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1 Grundlagen

1.1 Atherosklerose
1.1.1 Definition Atherosklerose

Die Weltgesundheitsorganisation WHO definierte 1958 Atherosklerose als eine ...
variable Kombination von Verédnderungen der Intima, bestehend aus herdférmigen
Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen,
Bindegewebe und Kalziumablagerungen, verbunden mit Veranderungen der Arterien-

media“ [107].

1.1.2 Pathogenese der Atherosklerose

Uber lange Zeit wurde die Entstehung atherosklerotischer Plaques grdBtenteils auf
die Ablagerung von Lipiden in der Arterienwand zurlickgefuhrt. Hohe Plasmacholes-
terinwerte, vor allem hohe LDL-Cholesterin-Werte, zdhlen immer noch zu den Hauptri-
sikofaktoren fir die Atherosklerose-Entwicklung. Allerdings spielen zahlreiche weitere

Faktoren eine wichtige Rolle.

1986 verdffentlichte Ross die sogenannte ,response-to-injury“- Theorie. Darin be-
schrieb er die Entstehung atherosklerotischer Verédnderungen als Reaktion auf die
Verletzung des Endothels. Als mégliche Ursachen fir die Endothelschadigung nannte
er erhéhte LDL-Cholesterin-Werte sowie die Wirkung freier Radikale, die durch Rau-
chen, arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus entstehen; auBerdem kénnen unter
anderem genetische Veranderungen, erhdhte Plasma-Homocystein-Werte und infek-

tiose Mikroorganismen das Endothel schadigen [112].

In spateren Verdffentlichungen wurden zunehmend inflammatorische Prozesse in
den Vordergrund gestellt, bei denen aus Monozyten entstandene Makrophagen und

spezifische Subtypen von T-Lymphozyten eine Rolle spielen [110]. Studien haben
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gezeigt, dass die Plasma-Spiegel des C-Reaktiven Proteins (CRP) als Marker flr ent-
zundliche Geschehnisse prognostisch von Bedeutung sind. So bestehen Korrelatio-
nen der CRP-Spiegel mit dem Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen wie Korona-
re Herzkrankheit (KHK), Myokardinfarkt und Schlaganfall [105]. AuBerdem konnten
bei Mausen mit Hyperlipidamie erh6hte CRP-Spiegel gemessen werden, die mit der

GrdBe atherosklerotischer Lasionen assoziiert waren [125].

Die Entwicklung der Atherosklerose beginnt schon bevor erste morphologische
Veranderungen im Bereich der GefaBwand erkennbar sind. Verletzungen des Endo-
thels sowie zahlreiche weitere schadigende Einflisse auf das Endothel - dazu geh6-
ren die Wirkungen klassischer Atherosklerose-Risikofaktoren wie arterielle Hyperto-
nie, Hyperlipidamie, Nikotinabusus oder Diabetes mellitus - fihren zur endothelialen
Dysfunktion, die ein pramorphologisches Stadium in der Atherosklerose-Entwicklung
darstellt [103, 144]. Damit verbunden ist eine Verdnderung der homdostatischen Ei-
genschaften des Endothels; so sind sowohl die Anheftbarkeit von Monozyten und
Thrombozyten an die GefaBwand als auch die Permeabilitdt des Endothels erhdht.
AuBerdem kommt es zu einer vermehrten Bildung vasoaktiver Molekile, Zytokine und
Wachstumsfaktoren sowie zu einer Zunahme der prokoagulatorischen Endotheleigen-

schaften.

Die ersten morphologischen Veréanderungen, die auch schon im Kindesalter ent-
stehen kénnen, werden als sogenannte ,fatty streaks” bezeichnet. Sie bestehen aus
Schaumzellen (lipidreichen Makrophagen) und T-Lymphozyten, sind rein entzindli-
cher Natur und stellen reversible GeféaBveranderungen dar. Ausgehend davon kann
es bei bestehender entziindlicher Aktivitat zu einer gesteigerten Migration und Prolife-
ration glatter Muskelzellen kommen. Dies fuhrt zu einer Verdickung des Intima- Media-
Komplexes und einer vermehrten Bildung von Bindegewebe, woraus am Ende eine
sogenannte ,fortgeschrittene, komplizierte Lasion® entsteht. Im Inneren besteht die-
se aus Lipiden und nekrotischem Gewebe, auBen wird sie von einer fibrésen Kappe

Uberzogen. Solche Plaques sind nicht mehr reversibel und kénnen Ursache flir die
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Stenosierung eines GeféBes sein [111, 107, 14].

