom

88,9% 75,0% 82,4%

Tabelle 12 zeigt den Zusammenhang zwischen Plaques, die in reprasentativen histologischen Schnittpraparaten (s.h.
Kapitel 2.2.2) mindestens ein kalzifiziertes Atherom enthielten und der klinischen Neurologie der Patienten.

exakter Test nach Fisher: p=0,576

Als dritte Atheromqualitat wurden Atherome untersucht deren Substanz aus ex-

trazelluarer Matrix (EZM) bestanden. Ob und inwiefern sie sich auf die Neurologie eines
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Patienten auswirkt wurde in der folgenden Tabelle 13 untersucht. Auch in dieser Korre-
lation lassen sich lediglich Trends beschreiben, es konnte kein signifikanter Zusam-
menhang (p>0.99) festgestellt werden. Unter den symptomatischen Patienten konnte
bei 87.5% der Patienten ein Atherom bestehend aus extrazelluldrer Matrix nachgwiesen
werden, 12.5% der symptomatischen Patienten hatten kein Atherom. Innerhalb der
asymptomatische Gruppe gab es deutlich mehr Patienten mit EZM-Atherom (77.8%) als
ohne Atherom (22.2%). Daraus ergibt sich, dass die klinische Neurologie nicht auf ein
Atherom aus extrazellularer Matrix innerhalb eines Plaques schliel3en lasst. Es waren
mehr Patienten mit EZM-Atherom symptomatisch als asymptomatisch. Dieser Unter-
schied war statistisch jedoch nicht signifikant.

Plaques, die sich aus Cholesterin, Calciumpyrophosphat—Kristallen und extrazel-
luldrer Matrix zusammensetzten, wurden ebenfalls untersucht. Da sich hierbei allerdings
zum Teil zu kleine Fallzahlen ergaben und in sich in den Korrelationen keine signifikan-
ten Zusammenhange erkennen lieen wird an dieser Stelle nicht naher darauf einge-

gangen.

Tabelle 13

asymptomatisch | symptomatisch |Alle Patienten

Kein EZM-Atherom 22.2% 12,5% 17,6%
EZM-Atherom

77,8% 87,5% 82,4%

Tabelle 13 zeigt den Zusammenhang zwischen Plaques, die in reprasentativen histologischen Schnittpraparaten (s.h.
Kapitel 2.2.2) mindestens ein EZM-Atherom enthielten und der klinischen Neurologie der Patienten.

exakter Test nach Fisher; p>0,99

In Tabelle 11-13 wurden Plaques charakterisiert, die in mindestens einem der
reprasentativen histologischen Schnitte (s.h. Kapitel 2.2.2) ein Atherom bestehend aus
Cholesterin, Calciumpyrophosphat—Kristallen oder extrazelluldrer Matrix enthielten. Es
lieR® sich zeigen, dass der Grofteil aller Patienten mit Carotisstenose zwar Plaques mit
Atheromen hat, allerdings Ubt die Qualitdt der Atherome auf die neurologische Sym-
ptomatik der Patienten keinen Einfluss aus.

In einem weiteren Schritt wurde der arteriosklerotische Plaque nicht in seiner
Gesamtlange betrachtet und alle nach Kapitel 2.2.2. festgelegten histologische Schnitt-

praparate nach Atheromen untersucht, sondern es wurde nur der Schnitt mit kleinstem
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Lumen/Intimaverhaltnis ndher betrachtet. Dieser spezifische Schnitt durch die Plaque
stellt die arteriosklerotische Lasion in ihrer starksten Auspragung dar. In diesem Schnitt
wurde noch einmal die Art der Atherome untersucht, welche Atherome am meisten vor-
handen waren und diese Atherome in einen Zusammenhang mit der Neurolgie der Pa-
tienten gebracht.

Ahnlich der Ergebnisse aus Tabelle11-13 I4sst sich zeigen, dass die Mehrzahl
Plaques zwar Atherome enthalten (76.5%), diese jedoch keinen signifikanten Einfluss
auf die Neurologie der Patienten austben (p>0.99). Dieses Ergebnis zeigt Tabelle 14,
in der asymptomatischen Gruppe enthielten 77.8% ein Atherom bestehend aus Chole-
sterin oder Calciumpyrophosphat oder EZM, in der symptomatischen Gruppe enthielten

Plaques zu 75% Atherome, bestehend aus einer dieser Substanzen.

Tabelle 14

Kein Cholesterin-, oder Calciumpyrophosphat-, oder

22,2% 25,0% 23,5%
EZM-Atherom
Cholesterin-, oder Calciumpyrophosphat-, oder
EZM-Atherom 77,8% 75,0% 76,5%

Tabelle 14 Plaques, die in ihrem histologischen Schnittpdparat mit kleinstem Lumen/Intimaverhdltnis mindestens ein
Atherom bestehend aus Cholesterin, Calciumpyrophosphat oder extrazelluldare Matrix enthielten, wurden in einen Zu-
sammenhang mit der klinischen Neurologie der Patienten gebracht.

exakter Test nach Fisher; p>0,99

In Tabelle 15-17 wurden Cholesterin- Calciumpyrophophat- und EZM-Atherome ein-
zelnd auf ihr Vorhandensein im Schnitt mit kleinsten Lumen/Intimaverhaltnis untersucht.
Es zeigt sich keine grolRe Differenz zwischen Lasionen, die in diesem Schnitt kein Cho-
lesterin-Atherom hatten (47.1%) und Lasionen in denen ein Choleterin-Atherom im
Schnitt mit kleinstem Lumen/Intimaverhaltnis festgestellt werden konnte (52.9%) (Tabel-
le 15). Wie bereits mehrfach beschrieben, konnten auch hier keine signifikanten Aussa-
gen bezuglich der Auswirkung von Cholsterin-Atheromen auf die Neurolgie gemacht
werden. In der asymptomatischen Gruppe enthielten 55.6% ein Cholesterin-Atherom in
der symptomatischen Gruppe enthielten 50.0% ein Choleterin-Atherom (p>0,99). Ahnli-

che Ergebnisse lassen sich flr kalzifizierte Atherome feststellen (Tabelle 16).
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Extrazellulare Atherome konnten kaum im Schnitt mit kleinstem Lumen/Intimaverhaltnis
detektiert werden (5.9%) (Tabelle 17).

Tabelle 15
asymptomatisch | symptomatisch |Alle Patienten
Kein Cholesterin-Atherom 44 4% 50,0% 47,1%
Cholesterin-Atherom 55.6% 50,0% 52.9%

Tabelle 15 Plaques, die in ihrem histologischen Schnittpaparat mit kleinstem Lumen/Intimaverhaltnis mindestens ein
Cholesterin-Atherom enthielten, wurden in einen Zusammenhang mit der klinischen Neurologie der Patienten gebracht.
exakter Test nach Fisher; p>0,99

Tabelle 16
asymptomatisch | symptomatisch |Alle Patienten
Kein kalzifiziertes Atherom 55,6% 37.5% 47 1%
Kalzifizierteas Atherom 44.4% 62.5% 52.9%

Tabelle 16 Plaques, die in ihrem histologischen Schnittpdparat mit kleinstem Lumen/Intimaverhdltnis mindestens ein
kalzifiziertes Atherom enthielten, wurden in einen Zusammenhang mit der klinischen Neurologie der Patienten gebracht.
exakter Test nach Fisher; p=0,637

Tabelle 17
asymptomatisch | symptomatisch |Alle Patienten
Kein EZM-Atherom 88,9% 100,0% 94,1%
EZM-Atherom 11.1% 0% 5.9%

Tabelle 17 Plaques, die in ihrem histologischen Schnittpaparat mit kleinstem Lumen/Intimaverhadltnis mindestens ein
EZM-Atherom enthielten, wurden in einen Zusammenhang mit der klinischen Neurologie der Patienten gebracht.
exakter Test nach Fisher; p=0,63
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3.3.2 Die Flache der Atherome und deren Auswirkung auf die Neurologie

Da auffallend groRe Unterschiede bezilglich der AtheromgréRe zwischen den
einzelnen histologischen Schnitten bestanden, konnten diese nicht ausreichend durch
die Beschreibung des alleinigen Vorhandenseins (ja/nein) dokumentiert werden.
Infolgedessen wurden die Atherome morphometrisch ausgemessen und die Flachenin-
halte der Atherome innerhalb eines Schnittes addiert (Flachenauswertung s.h. Kapitel
2.4) Die Gesamtatheromflache der einzelnen festgelegten Schnittpraparate (s.h.Kapitel
2.2.2) wurde dann in Bezug auf die Gesamtplaqueflache gesetzt und der histologische
Schnitt mit maximalem Prozentanteil in Zusammenhang mit der Neurologie des Patien-
ten gebracht. Somit konnte die Auswirkung der Atheromflache in instabilen Plaques auf

die Neurologie beschrieben werden.

Abbildung 24
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Abbildung 24 stellt jeweils den Schnitt innerhalb der Lasion pro Patient dar (Kapitel 2.2.2), in dem der Anteil der Chole-
sterinatheromflache bezogen auf die Gesamtplaquefliche maximal war (Flachenauswertung s.h. Kapitel 2.4). Diese
Schnitte wurden in der asymptomatischen und symptomatischen Patientengruppe verglichen.

Mann-Whitney Test; p-wert=0.181

Aus Abbildung 24 geht hervor, dass Patienten, die asymptomatisch waren eine

gréRere Flache an Cholesterin-Atheromen bezogen auf die Gesamtplaqueflache haben
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verglichen mit Patienten, die symptomatisch waren (Maximumasymptomatisch 78.0% versus
Maximumsympomatisch 99.0%), dies konnte jedoch in keinen signifikanten (p=0,181) Zu-
sammenhang gebracht werden. Betrachtet man die Mediane, so liegt der Anteil der
Cholesterin-Atheromflachen bezogen auf die Gesamtplaqueflache bei den asymptoma-
tischen Patienten bei 59.5%, bei den symptomatischen Patienten betrug der Anteil
26.0%. Abbildung 12 veranschaulicht dieses Ergebnis. Die Erkenntnis, dass die Flache
der Cholsterin-Atherome keinen entscheidenden Einfluss auf die Neurologie hat, konnte

fur die kalzifizierten Atherome nicht bestatigt werden.

Abbildung 25
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Abbildung 25 stellt jeweils den Schnitt innerhalb der Lasion pro Patient dar (Kapitel 2.2.2), in dem der Anteil kalzifizierter
Atheromflachen bezogen auf die Gesamtplaqueflache maximal war (Flachenauswertung s.h. Kapitel 2.4). Diese Schnitte
wurden in der asymptomatischen und symptomatischen Patientengruppe verglichen.

Mann-Whitney Test; p-wert=0.008

Die beobachteten Verteilungen weichen signifikant (p=0.008) voneinander ab,
damit kann die Null-Hypothese (beide Variablen sind unabhangig voneinander verteilt)
abgelehnt und die Abhangigkeit statistisch bewiesen werden (Abbildung 25).