1.2 Chemokine

1.2.1 Aligemein

Chemokine sind Zytokine mit chemotaktischer Wirkung. Sie bilden ein weitumfassen-
des Kommunikationssystem, das von verschiedenen Zelltypen genutzt wird, und spie-
len eine wichtige Rolle bei der Reaktion des Gewebes auf Infektionen und auf Gewe-

beschadigung [113].

Gebildet werden Chemokine vor allem von Makrophagen, glatten Muskelzellen,
Endothelzellen und Adipozyten. Die Signalweiterleitung erfolgt Uber spezifische Re-
zeptoren, die eine Signaltransduktion mit einer Vielzahl zellularer Antworten bewir-
ken. Insbesondere kommt es zur Leukozyten-Chemotaxis und -Adhésion an die Ge-
faBwand mit anschlieBender Diapedese und Akkumulation in der GefaBwand und im

Gewebe [113].

Bis jetzt sind mehr als 50 verschiedene Chemokine bekannt, die aufgrund ihrer

molekularen Struktur am N-terminalen Ende in 4 Untergruppen unterteilt werden:

1. C-Chemokine mit nur einem Cystein; einziger Vertreter dieser Gruppe ist Lym-

photaktin [68].

2. CC-Chemokine, bei denen 2 Cysteine benachbart liegen; sie interagieren mit
mononuklearen Zellen wie Monozyten, T-Lymphozyten und basophilen Granu-
lozyten. Ein wichtiger Vertreter dieser Gruppe ist das Monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1) [24].

3. CXC-Chemokine, die eine andere Aminosaure zwischen 2 Cysteinen haben; sie

interagieren mit polymorphonukledren Leukozyten, vor allem mit neutrophilen
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Granulozyten. Zu dieser Gruppe gehdrt unter anderem das Interleukin-8 (IL-8)

[49, 50].

4. CX3C-Chemokine mit 3 anderen Aminosauren zwischen den beiden Cystei-
nen; eine solche Struktur besitzt nur Fraktalkin, ein Typ1-Transmembranprotein
mit 16slicher und membranstandiger Doméne; als membransténdiges Protein
ist Fraktalkin ein effizienter Zelladhdsionsrezeptor flr Zellen aus dem Blutstrom
[60, 43], in der l6slichen Form interagiert es mit Monozyten, T-Zellen und nattir-

lichen Killer(NK)-Zellen [133].

1.2.2 Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1)

Das Chemokin MCP-1 aus der Gruppe der CC-Chemokine wird von Makrophagen
[146], glatten Muskelzellen [72], Endothelzellen [118] und Adipozyten [128] gebildet.
Die Produktion dieses Chemokins wird durch proinflammatorische Zytokine wie In-
terleukine (IL-1, IL-4, IL-6, IL-8) oder TNF [13] stimuliert. AuBerdem haben Studien
gezeigt, dass aktivierte Thrombozyten und Thrombin die endotheliale Expression von
MCP-1 steigern [48, 143]. Antiinflammatorisch wirksame Substanzen wie IL-10 und
Dexamethason sowie verschiedene orale Antidiabetika und Statine bewirken dage-

gen eine Verringerung der MCP-1 Produktion [13, 108].

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass Chemokine wie z.B. MCP-
1 und IL-8 bei der Entwicklung atherosklerotischer Verdnderungen von Bedeutung
sind [121]: Sie triggern die Adhasion von zirkulierenden Monozyten an die Arterien-
wand [49] und ermdglichen damit deren Eintritt in diese. Dort differenzieren die Mo-
nozyten dann zu Makrophagen und entwickeln sich durch Aufnahme von oxidiertem

LDL-Cholesterin zu Schaumzellen; auch an diesem Vorgang ist MCP-1 beteiligt [24].

MCP-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Progression und Destabilisierung athero-
sklerotischer Plaques. Dabei kommt es zu einer Anhaufung von Schichten aus glat-

ten Muskelzellen und lipidbeladenen Makrophagen [116]. Im Tierversuch mit ApoE-
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knockout (und damit Atherosklerose-suszeptiblen) Mausen konnte gezeigt werden,
dass eine Uberproduktion von MCP-1 zu vermehrter Schaumzellbildung durch Ak-
kumulation von Makrophagen und Aufnahme von oxidierten Lipiden fuhrt [1]. Auf
der anderen Seite schrankt eine Blockade von MCP-1 die Progression vorbeste-
hender atherosklerotischer Lasionen ein und bewirkt eine Verédnderung der Plaque-
Zusammensetzung: weniger Makrophagen und Lymphozyten sowie weniger Fett, da-

fir mehr glatte Muskelzellen und Kollagen, was mehr Stabilitat bedeutet [63, 85].

Es bestehen Zusammenhange zwischen MCP-1 und kardiovaskularen Risikofak-
toren wie arterieller Hypertonie, Nikotinabusus, Hypercholesterindmie und Diabetes
mellitus [36, 4, 35]. Des Weiteren konnten Korrelationen zwischen MCP-1 und einem
erhdhten Risiko, einen Myokardinfarkt oder Schlaganfall zu erleiden, gezeigt werden;
auBerdem sind MCP-1 und andere Chemokine wichtige Mediatoren bei der Resteno-

sierung nach PTCA [26, 82].

Ein weiterer groBer Bereich, in dem MCP-1 eine bedeutende Rolle spielt, ist die
Adipositas. Mit dieser verbunden sind eine Reihe von metabolischen Stérungen wie
Insulinresistenz, Dyslipidamie und Atherosklerose [141]. Dabei ist unter anderem die
Produktion verschiedener Chemo- und Zytokine in Adipozyten und in Fettgewebs-
Makrophagen und die damit verbundene Entziindungsreaktion von Bedeutung. Im
Serum adipdser Mause konnten héhere MCP-1-Werte gemessen werden im Vergleich
zu normalgewichtigen Mausen [66]. Auch beim Menschen besteht eine Korrelation
zwischen zirkulierendem MCP-1 und dem Body-Mass-Index (BMI). So bewirkt Ge-
wichtsverlust eine Reduktion der MCP-1-Serum-Spiegel [27]. Ebenso konnten nach
dreimonatigem Ausdauertraining (dreimal pro Woche 45-60 Minuten) bei Personen
mit metabolischem Syndrom niedrigere MCP-1- und IL-8-Werte gemessen werden
im Vergleich zum Ausgangswert [132]. In verschiedenen Studien wurde die Verbin-
dung zu Insulinresistenz bzw. Diabetes mellitus untersucht. Ein Versuch mit Mausen
zeigte vermehrte Makrophageneinwanderung in das Fettgewebe sowie eine erhéh-

te systemische Insulinresistenz (das heiBt eine schlechtere Glukose-Metabolisierung
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verbunden mit mehr endogener Glukoseproduktion) bei Uberexpression von MCP-
1 im Fettgewebe [65]. Bei Diabetes-Patienten werden héhere MCP-1-Serum-Spiegel

gemessen als bei gesunden Kontrollpersonen [80, 97].

Auch an der Angiogenese ist MCP-1 beteiligt: es induziert Proliferation und Mi-
gration der Endothelzellen bei der GefaBneubildung. Dies ist auch im Rahmen von
Tumorerkrankungen von Bedeutung, da verschiedene Tumoren MCP-1-Produzenten

sind und MCP-1 damit direkt zur Tumor-Progression beitragen kann [115].

1.2.3 Chemokin-Rezeptoren

Die Chemokin-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben Trans-
membrandoméanen. Sie werden vor allem von Leukozyten exprimiert und spielen bei
der Regulation der Leukozyten-Migration und -Differenzierung sowie bei immunologi-
schen Prozessen und pathologischen inflammatorischen Geschehnissen eine wich-
tige Rolle. Sie werden je nach Chemokin-Ligand in verschiedene Gruppen unterteilt
und nach der jeweiligen Chemokin-Gruppe benannt: XCR, CCR, CXCR, CX3CR [84].
Die Signaltransduktionskaskade wird Uber eine Aktivierung von Phosphatidylinositol-
3-Kinase vermittelt; dadurch steigt das intrazellulare Inositoltrisphosphat an und fahrt
zu vermehrter Calcium-Mobilisierung. Erhéhtes intrazelluldres Calcium bewirkt eine
Aktivierung der Proteinkinase C und verschiedener Calcium-sensitiver Proteinkina-
sen. Zellaktivierungsmechanismen kommen in Gang, die zu Zellbewegung, Degranu-

lation und Freisetzung von Superoxid-Anionen fihren [83].