In der asymptomatischen Gruppe wurde eine signifikant hohere Flache kalzifi-
zierter Atherome gemessen als in der symptomatischen Gruppe. Es lasst sich feststel-

len, dass groliere kalzifizierte Atheromflachen innerhalb einer arteriosklerotischen Lasi-
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on sich nicht unbedingt symptomatisch auf die Klinik der Patienten auswirken. In der
asymptomatsichen Gruppe lag der Anteil der kalzifizierten Atherome bezogen auf die
Intimaflache im Schnitt bei 26.0%, in der symptomatischen Gruppe hingegen bei 6.8%.
Der Anteil der EZM-Atheromflache an der Gesamtplaqueflache zeigte keinen si-
gnifikanten Einfluss auf die Neurologie (p>0.99) (Abbildung 26). Eine etwas groRere
EZM-Atheromflache konnte in der asymptomatischen Gruppe gemessen werden. Dass
dieser Unterschied jedoch sehr klein ist, zeigt sich, wenn man die Mittelwerte in beiden

Gruppen betrachtet. (Mittelwertasymptomatisch 25.9% versus Mittelwerts,mptomatisch 27.6%)

Abbildung 26
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Abbildung 26 stellt jeweils den Schnitt innerhalb der Lasion pro Patient dar (Kapitel 2.2.2), in dem der Anteil der EZM-
Atheromflachen bezogen auf die Gesamtplaqueflache maximal war (Flachenauswertung s.h. Kapitel 2.4). Diese Schnitte
wurden in der asymptomatischen und symptomatischen Patientengruppe verglichen.

Mann-Whitney Test; p-wert > 0.99

3.3.3 PAPP-A und Perilipin in Korrelation mit der Neurologie

In Kapitel 3.3.4 konnte gezeigt werden, dass sowohl PAPP-A als auch Perilipin

mit der Stabilitat eines Plaques in signifikantem Zusammenhang stehen. Beide Proteine
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lassen sich in Plaques, die nach der AHA-Klassifikation als instabil eingeteilt werden
deutlich starker nachweisen als in stabilen Plaques. Es konnte ausserdem gezeigt wer-
den, dass mit abnehmender Kappendicke die Expression an PAPP-A und Perilipin im
Plaque signifikant ansteigt.

In wieweit PAPP-A und Perilipin als Marker fir instabile arteriosklerotische La-
sionen mit der klinischen Neurologie der Patienten korrelieren, wurde in einem weiteren
Schritt untersucht. In Kapitel 3.2.3 konnte bereits gezeigt werden, dass aktivierte Ma-
krophagen (Schaumzellen) und PAPP-A signifikant korrelieren. Es stellt sich die Frage,
ob sich diese signifikant positive Korrelation zwischen Schaumzellen und PAPP-A bei
symptomatischen und asymptomatischen Patienten unterscheidet. Das Ergebnis zeigt
Abbildung 27. Es zeigt sich ein positiv linearer Zusammenhang zwischen Schaumzellen
und PAPP-A in der Gruppe der asymptomatischen Patienten. Dieses Ergebniss lafit
sich als Trend beschreiben, der grenzwertig statistisch signifikant (r=0,370, p=0,075)
nachgewiesen werden konnte. Grund fir diese schwachere Korrelation stellt die gerin-

ge Fallzahl dar.

Abbildung 27
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Abbildung 27 beschreibt den Zusammenhang zwischen der Flache hoher Schaumzellakkumulation und der Flache hoher
PAPP-A-Akkumulation in Plaques von asymptomatischen Patienten. (Flachenauswertung s.h. Kapitel 2.4)

p-wert=0.075; r=0.37 (Korrelationskoeffizient nach Spearman)
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Im Vergleich zur asymptomatischen Gruppe konnte in der symptomatischen
Gruppe allerdings ein deutlich starkerer Zusammenhang zwischen Schaumzellen und
PAPP-A verzeichnet werden. Dies ist anhand der Abbildung 28 ersichtlich. Betrachtet
man die Kurve, so erscheint die Steigung kleiner verglichen mit Abbildung 27. Die Ur-
sache daflr liegt bei einem der Werte, welcher als Ausreier die Kurve nach unten
driickt. Betrachtet man allerdings den nicht-parametrischen, aufreilerunempfindlichen
Korrelationskoeffizienten nach Spearman und dessen Signifikanz (r= 0,615, p<0,001),
so muss von einer starkeren Korrelation der beiden GroRen ausgegangen werden. In

Abbildung 29 wurden die Daten zur besseren graphischen Darstellung logarithmiert.

Abbildung 28
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Abbildung 28 beschreibt den Zusammenhang zwischen der Flache hoher Schaumzellakkumulation und der Flache hoher
PAPP-A-Akkumulation in Plaques von symptomatischen Patienten. (Flachenauswertung s.h. Kapitel 2.4)

p-wert<0.001; r=0.615 (Korrelationskoeffizient nach Spearman)

Die log-Transformation (dabei handelt es sich um eine schlichte Logarithmierung
der Ausgangswerte), wie sie in Abbildung 29 verwendet wurde, wird angewandt, wenn
Daten eine sehr grof3e Streuung "nach oben" besitzen, d.h. also wenn vereinzelt sehr

hohe Werte auftreten. Da es sich um eine monotone Transformation handelt, wird die
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Rangfolge der Daten durch diese Umrechnung nicht gedndert, demzufolge dndern sich
auch entsprechend nicht-parametrische Teststatistiken, wie der Spearman-

Korrleationskoeffizient, nicht.

Abbildung 29
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Abbildung 29 beschreibt den Zusammenhang zwischen der Flache hoher Schaumzellakkumulation und der Flache hoher
PAPP-A-Akkumulation in Plagues von symptomatischen Patienten. Zur Darstellung wurde im Vergleich zu Abbildung 28
die log-Transformation angewendet. (Flachenauswertung s.h. Kapitel 2.4)

p-wert<0.001; r=0.615 (Korrelationskoeffizient nach Spearman)

Abbildung 30 zeigt, dass in allen instabilen Plaques von asymptomatischen Pa-
tienten PAPP-A zu 88.46% exprimiert wurde. In keinem stabilen Schnitt der asympto-
matischen Patienten konnte PAPP-A nachgweiesen werden.. Umgekehrt bedeutet dies,
dass in 11.54% der instabilen Schnitte und in 100% der stabilen Schnitte kein PAPP-A
vorhanden war.

In der symptomatischen Gruppe war PAPP-A innerhalb der instabilen Schnitte
zu 62.5% vorhanden, in den stabilen Schnitten konnte PAPP-A in 10% der Falle nach-
gewiesen werden. Es ist somit von Bedeutung, dass sowohl bei symptomatischen Pati-
enten, als auch bei asymptomatischen Patienten instabile Lasionen existieren und wei-

terhin, dass PAPP-A in diesen instabilen Plaques in beiden neurologischen Gruppen
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signifikant starker exprimiert wird verglichen mit stabilen Plaques von symptomatischen

und asymptomatischen Patienten.

Abbildung 30
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Abbildung 30 zeigt die Verteilung der PAPP-A Expression zwischen allen instabilen und stabilen histologischen Schnitten
bei asymptomatischen und symptomatischen Patienten.

Fir die Verteilung innerhalb der asymptomatischen Patientengruppe gilt: Chi*-Test; p-wert = 0.015

Fir die Verteilung innerhalb der symptomatischen Patientengruppe gilt: Chi*-Test; p-wert = 0.003

Stellt man die gleiche Korrelation fur Perilipin auf, so bietet sich ein ahnliches
Bild. Dies veranschaulicht Abbildung 31.

Von allen instabilen Plaques innerhalb der asymptomatischen Patientengruppe
exprimierten 95.24% Perilipin. Von allen stabilen Plaques der asymptomatischen Pati-
entengruppe exprimerten 33.33% Perilipin. Ein p-wert<0.001 zeigt den signifikanten
Zusammenhang dieser Korrelation. Bezuglich der symptomatischen Gruppe konnte in
den intabilen Plaques Perilipin in 73.17% nachgewiesen werden, lediglich 17.65% der
stabilen Plaques exprimierten Perilipin. Auch dieses Korrelat konnte statistisch signifi-
kant (p<0,001) belegt werden.
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Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass Perilipin und PAPP-A in instabilen
Plagues sowohl bei asymptomatischen und symptomatischen Patienten signifikant hau-
figer exprimiert werden, wobei dieser Zusammenhang besonders in der asymptomati-

schen Gruppe ausgepragt ist, er gilt aber auch fir die symptomatische Patientengrup-

pe.

Abbildung 31
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Abbildung 31 zeigt die Verteilung der Perilipin Expression zwischen allen instabilen und stabilen histologischen Schnitten
bei asymptomatischen und symptomatischen Patienten.

Fir die Verteilung innerhalb der asymptomatischen Patientengruppe gilt: Chi*-Test; p-wert < 0.001

Fir die Verteilung innerhalb der symptomatischen Patientengruppe gilt: Chi*-Test; p-wert < 0.001

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass Perilipin und PAPP-A in instabilen
Plagues sowohl bei asymptomatischen und symptomatischen Patienten signifikant hau-
figer exprimiert werden, wobei dieser Zusammenhang besonders in der asymptomati-

schen Gruppe ausgepragt ist, er gilt aber auch fir die symptomatische Patientengrup-

pe.
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4 Diskussion

Laut Angaben des statistischen Bundesamtes ist der Schlaganfall die dritthau-
figste Todesursache der westlichen Industrienationen nach malignen Erkrankungen und
den ischamischen Herzerkrankungen. Dabei ist die Ruptur von Plaques der A. carotis
und die daraus resultierende distale Embolie von atheromatdsen Ablagerungen der
haufigste zugrundeliegende pathogenetische Mechanismus einer zerebralen Ischamie.
Eher noch als der Stenosegrad der A. carotis erscheint die morphologische, arterioskle-
rotische Plaquekomposition von zentraler Bedeutung zur Risikostratifizierung einer Pla-
queruptur mit nachfolgendem ischamischem Ereignis. Die wesentlichen histologischen
Charakterzige einer vulnerablen Plaque setzen sich aus neointimalen Einblutungen,
Atheromen, einer dinnen fibrésen Kappe und einer erhdhten Zahl an inflammatori-
schen Zellen, vorzugsweise Monozyten und Makrophagen zusammen. Eine Plaquerup-
tur mit konsekutiver Embolie aufgrund einer Formation von thrombotischem Material
durch friihzeitige Detektion zu vermeiden, ist oberstes Ziel cerebrovaskularer Wissen-
schaft.

Obwohl diverse neue Verfahren im technischen Bereich, wie z.B. die optische
Koharenztomografie, die intravaskulare Sonographie in Kombimation mit der Thermo-
graphie, die Elastographie und die Photonenspektroskopie entwickelt wurden, um die
arteriosklerotische Gewebekomposition zu evaluieren, gestaltet sich die Vorhersage
eines cerebrovaskuldren Geschehens im klinischen Alltag besonders fur asymptomati-
sche Patienten weiterhin schwierig (23). Erschwerend kommt hinzu, dass sich dererlei
Verfahren aufgrund hoher Kosten und Invasivitat nicht auf ein breites Patientenkollektiv
anwenden lassen (23).

Vor diesem Hintergund steht die Etablierung eines sensitiven, spezifischen und
frihen Markers flr instabile Plaques, der diese indirekt und nicht invasiv detektiert, und
dessen Blutserumkonzentration rechtzeitg vor einem akuten Geschehen ansteigt. In
dieser hier vorliegenden Studie wurden zwei potentielle Marker instabiler Plaques un-
tersucht, PAPP-A und Perilipin. PAPP-A ist eine hochmoleklare zinkbindende Metallo-
proteinase, die auf indirektem Weg die Bioverfigbarkeit von IGF-1 erhéht und dadurch
als Mediator der Arteriosklerose fungiert.

Eine Uberexpression an Perilipin hat eine Lipidakkulumation in Makrophagen zur
Folge, da Perilipin die Hydrolyse von Lipiden blockiert, was in Folge zur abnormalen
Retention von Lipiden in der Gefaldwand fuhrt. In der hier vorliegenden Studie wurden

diese beiden Proteine mittels Immunhistochemie nach Desobliterationen der A. carotis
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auf ihre potentielle Fahigkeit als Marker fUr instabile Plaques untersucht. Dies ermdg-
licht eine fruhzeitige Detektion derjenigen Plaques, die im Begriff sind, sich instabil zu
entwickeln. Damit hatten diese biochemischen Marker Potential, wesentlich zur Verbes-
serung des Schlaganfall Qualitatsmanagments beizutragen.

Als Hypothese dieser Studie wurde angenommen, dass PAPP-A und Perilipin
positiv mit der Instabilitdt der Carotisplaques korrelieren, ebenso wurde eine Korrelation
fur beide Marker mit der klinischen Neurologie der Patienten angenommen.

Als weitere Hypothese wurde angenommen, dass bestimmte instabile Plaquekompo-
nenten mit der klinischen Neurologie korrelieren, dass es Unterschiede zwischen
PAPP-A und Perilipin bezlglich der Stabilitdt bzw. der klinischen Neurologie gibt und
dass sich weiterhin PAPP-A und Perilipin bezlglich den histologischen Stadien unter-

scheiden.

4.1 Material und Methoden
4.1.2 Immunhistochemie

Immunhistochemie stellt heute eine Standardmethode in der molekularen Patho-
logie dar. Neben exakter zweidimensionaler Aufldsung ermdglicht die spezifische Far-
bung von Oberflachenantigenen eine genaue Phanotypisierung des histomorphometri-
schen Aufbaus phsyiologischer und pathologischer Gewebetypen. Einen Nachteil der
Immunhistochemie stellt die Tatsache dar, dass es sich dabei um eine ex-vivo Moment-
aufnahme eines pathophysiologsichen Zustandes handelt und funktionelle Aussagen

Uber das betreffende Gewebe nur in beschranktem Zustand mdglich sind.

4.1.3 Morphometrische Vermessung mittels Sigma Scan

Ziel der Analyse war die Ubersichtliche Evaluierung der gesamten Plaquekom-
position.

Aufgrund der heterogenen Plaguezusammensetzung, stellen herkdbmmliche Ver-
fahren wie die klassische Gesichtsfeldauszahlung keine geeignete Methode dar, eine
reprasentative Quantifizierung des gesamten Plaques zu gewahrleisten.

SigmaScan Pro Image Analysis Version 5.0.0 ermdglicht, jedes einzelne Flachenmal}
der Zellakkumulation zu erfassen, dieses zu vermessen und das Flachenmal einzelner

Areale zu addieren. Diese Methode entspricht einer semiquantitativen Darstellung der
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prozentualen Verteilung von Zelltypen. Durch Addition der einzelnen Malie war es mdg-
lich spezifische Zellexpressionen in einem Plaque zu erfassen. Kein anderes bekanntes

Verfahren erzielt ein vergleichbar genaues Ergebnis.

4.2 Diskussion des Patientenkollektivs

Das Patientenkollektiv der hier vorliegenden Studie war in Bezug auf Ge-
schlecht, Alter, Risikofaktoren, Medikation sowie Stenosegrad der A. carotis konform zu
vergleichbaren Studien mit &hnlicher Thematik (8,25,100).

Bezliglich dem prozentualen Anteil an Patienten mit Risikofaktoren flir Arterio-

sklerose ist das Patientenkollektiv charakteristisch flir Studien ahnlicher Art (6). Ebenso
ist der prozentuale Anteil der Patienten, die mit ASS, Beta-Blocker, ACE-Hemmer, Sta-
tine oder Nitrate therapiert wurden konform zu vergleichbaren Studien (6).
Der durchnittliche Stenosegrad betrug 86 + 7.8 in der asymptomatischen Gruppe und
88 + 11.3 in der symptomatischen Gruppe und liegt damit etwas tber dem durchschnitt-
lichen Stenosegrad anderer Studien. Sangiorgi et al geben fir die Gruppe der asymp-
tomatischen Patienten einen Stenosegrad von 80.6 + 8.0 % und fur symptomatische
Patienten 80.3 £ 6.2 % (100) Cosin-Sales beschreiben, dass 72.2% aller Patienten eine
Carotisstenose von (111 1] [aufwiesen (25).

Ein Nachteil dieser Studie stellt das verhaltnismaRig kleine Patientenkollektiv
dar. Da jedoch aufgrund der eindeutigen klinischen Symptomatik eine klare Einteilung
in symptomatische und asymptomatische Stenosen mdéglich war und ebenso eine stan-
dardisierte Einteilung der Lasionen in stabile und instabile Plaques vorgenommen wur-
de, konnten beide Parameter erfolgreich miteinander korreliert werden. Da fir ein Pla-
que Praparat jeweils 4-6 Schnitte angefertigt wurden, konnten entprechend 108 einzel-
ne Morphologien in stabil versus instabile Lasion eingeteilt werden und mit dem defi-
nierten Parameter symptomatische versus asymptomatische Stenose korreliert werden.
Die resultierende Anzahl verglichener Praparate ermoglichte eine valide statistische

Auswertung in Bezug auf Gruppengrdosse und Merkmalsverteilung.
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4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Die Auswirkung von Plaqueatheromen als Faktoren der Plaqueinstabilitit

auf die neurologische Symptomatik der Patienten

Die Indikation zur CEA wird heutzutage aufgrund des prozentualen Stenosegra-
des der A. carotis sowie anhand der klinischen Symptomatik eines Patienten gestellt.
Beide dienen als wesentliche Parameter um die Erfolgsrate einer CEA abzuschatzen
(29,37,49).

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die arterio-arterielle Embolie aus ruptu-
rierten Lasionen der A. carotis die pathophysiologisch haufigste Ursache fir passagere
oder irreversible cerebrale ischamische Insulte darstellt (13,36,46,85,92,100,110,113).
Aufgrund dieser Tatsache ist die Evaluierung von instabilen Strukturen der Plaquekom-
position und deren Auswirkung auf die klinische Neurologie eines Patienten von Bedeu-

tung.

Tatsachlich wurde bereits vielfach der Versuch unternommen, strukturelle, in-
stabile Charakteristika von Plaques der A. carotis in Beziehung zu symptomatischen
und asympomatischen Patienten zu setzten (41,83,105). So beschéftigte sich bei-
spielsweise eine grofle Zahl von Studien mit der Frage ob Hamorrhagien, Thrombosen,
oder Ulcerationen Einfluss auf die klinische Neurologie oder die Stabilitdt eines Plaques
ausuben (20,48,54,63,81,98,104). Allerdings bleibt die Assoziation zwischen Ha-
morrhagie, Thromben und den daraus entstehenden Symptomen weiterhin kontrovers
(27,86) und eignen sich nur ungenigend um anhand der Neurologie auf die Plaque-

komposition oder umkekehrt zu folgern.

Atherome sind ein weiteres strukturelles Charakteristikum instabiler Plaques
(106). In der hier vorliegenden Studie wurden Atherome, bestehend aus verschiedenen
Qualitaten und deren Auswirkung auf die klinische Neurologie untersucht.
Insgesamt wurden sechs verschiedene Atheromtypen und deren Auswirkung auf die
Neurologie untersucht. Als Einzelfaktoren wurden Atherome aus Cholesterin, kalzifizier-
te Atherome und Atherome bestehend aus extrazellularer Matrix ndher betrachtet (s.h.
Kapitel 3.3.1 und 3.3.2). Da sich Atherome auffallend oft aus diesen drei Gewebetypen
zusammensetzten, wurden zudem Gewebetypen in Kombination ausgewertet (Kalzifi-
kation/Cholesterin gemischt; extrazellularer Matrix /Cholesterin gemischt; sowie extra-
zellularer Matrix/Kalzifikation und Cholesterin gemischt). So konnte ein realistischeres

Bild des tatsachlichen Plaqueaufbaus gezeichnet werden.
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Untersucht man diese Atherome allein auf deren Vorhandensein innerhalb arte-
riosklerotischer Plaques und 1aRt eventuell vorhandene GroéRenunterschiede auller
Acht, so konnte trotz einer erweiterten Betrachtung verschiedener Atheromqualitaten in
dieser Studie fUr keines der sechs unterschiedlichen Atherome ein signifikanter Unter-
schied beziglich asymptomatischer und symptomatischer Plaques festgestellt werden.
So hat weder ein Atherom bestehend aus reinem Cholesterin, ein kalzifiziertes Athe-
rom, ein Atherom bestehend aus extrazellularer Matrix, noch ein Atherom, dass sich
aus Cholesterin/Kalzifikation oder Cholesterin/extrazelluldare Matrix oder Choleste-
rin/Kalzifikation/extrazelullare Matrix Gewebetypen zusammensetzt, eine signifikante

Auswirkungen auf die Neurologie eines Patienten.

Bezieht man allerdings die unterschiedlichen GroRen der Atherome in die Be-
trachtung mit ein, so ergibt sich ein differenzierteres Bild. Die bereits beschriebenen
sechs verschieden klassifizierten Atherome dieser Studie wurden morphometrisch ver-
messen und die so erhaltene Flache mit der Neurologie in Zusammenhang gebracht.
(s.h. Kapitel 3.3.2). Die Grolie der Atherome, bestehend aus Cholesterin oder extrazel-
lularer Matrix, sowie deren Kombinationen zeigten keinerlei signifikante Korrelation mit
der klinischen Symptomatik. Es konnte jedoch festgestellt werden, dass kalzifizierte
Atherome mit zunehmender GréRe signifikant haufiger in Plaques gefunden wurden,
welche von asymptomatischen Patienten stammten.