1.2.4 CCR2

Das Chemokin MCP-1 bindet mit hoher Affinitdt an den Chemokinrezeptor CCR2,
der auf Monozyten [122], basophilen Granulozyten [88], dendritischen Zellen [123],
NK-Zellen [86], aktivierten T-Zellen [100] und Endothelzellen [140] exprimiert wird.
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Durch Zytokine wie Interferon-v, IL-1 und TNF sowie durch Lipopolysaccharide wird
die CCR2-Expression auf Monozyten verringert. Ebenso bewirkt auch die Bindung
von MCP-1 an seinen Rezeptor lber einen Rickkopplungsmechanismus eine Ab-
nahme von CCR2 [130, 122]. Auch wéahrend der Reifung und Differenzierung von
Monozyten zu Makrophagen nimmt die Zahl der exprimierten CCR2 ab [96]. Eine
vermehrte CCR2-Expression auf Monozyten findet man hingegen unter dem Einfluss
von IL-10 [83]. Auf Endothelzellen wird CCR2 durch die Wirkung proinflammatorischer
Zytokine wie IL-13 und TNF vermehrt exprimiert [140], auf T-Zellen durch IL-2 [83].

Der Einfluss des MCP-1-Rezeptors CCR2 im Rahmen atherosklerotischer Veran-
derungen wurde bereits in zahlreichen Studien untersucht. Modelle mit ApoE-knock-
out M&usen unter Hochdosis-Cholesterin-Diat haben gezeigt, dass in Abwesenheit
von CCR2 weniger Monozyten/ Makrophagen rekrutiert werden [94] und die athero-
sklerotischen Lasionen kleiner sind als bei der Kontrollgruppe aus nur ApoE-knockout
M&ausen mit CCR2 [34, 53]. Ein Einfluss auf die Plasma-Lipid- oder -Lipoprotein-

Konzentrationen konnte jedoch nicht nachgewiesen werden [12].

In M&usearterien entwickelte sich in Abwesenheit von CCR2 weniger Intima-Hy-
perplasie nach GefaBwandverletzung, womit auch die Bedeutung von CCR2 bei der
Proliferation glatter Muskelzellen als Reaktion auf Gewebeverletzung gezeigt werden
konnte [39, 109]. Blockierung des CCR2 nach Stenting reduzierte die neointimale
Hyperplasie [62].

Han et al. untersuchten im Jahre 1999 Patienten mit Hypercholesterindmie. Bei
diesen war im Vergleich zu normocholesterolamischen Personen eine héhere CCR2-
Expression nachweisbar, also eine héhere Sensivitat fir MCP-1 und damit verbunden
eine vermehrte Monozyten-Rekrutierung und Makrophagen-Ansammlung in der Ge-
faBwand [55]. Bei hohen LDL-Cholesterin-Werten ist die CCR2-Expression gesteigert,
wahrend hohe HDL-Cholesterin-Werte mit einer geringeren CCR2-Expression verbun-

den sind [55]. Weitere Studien von Han et al. identifizierten natives LDL-Cholesterin



8 1 Grundlagen

als positiven Regulator, wahrend oxidiertes LDL-Cholesterin die CCR2-Expression ne-
gativ beeinflusst. Es wird vermutet, dass dadurch Monozyten zurlickgehalten werden
und es zur pathologischen Ansammlung von Monozyten/Makrophagen in der GefaB-

wand kommt [54, 57].

Die Bedeutung des CRP als Marker fir zuklnftige atherosklerotische GeféaBwand-
veranderungen konnte im Zusammenhang mit CCR2 gezeigt werden: Monozyten
wurden mit CRP inkubiert, dadurch kam es zu vermehrter CCR2-Expression mit ge-
steigerter Chemotaxis vermittelt Gber MCP-1. Dies fiihrt zu mehr Monozyten-Akkumu-

lation in der GefaBwand [56].