Eine kalizifizierte arteriosklerotische Lasion wird nach der AHA Klassifikation als
fortgeschrittene Lasion bezeichnet und ist gekennzeichnet durch Plaquekomplikationen
wie Einblutung, intramuraler Thrombusbildung, Kalzifikation und Plaquefissuren. Da in
der vorliegenden Studie keine Korrelation der kalzifizierten Plaques mit neurologischen
Komplikationen gefunden werden konnte, bedeutet dies, dass besonders bei asympto-
matischen, und somit klinisch unauffalligen Patienten die Gefahr einer plétzlich eintre-
tenden Plaqueruptur besteht. Dadurch laft sich folgern, dass Atherome, bestehend aus
den beschriebenen Gewebetypen zwar instabile, morphologische Plaguekomponenten

darstellen, sie korrelieren jedoch nicht mit der klinischen Neurologie.

Dies bedeutet, dass die Komposition des Plaques alleine nicht die neurologische
Symptomatik bedingt, mdglicherweise sind die Atherome selbst, ungeachtet ihrer Ge-
webetypen relativ stabil, und es sind vielmehr aktive Vorgange auf zellularer Ebene, in
der fibrdsen Kappe oder im Bereich des Atheroms, die einen Plaque destabilisieren und

letztendlich zur Ruptur fiihren. Diese Erkenntnis erlaubt somit nicht, anhand der Neuro-
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logie Aussagen uber den Atheromgewebetyp zu machen oder noch wichtiger, aufgrund
fehlender neurologischer Ereignisse einen instabilen Plaque mit Atherom auszuschlie-

Ben.

Vergleicht man die Ergebnisse dieser Studie mit der Literatur ahnlicher Untersu-
chungen so ergeben sich unterschiedliche Resultate. Seeger et al konnten zeigen, dass
ein erhdhter Cholesterin- und Lipidgehalt in Carotisplaques enthalten war, die sympto-
matischen Patienten entnommen worden waren, verglichen mit denjenigen von asymp-
tomatischen Patienten (102). Dies wurde durch die Aussagen von Feeley et al bekraf-
tigt, wonach Plaques, welche symptomatischen Patienten enthommen worden waren
weniger fibrotisches Gewebe und Kollagen enthielten und mehr Gewebe enthielten,
welches als ,softes pinkes* Material bezeichnet wurde (40). Es wurde vermutet, dass es
sich bei diesem Material um eine Mischung aus Cholesterin, Hamorrhagie, Fibrin und
ein nicht ndher definiertes amorphes Material handelte. Dies wurde jedoch nicht durch
histologische Analysen gesichert. Zudem wurde jeweils nur eine kleine Fallzahl unter-
sucht.

Analog der Studie von Seeger et al konzentrierten sich die Gberwiegende Mehr-
zahl derartiger Studien lediglich auf einzelne Atheromsubstanzen (z.B. Cholesterin oder
Kalzifikation). Plaques setzen sich jedoch selten aus nur einer Atheromqualitat zusam-
men, auffallend haufig bestehen Atherome aus gemischten Substanzen. Dies wird al-
lerdings in den meisten Studien nicht berlcksichtigt. Um die Auswirkungen eines mdg-
lichst reellen Plaqueaufbaus auf die klinische Neurologie zu untersuchen, wurden in

dieser hier vorliegenden Studie sechs verschiedene Atherometypen untersucht.

In der hier vorliegenden Studie konnte kein Zusammenhang zwischen dem A-
theromgewebetyp und der klinischen Neurologie eines Patienten festgestellt werden.
Dieses Resultat deckt sich mit einer Reihe weiterer Studien.

Saam et al untersuchten lipidreiche Atherome sowie kalzifizierte Atherome und
konnten keine Korrelation mit neurologischen Symptomen feststellen (89). Gestultzt
werden diese Resultate durch die Beobachtungen von Bassiouny et al (5). Danach be-
stimmt die morphologische Komplexitat der arteriosklerotischen Plaque, welche zur
Carotisstenose fuhrt, nicht deren Symptomatik. Die Symptomatik wird nach Bassiouny
et al vielmehr durch die Topographie der individuellen Plaque in Relation zur fibrésen
Kappe und Lumen beeinflusst. In einer weiteren Studie von Bassiouny et al wurden 62
Carotisplaques untersucht, wobei keine signifikanten Differenzen zwischen asypmtoma-

tischen und symptomatischen Patienten bezlglich der morphologischen Plaquekompo-
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sition gefunden wurden. Es wurde postuliert, dass der rupturierende Prozess, welcher
der Plaqueinstabilitdt zu Grunde liegt, stark mit der Plaquegréfie sowie mit dem Steno-
segrad assoziiert werden kann (4). Hatsukami et al konnten in gleich zwei Studien zei-
gen, dass die allgemeine Plaguekomposition von Patienten mit hochgradigen Carotis-
stenosen, welche sich einer CEA unterzogen haben, ungeachtet des praoperativen

neurologischen Status sehr ahneln (54,55).

In Anbetracht der Tatsache, dass keiner der bisher beschrieben Instabilitatsfak-
toren (Hamorrhagie, thrombotische Ereignisse, Atherome.) in einem zuverlassigen Zu-
sammenhang mit der klinischen Symptomatik eines Patienten stehen, bedarf es weiter-
hin eines indirekten Instabiliatsmarker, um embolische Geschehen hinreichend avisie-
ren zu kénnen. Betrachtet man die morphologische Zusammensetzung einer zum Zeit-
punkt der CEA entnommenen Plaque, so handelt es sich immer um eine Momentauf-
nahme und es erscheint diffizil anhand eines bestimmten morphologischen Plaquebe-
standteils zu diesem Zeitpunkt Aussagen Uber die Wahrscheinlichkeit eines emboli-
schen Ereignisses zu machen. Es wird ein Verlaufsparamter benétigt, der indirekt, aktiv
inflammatorisches Geschehen erfasst. Ausgehend von dieser Uberlegung wurde in ei-
nem weiteren Schritt dieser Studie auf die aktiv zellularen Mechanismen innerhalb einer
Plague und deren Korrelation sowohl mit der Stabilitat einer Plaque als auch der Neuro-

logie eines Patienten eingegangen.

4.3.2 Makrophagen und Schaumzellen als Zeichen zellular aktiver inflammatori-
scher Entziindungsvorgénge innerhalb arteriosklerotischer Plaques der A.

carotis und deren Einfluss auf die Plaquestabilitat

Es konnte gezeigt werden, dass bestimmte morphologische Plaquekomponen-
ten, wie z.B. Atherome zwar Merkmale instabiler Plaques sind, es konnte jedoch wei-
terhin belegt werden, dass die Komposition der Plaques alleine nicht zu neurologischen
Symptomen flhrt. Infolgedessen wurde die Hypothese gestellt, dass die Plaquekompo-
sition nicht die alleinige Ursache fir die Plaqueruptur darstellt, sondern vielmehr aktive
Vorgange auf zellularer Ebene verantwortlich fur die Ruptur der fibrésen Kappe ge-

macht werden konnen.
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Wahrend der Auswertung der Uber 400 histologischen Schnitte dieser Studie
war auffallend, dass die Makrophagenzahl in Plaques deutlich erhdht war, welche ein
Atherom enthielten, verglichen zu Plaques in denen kein Atherom vorhanden war. Au-
Rerdem waren Makrophagen besonders ausgepragt in der Plaqueschulter und im Be-
reich der fibrdsen Kappe angesiedelt. Diese Beobachtungen decken sich mit dem AHA
Report, in welchem Stary et al fortgeschrittene, arteriosklerotische L&sionen histolo-
gisch klassifizierten und eine ahnliche Verteilung der Makrophagen innerhalb des Pla-
ques beschreiben (108). Bassiouny et al Plaques kamen ebenfalls zu dem Schluss,
dass Plaques, in denen sich aktive Entziindungsprozesse abspielen, durch eine be-

trachtliche Makrophagenakkumulation identifiziert werden kénnen (5).

Aus Analysen von Koronararterien ist bekannt, dass eine hohe Zahl an inflam-
matorischen Zellen sowie hohe Level an Zytokinen und Proteasen innerhalb arterioskle-
rotischer Plaques mit Koronarsyndromen assoziiert werden kénnen. Anhand retrospek-
tiver Autopsie Studien von Koronargefallen untersuchten Kolodgie et al Plaques, wel-
che als Ursache von kardialen Ereignissen betrachtet wurden. Diese vulnerablen Pla-
ques waren ebenfalls durch eine hohe Dichte an Makrophagen gekennzeichnet.
(50,64,101). Broz et al bezeichneten Makrophagen in ihrer erst vor kurzem publizierten
Studie als zelluldre Schlisselemente der Pathogenese arteriosklerotischer Plaques
(18).

In der hier vorliegenden Studie konnte weiterhin ein signifikanter Zusammen-
hang zwischen Makrophagen und Schaumzellen festgestellt werden. (s.h. Kapitel 3.2.3)
Je mehr Makrophagen in einer Plaque vorhanden waren, umso mehr Schaumzellen
befanden sich darin. Dieser Zusammenhang wurde sowohl von Orozco et al, als auch
durch Forcheron et al ndher untersucht und bestatigt (42,89). Da es sich bei Schaum-
zellen allerdings um aktivierte Makrophagen handelt und der Ubergang flieRend ist,
kann man lediglich von Feldern in einer Plaques sprechen in der tberwiegend Ma-
krophagen die vorherrschenden Zellen waren und Felder in denen (berwiegend
Schaumzellen gefunden werden konnten. Allerdings konnte zusatzlich beobachtet
werden, dass die Makrophagendichte mit der Schaumzellexpression nicht in einem li-
nearen Zusammenhang steht. Trotz steigender Dichte an Makrophagen stagniert die
Schaumzellexpression, so dass die Kurve ein Plateau formt s.h. (s.h. Kapitel 3.2.3; Abb.
14).
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DarlUber hinaus war eine steigende Schaumzellexpression im Zuge einer vermehrten
Kapillarisierung auffallig (s.h. Kapitel 3.2.3; Abb.15), welche sich moéglicherweise auf
eine lokale Inflammationssreaktion zuriickfihren lasst. Jeziorska et al bestéatigten die-
ses Ergebnis, in ihrer Studie wurden 55 Carotisplaques auf Neovaskularisation unter-
sucht und ebenfalls in fortgeschrittenen Plaquestadien eine vermehrte Neovaskularisa-
tion sowie eine verstarkte Akkumulation von Makrophagen verzeichnet (61). Dies deutet
darauf hin, dass eine Neovaskularisation im Rahmen eines inflammatorischen Gesche-
hens ein bedeutendes Merkmal im Verlauf der Plaqueprogression darstellt, da diese
potentiell eine zusatzliche oder alternative Quelle fur das Einschwemmen von inflam-

matorischen Zellen aus dem Arterienlumen bietet (61).