1.2.5 Polymorphismen

Das menschliche Genom besteht aus 3 bis 3,5 Milliarden Basen. Nur 3% davon ko-
dieren fir Gene und deren regulatorische Sequenzen [37]. Durch Mutationen ent-
stehen Unterschiede in der Nukleotidsequenz homologer DNA-Bereiche. Man spricht
dann vom Vorliegen zweier verschiedener Allele: Wildtyp und variante Form. Treten
die Allel-Varianten mit einer Frequenz von mindestens 1-2% in der Population auf,
so liegt ein genetischer Polymorphismus vor [15, 71]. Man geht davon aus, dass im
Bereich der Gene und deren regulatorischer Sequenzen an jeder 1000. Base eine

Mutation vorliegt [37].

Die haufigste Form (ca. 90% der Polymorphismen) sind so genannte Einzel-Nuk-
leotid-Polymorphismen (Single Nucleotide Polymorphism, SNP). Dabei wird im Rah-
men eines einmaligen Mutationsereignisses im Laufe der menschlichen Evolution ei-
ne einzelne Base durch eine andere ersetzt. Da die Wahrscheinlichkeit fir das Auftre-
ten einer erneuten Mutation derselben Base sehr gering ist, gelten sie als sehr stabil.
Die tbrigen 10% der Polymorphismen sind Insertions-, Deletions- und Mikrosatelliten-

Polymorphismen [37].

Seltene Mutationen im menschlichen Genom kénnen Ursache fur monogene Er-
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krankungen sein. Dagegen fluhren genetische Polymorphismen, also in der Populati-
on haufiger vorkommende Varianten, zu einem erhdhten genetischen Risiko fur ver-
schiedene Erkrankungen [19]. Dabei kbnnen mehrere Polymorphismen Einfluss auf
ein phanotypisches Krankheitsbild haben. Die Zusammenhange zwischen dem Vor-
liegen von Polymorphismen und der Auspragung eines Phanotyps sind Gegenstand
zahlreicher Studien; so liegen zum Beispiel auch Untersuchungen zu Polymorphis-
men in den Genen, die fir MCP-1 und CCR2 kodieren, vor: Sowohl bei MCP-1 als
auch bei seinem Rezeptor CCR2 wurde bisher jeweils ein klinisch relevanter Poly-

morphismus entdeckt und die Auswirkung auf die MCP-1-Wirkungen untersucht.

Das Vorkommen des MCP-1-Polymorphismus 2518-G/G konnte bei Patienten mit
KHK vermehrt beobachtet werden [127]. Eine Studie von Tucci et al. mit Patienten mit
arterieller Hypertonie zeigte eine Korrelation des genannten MCP-1-Polymorphismus

mit der Atherosklerose-Entwicklung [134].

Bezlglich des CCR2-Polymorphismus Val64lle im Zusammenhang mit einem er-
hdhten Risiko fir kardiovaskuldre Erkrankungen liegen kontroverse Ergebnisse vor

(siehe Kapitel 4.2.3).

1.3 Endothelfunktion

1.3.1 Physiologie des Endothels

Das einschichtige Endothel befindet sich als innerste GefaBwandschicht an der Gren-
ze zwischen GefaBlumen und umliegendem Gewebe. Daher findet eine Interaktion
sowohl mit zellularen und hormonellen Bestandteilen aus dem Blut als auch aus
dem Gewebe statt. Das Endothel ist ein auBerordentlich aktives auto- und para-
krines Organ, das Uber die Produktion zahlreicher Botenstoffe Einfluss nimmt auf
die GefaBwandpermeabilitédt, die Hamostase, die Regulation des GeféBtonus, das

Proliferationsverhalten der glatten Muskelzellen, die Thrombozyten-Adhasion und -
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Aggregation, die Leukozyten-Interaktion und die Thrombogenitat der GefaBwand [6,

17, 117).

Die vasoaktiven Eigenschaften des Endothels lassen sich in zwei Gruppen eintei-

len [117]:

1. Metabolisierung von im Blut zirkulierenden vasoaktiven Substanzen und/ oder
Aufnahme in das Endothel, dadurch Beeinflussung deren effektiver Konzentra-

tion
2. Bildung und Freisetzung verschiedener vasoaktiver Mediatoren.

Zur ersten Gruppe gehort beispielsweise die aktive Aufnahme biogener Amine in
das Endothel und nachfolgend deren Desaminierung dort; auBerdem werden im Blut
zirkulerende ADP- und ATP-Molekile in den Endothelzellen metabolisiert. Teil dieser
Gruppe ist auch das Angiontensin Converting Enzyme (ACE), das als endotheliales
Enzym die Bildung von Angiotensin Il, einem potenten Vasokonstriktor, und im Ge-
genzug dazu die Inaktivierung von Bradykinin, das sehr stark vasodilatierend wirkt,

katalysiert [117].