Desweiteren konnte festgestellt werden, dass eine exzessive Akkumulation akti-
vierter Makrophagen (Schaumzellen) signifikant starker in instabilen Plaques exprimiert
war, verglichen zu stabilen Plaques (s.h. Kapitel 3.2.4; Abb.19). Die intensive inflamma-
torische Aktivitat dieser Zellen innerhalb der arteriosklerotischen Plaques kann zur loka-
len Proteolyse flihren und hat damit letztendlich die Ruptur der fibrésen Kappe zur Fol-
ge (53). Infolgedessen lasst sich eine exzessive Akkumulation aktivierter Makrophagen
(Schaumzellen) innerhalb arteriosklerotischer Plaques als Risikofaktor fiir cerebrale
Ereignisse klassifizieren. Broz et al bestatigen diese Aussage und beschreiben Ma-
krophagen ebenfalls als signifikanten Risikofaktor einer Plaqueruptur (18). Anhand Stu-
dien von Koronararterien konnte in einer weiteren Untersuchung von Buffon et al fest-
gestellt werden, dass in einer betrachtlichen Anzahl an Patienten der rasche Ubergang
von stabiler zu instabiler koronarer Herzkrankheit mit einer ausgedehnten inflammatori-
schen Zellinfiltration einhergeht. Weiterhin lieR sich bei Patienten mit einem akuten Ko-
ronarsyndrom sowohl eine ausgedehnte Inflammation in Serumproben der Koronarge-
faken feststellen, als auch eine systemische Aktivierung des Inflammationssystems
(19). Dies liel® sich weder durch die allgemeine arteriosklerotische Belastung, noch
durch ischamische Geschehen oder Aktivierung des hamostatischen Systems erklaren,
demnach spielt die chronische Inflammation eine wesentliche Rolle, nicht nur in der
Plaqueprogression, sondern auch in deren Stabilitdt und letztendlich deren Ruptur und
stellt nach Buffon et al das Konzept eines einzelnen vulnerablen Plaques als Ursache
der instabilen Herzkrankheit in Frage (19).

Allerdings unterscheiden sich die Methoden der beschriebenen Studien von den Me-
thoden der hier vorliegenden Studie, da die Ergebnisse durch Messung verschiedener
Entziindungsparameter im Serum festgestellt wurden und nicht, wie in der hier vorlie-

genden Arbeit durch histologische Evaluierung. Die Ergebnisse dieser hier prasentier-
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ten Studie werden bekraftigt durch die Aussagen einer vergleichbaren Studie von Inoue
et al. Diese fuhrten immunhistochemische Untersuchungen durch und untersuchten die
Expression eines Spatphasemediators HMGB1 (High-mobility group box 1), welcher
durch Makrophagen freigesetzt wird. In arteriosklerotischen Plaques der Koronarien
und Carotiden war HMGB1 reichlich vorhanden, jedoch nicht in in den glatten Muskel-
zellen der Media normaler Gefalie (59).

Das aktive inflammatorische Geschehen durch Makrophagen und Schaumzellen
innerhalb arteriosklerotischer Plaques stellt damit einen Prozess dar, der zur Plaque-
destabilisierung und schliel3lich zur Plaqueruptur fihrt, dies konnte in der hier vorlie-

genden Studie eindeutig belegt werden.

4.3.3 PAPP-A als potentieller indirekter Marker fiir Plaqueinstabilitat arterioskle-

rotischer Plaques in der A. carotis

Es konnte gezeigt werden, dass aktiv inflammatorische Vorgange wesentlich zur
Plaqueinstabilitdt und Ruptur beitragen. Da allerdings die Plaqueinfiltrate und darunter
auch die inflammatorischen Zellen (Makrophagen, Schaumzellen, Monozyten, etc.) mit-
tels nicht invasiver Bildgebung nur sehr ungenau quantifizierbar sind, bedarf es eines
Markers, der ein Bestandeil inflammatorischer, endokriner Kaskaden innerhalb arteri-
osklerotischer Plaques darstellt und dariber hinaus im Serum messbar ist.

Es gilt den lokal inflammatorischen Prozess der arteriosklerotischen Plaques und die
daraus resultierenden Komplikationen moglichst frihzeitig durch spezifische Serumpa-

rameter nicht invasiv zu beurteilen.

Liuzzo et al berichteten zum ersten Mal, dass systemische Konzentrationen an
C-reactive protein (CRP), bei Patienten mit instabiler Angina pectoris erhéht waren und
mit einer erhéhten Rate an erneuten kardialen Ereignissen assoziiert werden konnten
(102). Systemische Entziindungsindikatoren, wie beispielsweise CRP und Interleukin-6
Titer kdbnnen heutzutage routinemaflig anhand von Serumproben festgestellt werden.
Hansson et al zeigten, dass eine Vielzahl an zirkulierenden inflammatorischen Zytoki-
nen und anderen Marker der Akut-Phase-Reaktion (CRP, Interleukin 6, Fibrinogen, In-
terleukin 7 Interleukin 8, Pentraxin 3) mit einem héheren Risiko einer Erkrankung der
Koronararterien assoziiert sind. Obwohl es unwahrscheinlich ist, dass diese Entzin-
dungsparameter selbst die Erkrankung initiieren, so reflektieren sie doch den inflamma-

torischen Prozess der Arterien, aber auch anderer Gewebe (50,99). Darin liegt die Pro-
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blematik, CRP ist ein unspezifischer Marker fur Entzindungsvorgange und nicht spezi-
fisch fur Arteriosklerose. Dies erfordert Biomarker, die Plaque- bzw. Gefalligewebe re-
prasentieren und kausal mit den Mechanismen der Plaqueruptur assoziiert werden koén-
nen.

Darin ergeben sich die Vorteile von PAPP-A, da dieses in einer Form existiert,
welche spezifisch aus arteriosklerotischen Plaques stammt und somit durch speziell
entwickelte Immuntest mit hoher Spezifitdt und Sensitivitdt von weiteren PAPP-A Typen
und allgemeinen Inflammationsmarkern im Serum differenziert werden kann (7,93). Es
existieren ebenfalls mehrere Isoformen des Perilipin. Allerdings lasst sich anhand der
vorhandenen Literatur nicht mit Gewissheit sagen, ob es eine Isoform des Perilipin gibt,
die nur in arteriosklerotischen Lasionen exprimiert wird. Hofnagel et al untersuchten die
Perilipinexpression in fortgeschrittenen, arteriosklerotischen Plaques von Koronararteri-
en und konnten Perilipin deutlich nachweisen, wahrend Perilipin-B nur schwach expri-
miert war (58). Ob Perilipin ein spezifischer Marker flir Arteriosklerose ist, muss durch
weitere Studien erhartet werden.

In dieser Studie wurde angenommen, dass PAPP-A durch aktivierte Makropha-
gen in arteriosklerotishen Plaques exprimiert wird und in seiner Funktion als Protease
wesentlich zur Plaqueruptur beitragt. Da PAPP-A in einen direkten signifikanten Zu-
sammenhang mit aktivierten Entzindungszellen (Makrophagen, Schaumzellen) ge-
bracht werden konnte (s.h. Kapitel 3.2.3; Abb. 17), wird in der hier vorliegenden Arbeit
postuliert, dass die Expression von PAPP-A nicht als Reaktion auf ein Entziindungsge-
schehen angesehen werden darf sondern vielmehr, dass PAPP-A Uber IGF-1 eine akti-
ve Funktion im Inflammationsprozess mit konsekutiver Plaquebildung Gbernimmt. Be-
reits mehrfach wurde die proarteriosklerotische Wirkung von PAPP-A beschrieben und
aufgrund der Erkenntnis Gber dessen Degradation von IGFBPs-4 und -5 von einer akti-
ven Protease ausgegangen (25,26). Diese Hypothese wird allerdings durch einige klini-
sche und experimentelle Studien hinterfragt, welche annehmen, dass IGF-1 eine pro-
tektive Funktion gegen ischamische Ereignisse besitzt. Tatsachlich wurde in prospekti-
ven Studien ein vermindertes, zirkulierendes IGF-1 mit koronarer Herzkrankheit, Zu-
nahme der Dicke von Intima und Media, Glukoseintoleranz und Myokardinfarkt sowie
Herzversagen und Tod aufrund kardiovaskularer Ursachen assoziiert (24,62). Ange-
nommen IGF-1 sei tatsachlich kardioprotektiv, so missten erhéhte PAPP-A Werte
durch ihre Fahigkeit die Bioverfugbarkeit von IGF-1 zu erhéhen ebenfalls kardioprotek-
tiv wirken. Es wurde allerdings beobachtet, dass sowohl erniedrigte IGF-1 Werte als
auch erhohte PAPP-A Level kardioprotektive Wirkung zeigen. Laut Crea et al liegt die

einzig mogliche Begrindung darin dass PAPP-A keine ursachliche, aktive Funktion
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besitzt sondern vielmehr reaktiv auf vaskulare und myokardiale Verletzung reagiert (26).
Dies entspricht nicht der Vorstellung der pathogenetisch aktiven Rolle von PAPP-A, wie
sie in der hier vorliegenden Studie vertreten wird. Eine Begrindung, welcher alternati-
ven endokrinen Kaskade PAPP-A zu Grunde liegen kdnnte, bleibt allerdings in der Stu-
die von Crea et al aus. FUr eine aktive Funktion des PAPP-A spricht auch die kirzlich
veroffentlichte Studie von Resch et al (96). Diese Gruppe untersuchte PAPP-A knock
out Mause versus wild-type Mause nach Ligation der A. carotis um die Hypothese der
vaskuldren, neointimalen Hyperproliferation nach Verletzung zu eruieren. Wild-type
Mause zeigten nach Verletzung einen ausgesprochenen Anstieg an PAPP-A in Verbin-
dung mit einer progressiven neointimalen Hyperplasie bis hin zur Totalokklusion des
Gefalles. Bei PAPP-A knock-out Mausen blieb dieser Effekt aus (96). Infolgedessen
liegt es Nahe, dass PAPP-A in seiner Rolle innerhalb Inflammationsreaktionen eine
aktive Funktion Gbernimmt und der Regelkreis Makrophagen, Schaumzellen, IGF-1 wie
er in Kapitel 1.5.2 beschrieben wurde, kann belegt werden. Es bedarf allerdings weite-

rer Studien zur Verifizierung dieser These.

Es konnte in der vorliegenden Studie weiterhin gezeigt werden, dass sowohl
Schaumzellen, als auch PAPP-A unabhangig voneinander, signifikant mit den Kriterien
der instabilen Plaque assoziiert werden kdnnen (s.h. Kapitel 3.2.4) jenen Plaques, die
reich an Inflammation und Zellinfiltration sind (106). Die Expression von PAPP-A durch
aktivierte Zellen scheint somit stark an lokale Inflammationsprozesse innerhalb der Arte-
rienwand gekoppelt zu sein. Da PAPP-A in stabilen Plaques ohne Atherom deutlich
weniger nachgewiesen wurde (s.h. Kapitel 3.2.4), ist PAPP-A mdglicherweise in den
strukturellen, atheromatésen Veradnderungen der Arterienwand involviert und ein An-
stieg dieser Proteinase kdnnte das Stadium innerhalb der Plaqueprogression reprasen-

tieren, in dem eine Plaque instabil wird.