Die unter 2. genannte Bildung und Freisetzung vasoaktiver Mediatoren ist der funk-
tionell bedeutendere Mechanismus bei der Regulation des GefaBtonus [99]. Die Syn-
these der Mediatoren erfolgt als Reaktion auf verschiedene mechanische oder chemi-
sche Stimuli. Die wichtigsten im Endothel synthetisierten Vasodilatatoren sind Stick-
stoffmonoxid (NO) (siehe Kapitel 1.3.2), Prostazyklin (PGly) und der Endothelium-
derived hyperpolarizing factor (EDHF), der nach Stimulation mit Bradykinin und Ace-
tylcholin gebildet wird. Stark vasokonstriktorisch wirkt Endothelin, auBerdem das vor
allem von Thrombozyten gebildete Thromboxan A,; weiterhin findet eine Vasokon-

striktion unter dem Einfluss des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems statt [117].
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1.3.2 NO - Bildung und Wirkmechanismus

Stickstoffmonoxid (NO) wurde urspriinglich als endothelabhangiger relaxierender Fak-
tor (Endothelium-derived relaxing factor, EDRF) bezeichnet [25]. Zur Entdeckung die-
ses Faktors trugen im Wesentlichen Furchgott et al. bei. Sie fuhrten in-vitro Versu-
che an Kaninchen-Aorten durch und untersuchten die Wirkung verschiedener Stoffe
wie Katecholamine, Sodium-Nitrit, Histamin und Acetylcholin auf die Regulation des
Vasotonus. Im ersten Versuchsaufbau im Jahre 1953 verwendeten sie helikal aufge-
schnittene Arterienabschnitte. Als Uberraschendes Ergebnis stellte sich heraus, dass
Acetylcholin, welches als potenter Vasodilatator in vivo bekannt war, hier vasokon-

striktorische Wirkung zeigte [45].

Zahlreiche weitere Versuche folgten, die sich unter anderem in der Préparations-
methode der GeféaBabschnitte unterschieden: helikal oder longitudinal aufgeschnit-
tene Streifen oder transversal geschnittene Ringe. Als Ergebnis stellte sich heraus,
dass nur Aorta-Préparate, die eine unbeschadigte Endothelzellschicht besaBen, mit
Vasodilatation auf Acetylcholin reagierten, wahrend die helikal oder longitudinal ge-

schnittenen Préaparate mit Endothelverletzung mit Vasokonstriktion reagierten [46].

Die Vermutung, dass Acetylcholin tber einen in Endothelzellen gebildeten Media-
tor auf die glatten Muskelzellen der GefaBwand wirkt, konnte durch den sogenann-
ten ,Sandwich-Versuch® bestéatigt werden. Dabei bewirkte Acetylcholin zwar bei von
Endothel befreiter Aorta direkt keine Relaxierung, jedoch zeigte sich nach Auflegen
der endothelfreien Seite auf einen intakten GefaBabschnitt, also auf eine funktions-
fahige Endothelzellschicht, auch im endothelfreien Aorta-Abschnitt eine Relaxierung
[46].

1986 gelang es Furchgott schlieBlich, EDRF als Stickstoffmonoxid zu identifizie-
ren [47].

Die NO-Produktion in den Endothelzellen wird von der endothelialen NO-Synthase
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(eNOS) katalysiert, die Uberwiegend in der Plasmamembran lokalisiert ist. Das En-
zym bildet NO aus L-Arginin, dabei entsteht gleichzeitig L-Citrullin. Die Aktivitat der
Synthase wird vor allem durch die Konzentration des freien intrazellularen Calciums
geregelt. Unter Ruhebedingungen kommt es zu einer kontinuierlichen basalen NO-
Produktion, die zuséatzlich aber Gber eine Erhéhung der zytosolischen Calciumkon-

zentration durch verschiedene Faktoren beeinflusst werden kann [16].