Das Resultat der hier vorliegenden Studie, dass PAPP-A als Marker instabiler
Plagues bezeichnet werden kann, konnte durch eine vergleichbare Studie von Bayes-
Genis bestatigt werden. PAPP-A wurde durch Bayes-Genis zum ersten Mal im Zusam-
menhang mit Arteriosklerose beschrieben. Dabei wurden ebenfalls immunhistochemi-
sche Plaqueanalysen durchgefiihrt und von den Autoren hohe Werte an PAPP-A in
rupturierten Plaques verglichen zu stabilen Plaques festgestellt. Weiterhin fanden sie
erhohte zirkulierende PAPP-A Serumlevel in Patienten mit akuten Koronarsyndromen

(6). Die Resultate von Bayes-Genis et al kénnen nicht beantworten, welche diagnosti-
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sche und prognostische Relevanz PAPP-A bei Patienten mit akuten Koronarsyndromen
oder cerebrovaskularen Syndromen hat.

Entsprechend der Studie von Bayes-Genis wurden die meisten der Untersu-
chungen zu PAPP-A an Koronargefallen im Zusammenhang mit ACS durchgefuhrt.
Allen Studien ist aber gemein, dass letztlich jegliche Ereignisse, cerebral oder kardial,
aus einer Aktivitdt der arteriosklerotischen Plaques resultieren, dies entpricht der Er-
kenntnis der hier vorliegenden Studie und erlaubt somit den Vergleich mit kardiovasku-

laren Untersuchungen.

4.3.4 Die diagnostische Bedeutung von PAPP-A als Marker instabiler arteri-

osklerotischer Plaques

In dieser Studie wurde PAPP-A mit der klinischen Neurologie korreliert, dabei
war besonders auffallend, dass PAPP-A nicht nur signifikant haufiger in instabilen Pla-
ques gefunden wurden, sondern auch signifikant haufiger bei asymptomatischen Pati-
enten (s.h. Kapitel 3.3.3; Abb.28) Danach ist der am meisten gefahrdete Patient flir ein
plétzliches embolisches Geschehen nicht etwa der klinisch symptomatische Patient mit
hochgradiger Carotisstenose, sondern der asymptomatische Patient. Die diagnostische
Bedeutung von PAPP-A als Marker einer vulnerablen Plaque wéare damit besonders fur
asymptomatische Patienten relevant. Cosin-Sales et al gingen der Frage nach, ob
PAPP-A bei Patienten mit chronisch stabiler Angina pectoris mdglicherweise als Marker
eines vulnerablen arteriosklerotischen Plaques dienen konnte (25). Sie kamen zu dem
Schluss, dass bei asymtomatischen Patienten erhdhte PAPP-A Werte mit arteriosklero-
tischen Lasionen assoziiert werden konnten, die sich nach der AHA in Typ V oder héher
einteilen lieBen und damit als instabil gelten (106). Damit unterstreicht die Studie von
Cosin-Sales et al die Ergebnisse der hier vorligenden Studie, PAPP-A erwies sich

ebenfalls geeignet zur Diagnose von instabilen Plaques asymptomatischer Patienten.

Generell gilt, dass PAPP-A bislang hauptsachlich an Koronarien untersucht wur-
de, Uber die Bedeutung flr den Carotisplaque, welcher in der vorliegenden Studie un-
tersucht wurde, ist bislang wenig bekannt. PAPP-A wurde an der A. carotis durch
Beaudeaux et al beschrieben. Hier zeigte sich, dass PAPP-A bei asymptomatischen
Patienten sowohl mit einer ausgepragten Inflammationsreaktion als auch mit der Echo-
genitdt der Plaquestrukturen assoziiert werden kann. Die Plaquemorpholpgie wurde

durch Sonographie nicht invasiv beurteilt und zeigte, dass hypoechogene, friihe Pla-
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questadien geringere PAPP-A Serum Level aufwiesen, wahrend fortgeschrittene Stadi-
en hohe Level an PAPP-A exprimierten (8). Allerdings muss darauf verwiesen werden,
dass eine Hypercholesterindmie als voraussetzendes Einschlusskriterium der oben zi-
tierten Studie galt. Somit wurden ausschlie3lich Patienten evaluiert bei denen erhdhte
Werte an Cholesterin bzw. Triglyceride gemessen werden konnten (serum total chole-
sterol 5.2 mmol/L und/oder Triglyceride 1.7 mmol/L). Daraus ergibt sich die Frage in-
wieweit sich Interferrenzen zwischen PAPP-A und einem erhéhten Wert an Serumlipid-
werten ergeben und ob PAPP-A mdglicherweise mit dieser Hyperlipidadmie assoziiert ist.
Diese Korrelation wurde jedoch in der Studie von Beaudeux et al nicht naher unter-

sucht.

Das Risiko eines Schlaganfalls bei asymptomatischen, hochgradigen Carotis-
stenosen ist im Allgemeinen allerdings gering. Dies konnte durch Longstreth et al ge-
zeigt werden (78). In anderen Studien wurde der natirliche Krankheitsverlauf von Pati-
enten mit asymptomatischen Carotisstenosen untersucht, dabei ging der Mehrheit aller
Schlaganfalle, deren Ursache in der A. carotis lag, eine TIA voraus. Die Inzidenz von
Schlaganfallen, welche nicht durch eine TIA angekilindigt wurden, war relativ niedrig
(30). Somit kann argumentiert werden, dass PAPP-A in seiner Relevanz als diagnosti-
scher Marker eines drohenden Schlaganfalls bei asymptomatischen Patienten an Be-
deutung verliert. Von einer anderen Perspektive aus betrachtet, betragt die unangekin-
digte Schlaganfallrate einer asymptomatischen aber instabilen extrakranialen Carotis-
stenose jedoch jahrlich ungefahr 1-2% (22,33,71,87), eine Rate die eine hohe Inzidenz
bezogen auf die Gesamtbevolkerung reprasentiert (47). Diese Perspektive fordert eine
agressivere Vorgehensweise beziiglich der Evaluation vulnerabler Plaques bei asymp-
tomatischen Patienten. PAPP-A als Screening Marker fir instabile Plaques konnte zur

Diagnostik beitragen

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass sich PAPP-A mogli-
cherweise zur Diagnose einer drohenden Plaqueruptur eignet, inwieweit sich PAPP-A
zur Diagnose eines akuten ischamischen Ereignisses eignet, wurde von weiteren Stu-
dien untersucht.

PAPP-A wurde mit Markern korreliert, welche akute ischamische Ereignisse am
Myokard anzeigen (Ck-MB, Troponin T), dabei konnte kein signifikanter Zusammen-
hang festgestellt werden (63). In einer weiteren Studie fanden Dominguez-Rodriguez et
al keine Differenzen bezuglich der PAPP-A Expression von 80 Patienten mit ST-

Elevation verglichen zu Kontrollgruppen, in dieser Studie wurden auch keinerlei Korrela-
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tionen zwischen PAPP-A und einer myokardialer Nekrose festgestellt. Die Proben wur-
den allerdings 6.3 + 2.8 Stunden (Mittelwert + Standartabweichung) nach Beginn der
Symptome entnommen, somit proklamierten die Autoren, dass PAPP-A kein friher
Marker eines kardialen ischdmischen Ereignisses darstellt. Es ist daher anzunehmen,
dass sich PAPP-A nicht zur Diagnose eines akuten Ereignisses eignet. Allerdings be-
darf es noch weiterer Studien um die genaue Kinetik der PAPP-A Freisetzung in diesem
Zusammenhang zu erklaren und die korrespondierenden Bluttest zu etablieren. Anzu-
merken ist, dass es sich bei den oben beschrieben Studien nicht um histologische Un-

tersuchungen handelt, PAPP-A Werte wurden aus dem Serum ermittelt.

4.3.5 Die pradiktive Bedeutung von PAPP-A als Verlaufsparameter zur Aussage

von cerebrovaskularen Ereignissen

Die Bedeutung von PAPP-A als Verlaufsparameter sowie als prognostischer
Marker fur cerebrovaskularen Ereignissen zeigte sich, indem PAPP-A mit der Dicke der
fiborésen Kappe korreliert wurde (s.h. Kapitel 3.2.4; Abb.22). Erhdhte PAPP-A Werte
korrelieren mit einer Abnahme der fibrésen Kappendicke. PAPP-A ist somit nicht nur in
Inflammationsvorgdngen mafgeblich beteiligt, sondern auch in der Degradation der
fibrésen Kappe und letztendlich in der Ruptur der gesamten Plaque. Sangiorgi et al
konnten den Zusammenhang zwischen PAPP-A und der Degradation der fibrésen Kap-
pe ebenfalls zeigen und kdnnen damit die hier vorliegenden Ergebnisse bestatigen
(100). Allerdings handelt es sich bei der Studie von Sangiorgi et al um eine Studie, bei
der die Quantifizierung der PAPP-A Expression in funf Stufen eingeteilt wurde, diese
Einteilung ist zudem nicht schlussig linear und aufgrund von Schatzwerten ungenau.
Die morphometrische Vermessung der PAPP-A Expression in der hier vorliegenden
Studie erlaubt eine exaktere Darstellung, da fiir jeden histologischen Schnitt die indivi-
duelle PAPP-A Expression bestimmt werden konnte.

Virmani et al beschrieben in ihrer Studie die charakteristische, rupturgefahrdete
arteriosklerotische Lasion. Diese ist demnach gekennzeichnet durch einen nekrotischen
Kern bedeckt von einer fibrésen Kappe < 65um. Es fanden sich wenig glatte Muskelzel-
len und zahlreiche Makrophagen. Lasionen dieser Art waren hauptsachlich in Patienten

vorhanden, welche an einem akuten Myokardinfarkt gestorben waren.

Um Aussagen uber den prognostischen Wert von PAPP-A in Patienten mit koro-

narer Herzkrankheit zu treffen, evaluierten Lund et al die PAPP-A Expression in 200
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Patienten mit akuten Myokardinfarkt ohne Troponin T Anstieg. PAPP-A stellte sich als
starker, unabhangiger Pradiktor fir kardial ischamische Ereignisse bei Patienten mit
Verdacht auf Myokardinfarkt ohne Troponin T Anstieg heraus (80). Auch Heeschen et al
konnten in einer kirzlich veréffentlichten Studie belegen, dass PAPP-A zusatzliche,
wertvolle prognostische Informationen bei Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom
liefert (56).

Gestutzt wurde diese Studie erst kurzlich durch die Ergebnisse von Elesber et
al. Auch diese Gruppe postulierte dass PAPP-A ein unabhangiger prognostisch wertvol-
ler Marker firr ein akutes kardiales Ereignis bei chronisch stabiler Angina sei und Li X et
al unterstrichen aktuell diese These noch einmal, indem auch sie PAPP-A eine bedeu-
tende Rolle in der Kaskade von arteriosklerotischer Plaqueinstabilitdt und ACS zu-
schreiben (52).