Zu diesen Faktoren zahlen zahlreiche rezeptorabhangige Agonisten, physikali-
sche Stimuli sowie pharmakologische Substanzen [117]. Beispiele flir rezeptorab-
héngige Agonisten sind Acetylcholin, Bradykinin [73] und Insulin [10]. Bei den physika-
lischen Stimuli ist vor allem der Einfluss der Scherkréafte von Bedeutung (siehe Kapitel
1.3.3), zusétzlich kommt es bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck (pO,<50mmHg) zu
vermehrter NO-Bildung [117] (siehe Abbildung 1).

Insulin
Bradykinin t Scherkréfte

Acetylcholin + / niedriger pO2
) /
L-Arginin %» L-Gitrullin

Endothel- +
zelle NO

glatte Muskelzelle

GC
GTP ——# cGMP

Vasodilatation

Abbildung 1: NO - Bildung und Wirkung

Das in den Endothelzellen gebildete NO diffundiert von dort zu den glatten Mus-
kelzellen der Arterien-Media, wo es Uber eine Aktivierung der l6slichen Guanylatzy-
klase (sGC) eine Erhéhung des intrazellularen zyklischen Guanosinmonophosphats
(cGMP) bewirkt. cGMP-abhangige Proteinkinasen werden aktiviert und flhren letzt-

endlich Uber eine Senkung des intrazellullaren Calciums zur Relaxation der glatten
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Muskelzellen und damit zur Vasodilatation [117, 124].

NO spielt jedoch nicht nur eine zentrale Rolle bei der Regulation des Vasotonus
sondern hat auch in weiteren Bereichen eine glinstige Wirkung auf die GefaBe. Die
Proliferation und Migration glatter Muskelzellen wird reduziert, auBerdem verfligt es
uber antithrombogene Eigenschaften durch Beeinflussung der Thrombozytenfunkti-
on: als hochdiffusables Gas gelangt NO in das GeféaBlumen und stimuliert dort wie-
derum eine sGC in Thrombozyten, welche die Umwandlung von GTP zu cGMP kata-
lysiert. Ein cGMP-Anstieg bewirkt hier eine Hemmung der Blutplattchen-Aktivierung,
also eine Hemmung von Adhasion und Aggregation [117]. Des Weiteren reduziert
NO die Monozyten- und Makrophagen-Adhéasion an die Zellwand und wirkt glinstig

auf inflammatorische Prozesse an der Zellwand [17].

1.3.3 Scherkrafte und NO

Durch den Blutfluss entstehen an der Endothelzelloberflache Wandschubspannun-
gen, die Uber Elemente der Glykokalix und des Zytoskeletts libertragen werden. Bei
der Umwandlung der mechanischen in biochemische Signale ist ein mechanosensi-
tiver calciumdurchlassiger Kaliumkanal beteiligt, der fir eine Erh6hung der intrazellu-
laren Calciumkonzentration verantwortlich ist und somit eine Steigerung der eNOS-

Aktivitat bewirkt [30, 147].

Bei den Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nach vor-
ubergehender Unterbrechung der Blutzufuhr eine reaktive Hyperamie hervorgerufen.

Durch die Zunahme der Scherkrafte kommt es dabei zur NO-abhangigen Dilatation.

1.3.4 Endotheliale Dysfunktion

Rubanyi definierte 1993 die endotheliale Dysfunktion ,,... als teilweisen oder komplet-

ten Verlust des Gleichgewichts zwischen dilatierenden und kontrahierenden Faktoren,
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zwischen koagulierenden und antikoagulierenden Mediatoren oder wachstumshem-

menden und wachstumsférdernden Substanzen® [114].

Die endotheliale Dysfunktion stellt einen entscheidenden Schritt in der frihen At-
herosklerose-Entwicklung dar [110]. Sie geht der Entstehung klinisch bedeutsamer
Plaques voraus und besteht also schon, bevor sonomorphologisch GefaBwandveran-

derungen diagnostiziert werden kdénnen [77].