Diese Aussagen unterstiitzen die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie. Eine
erhohte PAPP-A Expression ist assoziiert mit einer Degradation der fibrésen Kappe,
diese Dynamik fiihrt letztlich zur Ruptur der Plaque mit kardialen oder cerebralen Sym-

ptomen.

4.3.6 Perilipin als potentieller indirekter Marker fiir die Plaqueinstabilitat arteri-

osklerotischer Plaques in der A. carotis

Zellen, die Triaglyceride speichern, sind umgeben von spezifischen Proteinen,
die diesen Mechanismus kontrollieren, insbesondere Adipophiline und Perilipin. Es exi-
stieren drei verschiedene Typen von Perilipin A, B und C, die durch unterschiedliches
Splitting einer gemeinsamen Vorlaufer mRNA entstehen (79). Perilipin A und B wurde in
Adipozyten gefunden wobei eine Pradominanz fur Perilipin festgestellt wurde (42). Al-
lerdings wurde lange davon ausgegangen dass die Expression von Perilipin nur auf
Adipozyten und Steroidzellen begrenzt ist (77), dies konnte erst kiirzlich widerlegt wer-
den, indem Perilipin in arteriosklerotischen Plaques detektiert werden konnte (38). Es
kann davon ausgegangen werden, dass Perilipin potentiell in der Entwicklung der Arte-
riosklerose involviert ist, indem es die Hydrolyse von Lipidakkumulation in Zellen bloc-
kiert (115).

Perilipin zeigt in den Ergebnissen der hier vorliegenden Studie starke Parallelen

zu PAPP-A. Es konnte festgestellt werden, dass Perilipin in einem signifikant postitiven

Zusammenhang sowohl mit der Makrophagenanzahl als auch mit der Schaumzellenex-
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pression steht (s.h. Kapitel 3.2.3). So konnte gezeigt werden, dass der Regelkreis zwi-
schen Perilipin, Makrophagen und Schaumzellen auch bei Patienten mit hamodyna-
misch relevanten Stenosen der A. carotis nachweisbar ist. Allerdings war auffallig, dass
die Perilipin Expression in humanen Plaques sehr unregelmassig ausgepragt war. In
histologischen Schnittpréaparaten, welche reich an Makrophagen waren, vermuteten wir
eine hohe Zahl an Perilipin positiven Zellen, allerdings fand sich relativ haufig das ge-

naue Gegenteil.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass Perilipin analog zu PAPP-A ebenfalls
signifikant haufiger in instabilen Plaques vorhanden ist und besonders ausgepragt in
Schaumzellen gefunden wurde, die um Atherome angesiedelt waren. In histologischen
Schnitten, die kein Atherom enthielten, konnte Perilipin nicht oder nur kaum nachgewie-
sen werden (s.h. Kapitel 3.2.4). Parallelen zu PAPP-A ergaben sich ebenfalls wenn
man Perilipin in Bezug auf die klinische Neurologie naher betrachtet. Perilipin wird so-
wohl bei symptomatischen als auch asymptomatischen Patienten signifikant haufiger in
instabilen Plaques exprimiert, genau wie bei PAPP-A ist allerdings von besonderem
Interesse, dass die Perilipin Expression bei asymptomatischen Patienten mit instabilen
Palques noch deutlicher ausgepragt ist (95% Perilipin bei asymptomatischen Patienten
versus 73% Perilipin bei symptomatischen Patienten beide Gruppen enthalten instabi-
len Plaques) (s.h. Kapitel 3.3.3)

Analog zu PAPP-A konnten wir steigende Perilipin Werte mit einer Degradation
der fibrosen Kappe assoziieren. Dies konnte in einen negativ linearen Zusammenhang
gebracht werden (s.h. Kapitel 3.2.4). Basierend auf diesen Resultaten kann Perilipin
ebenfalls als ein Marker klassifiziert werden, welcher indirekt und nicht invasiv vulnera-
ble Plaques detektiert. Ein erhohter Perilipin Wert kiindigt moglicherweise eine drohen-
de Ruptur der fibrésen Kappe an und dient dadurch als friihzeitigen Pradiktor eines dro-

henden cerebrovaskularen Ereignisses.

Im Vergleich zu PAPP-A ist ein Blick in die Literatur zu Perilipin weit weniger er-
giebig, da sich die Erforschung des Perilipin in der Anfangsphase befindet. Wie be-
schrieben, konnte Perilipin in einen signifikanten Zusammenhang mit der Makropha-
gendichte und der Schaumzellenexpression gebracht werden. Studien konnten diesen
Zusammenhang zwischen Makrophagen, Schaumzellen, Adipozyten und Perilipin bis-
lang belegen und zeigen, dass eine Uberexpression an Perilipin zur Lipidakkumulation
in Makrophagen und somit zur abnormalen Retention von Lipiden in der Intima der Ge-

falBwand fuhrt (66). Allerdings war im Zuge der Auswertung der histologischen Schnitte
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die unregelmassige Auspragung des Perilipins auffallig. Obwohl in einigen Schnitten
Makrophagen reichlich exprimiert wurden, war Perilipin nur sehr schwach bis tUberhaupt
nicht vorhanden. Besonders frihe Plaquestadien (AHA I-lll) zeigten dieses Bild einer
hohen Makrophagendichte ohne Perilipinexpression. Dies stellte die urspringliche
Hypothese in Frage, in der angenommen wurde, dass Perilipin von aktivierten Ma-
krophagen exprimiert wird. Allerdings lie3 sich Perilipin in fortgeschrittenen Plaquesta-
dien (AHA IV-VI) im Vergleich zu frihen Plaquestadien proportional deutlich intensiver
nachweisen. Trotz maRiger Makrophagendichte fand hier haufig eine ausgepragte Peri-

lipinexpression statt.

Diese Beschreibung deckt sich mit den Erkenntnissen einer vergleichbaren Stu-
die (58). In dieser Studie fiihrten Hofnagel et al zur Perilipin Dedektion eine Vielzahl an
Experimenten durch, welche allesamt ein uneinheitliches Muster ergaben. Letztendlich
entdeckten sie Perilipin in fortgeschrittenen, arteriosklerotischen Lasionen in Koronarar-
terien, konnten Perilipin jedoch ebenfalls in den frihen bis mittleren Stadien weder in
Makrophagen noch in glatten Muskelzellen nachweisen (58). Damit kdnnen Hofnagel et
al die Ergbenisse dieser hier vorliegenden Studie bestatigen. Eine mdgliche Begrin-
dung dieses Phanomens findet sich durch die genauere Betrachtung der Entstehungs-
kaskade von Perilipin. Adipophilin, welches in den Formenkreis der Perilipine gehort,
diesem aber nicht entspricht, konnte in diesen frihen Stadien arteriosklerotischer Pla-
ques detektiert werden. Adipophillin ist beteiligt an der Lipidfomation indem es die Fett-
saureaufnahme in die Zelle stimuliert (91). Im Zuge der Differenzierung von Adipozyten,
wird Adipophilin durch Perilipin ersetzt (58). Folglich ersetzt Perilipin Adipophilin im Zu-
ge der Atherogenese und tragt dann zur Lipidakkumulation in Zellen bei, indem es die
Lipidhydrolyse hemmt. Lie3e sich diese Theorie nicht nur auf die Differenzierung von
Adipozyten sondern auch auf die Differenzierung von Makrophagen zu Schaumzellen
anwenden (58), so lielke sich erklaren, warum trotz hohen Makrophagenzahlen auffal-
lend haufig keinerlei Perilipinexpression dedektiert werden konnte. Eine andere Erkla-
rung fur die weiter oben dargestellten Beobachtungen einer uneinheitlichen Expression
von Perilipin in Abhangigkeit des Plaquealters liefert die Studie von Larigauderie et al.
Larigauderie et al bestatigen die Aussagen von Hofnagel et al, indem auch in dieser
Studie kein Perilipin in frihen Stadien der Zelldifferenzierung von Adipozyten gefunden
werden konnte. Perilipin wurde in der Studie von Larigauderie et al ebenfalls in spaten
Stadien der Differenzierung von Adipozyten detektiert. Darliber hinaus wurde in dieser
Studie die Expression von Perilipin im Zuge der Differenzierung von Monozyten in Ma-

krophagen untersucht und festgestellt, dass die Expression an Perilipin im Zuge dieser
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Differenzierung signifikant zunimmt (66). Sowohl die Studie von Hofnagel et al als auch
die Arbeit von Larigauderie et al bestatigen die Beobachtungen der hier vorliegenden
Studie. Es konnte gezeigt werden, dass die Perilipin Expression in frihen arteriosklero-
tischen Plaques kaum ausgepragt ist, wohl aber in fortgeschrittenen Lasionen. Obwohl
bereits mehrere plausible Erklarungsansatze beschrieben werden konnten, bedarf es

weiterer Studien um die genaue Expression von Perilipin im Detail zu evaluieren.

Die genaue Rolle des Perilipin im Arterioskleroseprozess ist nicht exakt geklart.
Wir konnten Perilipin jedoch signifikant haufiger in Plaques nachweisen, die instabil
waren. Das bedeutet diese Plaques enthielten Atherome. Dies ist konform mit den Er-
gebnissen einer ahnlichen Studie von Forcheron et al (42). Sie untersuchten die Perili-
pin Expression an Desobliterationen der A. carotis, gewonnen durch CEA. In dieser
Arbeit wurde ebenfalls die Expression von Perilipin in Plagues nachgewiesen, die Athe-
rome enthielten und damit instabil waren. Daraus wurde gefolgert, dass die Uberex-
pression von Perilipin und die sich daraus ergebenden Modifikationen innerhalb arteri-
osklerotischer Plaques eine regulierende Schlisselrolle im Metabolismus des Chole-
sterins, besonders in dessen Akkumulation spielt (42). Eine weitere Studie in diesem
Zusammenhang wurde erst kurzlich von Xu et al publiziert. Sie zeigt ebenfalls, dass
eine Dysregulation des Perilipin in der Pathogenese von Fettleibigkeit, Diabetes und
Arteriosklerose involviert ist (114). Faber et al beschrieben ebenfalls die Expression von
Perilipin innerhalb instabiler Plaques. Sie untersuchten Plaques, welche von Patienten
stammten, die sich einer gefasschirurgischen Operation unterzogen hatten. Perilipin
wurde in dieser Studie ausschlieBlich in rupturierten Plaques exprimiert, in stabilen Pla-
ques war es nicht vorhanden. Perilipin wurde in Schaumzellen rupturierter Plaques de-
dektiert und besonders Cholesterin-Atherome waren von Perilipin umgeben. In Gefa-
Ren, die frei von Arteriosklerose waren, wurde diese Expression nicht gefunden, ledig-
lich einige wenige positive Perilipin Zellen lieRen sich in der Schulterregion stabiler Pla-
ques nachweisen (38). Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse unterstreicht die Studie
von Faber et al die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit. Perilipin kann damit als ein

Marker instabiler arterioskelrotischer Plaques bezeichnet werden.

Es konnte gezeigt werden, dass Perilipin signifikant haufiger in asymptomati-
schen Patienten exprimiert wurde. Wie in allen bisher beschriebenen Ergebnissen des
Perilipins zeigen sich auch hier starke Parallelen zu PAPP-A. Allerdings ist dieses Er-
gebnis von besonderer Bedeutung, da der Zusammenhang zwischen Perilipin und der

klinischen Neurologie noch in bisher keiner anderen Studie beschrieben worden ist.
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Dies gilt ebenfalls fur Perilipin im Bezug auf die Degradation der fibrosen Kappe. Die
Mechanismen Uber welche Perilipin mit einer Plageruptur assoziiert werden kann wur-
den bislang in keiner Studie naher betrachtet. Die hier vorliegende Studie postuliert da-
her zum ersten Mal, dass Perilipin Uber eine Degradation der fibrosen Kappe magli-
cherweise nicht nur am Prozess der Arteriosklerose beteiligt ist, und in instabilen Pla-
ques exprimiert wird, sondern auch Uber eine Degradation der fibrésen Kappe aktiv zur

Plaqueruptur beitragt. Dabei ist besonders der asymptomatische Patient gefahrdet.

4.3.7 Ausblick

Der Zusammenhang zwischen PAPP-A und Perilipin wurde in bisher noch kei-
ner Studie naher untersucht.

Wir stellten fest, dass Perilipin in 95% der Falle in Plaques gefunden wurde die
PAPP-A enthielten. Der Mechanismus dieses Zusammenhangs wurde nicht untersucht.
Allerdings konnten wir feststellen, dass beide Proteine potentielle Marker fiir die Instabi-
litat einer Plaque darstellen und sich statistisch nicht unabhangig voneinander verhal-
ten. Beide Marker konnen in einen statistisch signifikanten Zusammenhang mit aktivier-
ten Entziindungszellen, fortgeschrittenen, instabile Plaquestadien und einer Degradati-
on der fibrésen Kappe gebracht werden. Beide Marker werden sowohl bei asymptoma-
tischen als auch symptomatischen Patienten mit komplexen, instabilen Plaques signifi-
kant haufiger exprimiert, mit dem besonderen Augenmerk, dass die Expression beider
Maker bei asymptomatischen Patienten noch ausgepragter ist. Es ist aussdrucklich
darauf hinzuweisen, dass wir die histologische Expression von PAPP-A/Perilipin nicht
mit dem Level im Blutserum korreliert haben. Hierzu bedarf es weiterer Studien.

Problematisch ist die Tatsache, dass die Folgen arteriosklerotischer Belastung
im gesamten Gefalisystem zu finden sind und PAPP-A und Perilipin keine spezifischen
Marker darstellen, welche speziell die Plaguemorphologie der A. carotis widerspiegeln.
In Kombination jedoch mit der Dokumentation der Plaguekomposition durch weitere
Untersuchungen, wie beispielsweise bildgebender Verfahren, erlauben PAPP-A und
Perilipin mdglicherweise eine genauere Evaluierung der vulnerablen Palque oder viel

wichtiger des ,vulnerablen Patienten®.
Obwohl natirlich ausser Frage steht, dass eine grindliche klinische Untersu-

chung auch in Zukunft fundamental sein wird, so kdnnen PAPP-A und Perilipin als Mar-

ker eines vulnerablen arteriosklerotischen Plaques womdglich zur individuellen Risiko-
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stratifizierung des Schlaganfalls eines insbesondere asymptomatischen Patienten bei-
tragen. Vor diesem Hintergrund wirde eine frihzeitige Ermittlung derjenigen Plaques
die im Begriff sind, sich rapide instabil zu entwickeln durch einen biochemischen Marker
wesentlich zur Verbesserung des Schlaganfall Qualitdtsmanagments beitragen. Weiter-
hin kénnte die Klassifikation arteriosklerotischer Plaques unter dem Gesichtspunkt der

klinischen Therapiestratifizierung umstrukturiert werden.

86



5 Zusammenfassung

5.3 Einleitung

Nach den malignen Erkrankungen und den ischdmischen Herzerkrankungen ist
der Schlaganfall die dritthdufigste Todesursache der westlichen Industrienationen. Da-
bei ist die Ruptur von Plaques der A. carotis und die daraus resultierende distale Embo-
lie von atheromatdsen Ablagerungen der haufigste zugrundeliegende pathogenetische
Mechanismus einer zerebralen Ischamie. Die morphologische, arteriosklerotische Pla-
quekomposition der A. Carotis erscheint, vielmehr noch als der Stenosegrad, von zen-
traler Bedeutung zur Risikostratifizierung einer Plaqueruptur mit nachfolgendem ischa-
mischem Ereignis. Es ist oberstes Ziel cerebrovaskularer Wissenschaft eine Plaquerup-
tur mit konsekutiver Embolie aufgrund einer Formation von thrombotischem Material
durch friihzeitige Detektion zu vermeiden. Allerdings gestaltet es sich im klinischen All-
tag besonders bei asymptomatischen Patienten weiterhin schwierig einen vulnerablen
Plaque zu detektieren. Vor diesem Hintergund steht die Etablierung eines sensitiven,
spezifischen und frihen Markers fir instabile Plaques, der diese indirekt und nicht in-
vasiv erfasst. In dieser hier vorliegenden Studie wurden zwei potentielle Marker instabi-
ler Plaques untersucht, PAPP-A und Perilipin. Beide Proteine wurden mittels Immunhi-
stochemie nach Desobliterationen der A. carotis auf ihre potentielle Fahigkeit als Mar-
ker fur instabile Plaques untersucht. Damit hatten diese biochemischen Marker Potenti-

al, wesentlich zur Verbesserung des Schlaganfall Qualitdtsmanagments beizutragen.

5.4 Material und Methode

Das Patientenkollektiv umfasste neun asymptomatische Patienten und acht

symptomatische Patienten. Bei allen Patienten wurde eine Thrombendarteriektomie der

A. cal T O e ren Desobliteraten 425 histologische
Schittpraparate angefertigt. Aufgrund histologischer Kriterien wurden die Schnitte in
stabil/instabil sowie basierend auf der klinischen Neurologie des Patienten in asymto-
matisch/symptomatisch eingeteilt. An allen Schnittpraparaten wurden immunhistoche-
mische Farbungen fur PAPP-A, Perilipin sowie CD68 durchgefuhrt. Die Auswertung
erfolgte in Form einer semiquantitativen Darstellung der prozentualen Verteilung von

Zelltypen. Um Zusammenhange zwischen klinischen Symptomen eines Patienten und
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der histologischen Beschaffenheit der Plaguezusammensetzung beschreiben zu kon-
nen, wurden PAPP-A und Perilipin sowie jegliche histologische Komponente im Aufbau
eines Plaques morphometrisch erfasst und diese Komponenten in einen Zusammen-
hang mit der Stabilitdt eines Plaques und der klinischen Neurologie eines Patienten

gebracht.

5.5 Ergebnisse

In instabilen Plaques wurde Perilipin A in 84.3% exprimiert, umgekehrt konnte
Perilipin A in stabilen Plaques nur zu 19.0% detektiert werden (p<0.001) . PAPP-A wur-
de in 72.7% aller instabilen Plaques exprimiert, wahrend 9.1% der stabilen Plaques
PAPP-A enthielten (p<0.001). Die Stabilitdt eines Plaques wurde in einen Zusammen-
hang mit der klinischen Neurologie der Patienten gebracht. Dabei zeigte sich, dass in
instabilen Plaques von asymptomatischen Patienten Perilipin A in 95.2% vorhanden
war (p<0,001), in instabilen Plaques von symptomatischen Patienten war Perilipin in
73.2% exprimiert (p<0,001). PAPP-A konnte in 88.5% aller instabilen Plagques von
asymtomatischen Patienten detektiert werden (p=0.015), in 62.5% aller instabilen Pla-
ques von symptomatischen Patienten wurde eine PAPP-A Expression festgestellt
(p=0.003). Bezieht man die PAPP-A sowie Perilipin A Expression auf die Dicke der fi-
brésen Kappe so ergaben sich folgenden Zusammenhange. Erhdhte PAPP-A Werte
sowie erhohte Perilipin A Werte konnten signifikant mit einer Degradation der fibrésen
Kappe assoziiert werden (p<0.001, r=0.639 bzw. p<0.001, r=0.429).

Konnte in einem Plaque PAPP-A detektiert werden so war in 95.9% ebenfalls Perilipin
A vorhanden (p<0.001).

5.6 Diskussion

Der Zusammenhang zwischen PAPP-A und Perilipin wurde in bisher noch kei-
ner Studie naher untersucht. Beide Proteine stellen potentielle Marker flir die Instabilitat
eines Plaque dar und kénnen in einen statistisch signifikanten Zusammenhang mit akti-
vierten Entziindungszellen, fortgeschrittenen, instabile Plaguestadien und einer Degra-
dation der fibrésen Kappe gebracht werden. Beide Marker werden sowohl bei asymp-
tomatischen als auch symptomatischen Patienten mit komplexen, instabilen Plaques
signifikant haufiger exprimiert, mit dem besonderen Augenmerk, dass die Expression

von PAPP-A und Perilipin bei asymptomatischen Patienten noch ausgepragter ist. Es
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ist aussdrucklich darauf hinzuweisen, dass die histologische Expression von PAPP-
A/Perilipin nicht mit dem Level im Blutserum korreliert wurde. Hierzu bedarf es weiterer
Studien.

Problematisch ist die Tatsache, dass die Folgen arteriosklerotischer Belastung
im gesamten Gefaldsystem zu finden sind und PAPP-A und Perilipin keine spezifischen
Marker darstellen, welche speziell die Plaguemorphologie der A. carotis widerspiegeln.
In Kombination jedoch mit der Dokumentation der Plaquekomposition durch weitere
Untersuchungen, wie beispielsweise bildgebender Verfahren, erlauben PAPP-A und
Perilipin méglicherweise eine genauere Evaluierung der vulnerablen Plaque oder viel
wichtiger des ,vulnerablen Patienten®.

Obwohl natirlich ausser Frage steht, dass eine grindliche klinische Untersu-
chung auch in Zukunft fundamental sein wird, so kénnen PAPP-A und Perilipin als Mar-
ker eines vulnerablen arteriosklerotischen Plaques womdglich zur individuellen Risiko-
stratifizierung des Schlaganfalls eines insbesondere asymptomatischen Patienten bei-
tragen. Vor diesem Hintergrund wiirde eine frihzeitige Ermittlung derjenigen Plaques,
die im Begriff sind sich rapide instabil zu entwickeln, durch einen biochemischen Marker
wesentlich zur Verbesserung des Schlaganfall Qualitdtsmanagments beitragen. Weiter-
hin kénnte die Klassifikation arteriosklerotischer Plagues unter dem Gesichtspunkt der

klinischen Therapiestratifizierung umstrukturiert werden.
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