Die endotheliale Funktion hangt zunachst vom Alter ab: mit steigendem Alter
nimmt die Funktion der innersten GefaBwandschicht ab; bei Frauen kann ein starker
Abfall nach der Menopause beobachtet werden, also sobald die schitzende Wirkung
des Ostrogens nicht mehr besteht [23]. Zahlreiche weitere Faktoren tragen zu ver-
minderter Synthese bzw. zu vermehrtem Abbau von NO bei. Bis heute wurden einige
Studien zur Assoziation verschiedener kardiovaskularer Risikofaktoren mit endothe-
lialer Dysfunktion durchgefihrt. Balletshofer et al. zeigten den Zusammenhang von
endothelialer Dysfunktion und Insulinresistenz bei jungen Verwandten 1.Grades von
Typ 2-Diabetikern [8]. AuBerdem ist die endotheliale Funktion bei Patienten mit arte-
rieller Hypertonie [29], Hypercholesterinamie [149] und Diabetes mellitus [87] sowie
bei Rauchern [150] und bei Personen mit positiver Familienanamnese in Bezug auf

kardiovaskulare Ereignisse [137] verschlechtert.

Durch die Mdéglichkeit, funktionelle GefaBveranderungen mithilfe der Messung der
Endothelfunktion friih zu detektieren, kann die endotheliale Dysfunktion als pramor-
phologisches Stadium zur Friherkennung einer Atherosklerose-Entwicklung heran-
gezogen werden. Zu diesem Zeitpunkt, also vor der Entstehung morphologisch sicht-
barer Plaques, sind die Veranderungen noch reversibel und kénnen daher gunstig

beeinflusst werden [6].

Zur Ermittlung der Endothelfunktion hat sich neben der Bestimmung der acetyl-
cholinabhangigen Dilatation im Bereich der Koronararterien die sonographische Mes-

sung der flussmediierten Dilatation (FMD) der Arteria brachialis etabliert (siehe Kapitel
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2.2) [3].

1.4 Fragestellung

Bisher wurde in zahlreichen Studien zunachst die Bedeutung des MCP-1 und spa-
ter auch die seines Rezeptors CCR2 bei klinisch manifester Atherosklerose unter-
sucht. Es liegen Ergebnisse von Tiermodell-Versuchen sowie von in-vitro- und in-vivo-
Studien vor, welche die Zusammenhange von MCP-1 und CCR2 mit kardiovaskularen
Risikofaktoren zeigen sowie die wichtige Rolle dieses Chemokins und seines Rezep-

tors bei der Progression und Destabilisierung bestehender Plaques belegen.

Welche Rolle MCP-1 und sein Rezeptor CCR2 im friihen Stadium der Atheroskle-
rose spielen, in dem noch keine morphologischen Verédnderungen an der GefaBwand
erkennbar sind, wurde bisher noch nicht untersucht. Daher haben wir in unserer Stu-
die die endotheliale Funktion gemessen, die funktionelle Verédnderungen in der Ge-
faBwand widerspiegelt, bevor sich manifeste Plaques entwickeln. Zunachst sollte un-
tersucht werden, ob ein direkter Zusammenhang zwischen MCP-1 und endothelialer

Dysfunktion besteht.

Des Weiteren ging es um die Frage, ob CCR2 einen Einfluss auf die endotheliale
Funktion hat. Dazu suchten wir nach Polymorphismen im CCR2-Gen, die in der Studi-
enpopulation mit einer Haufigkeit von mindestens 10% vertreten waren. Zusammen-
hénge zwischen dem Vorliegen einer varianten Form von CCR2 und der endothelialen

Funktion wurden untersucht.
Als Studienpopulation wurden Probanden ausgewahlt, bei denen ein erhdhtes Ri-

siko besteht, an Diabetes zu erkranken (siehe Kapitel 2.1), da bei dieser Personen-

gruppe eine erhéhte Pravalenz von endothelialer Dysfunktion gezeigt werden konnte

[8].



16 2 Methoden

2 Methoden

2.1 Probanden

Untersucht wurden insgesamt 248 Personen; nach Ausschluss von 6 Messungen
(siehe Kapitel 3.1) wurden die Ergebnisse von 242 Probanden verwertet. Unter den
Probanden waren 144 Frauen und 98 Manner mit einem Gesamt-Durchschnittsalter
von 45 + 0,8 Jahren. Diese Probanden waren Teilnehmer des Tubinger Lebensstil-
Interventions-Programms TULIP, das die Erfassung friiher Indikatoren fur die Entste-
hung des Typ 2-Diabetes und deren mdgliche Beeinflussung durch Lebensstilande-
rung untersucht. Bei Pradiabetikern besteht eine erhdhte Pravalenz von endothelialer
Dysfunktion [8], weshalb diese Studienpopulation ausgewahlt wurde. Ein erhéhtes
Risiko, an Typ 2-Diabetes zu erkranken, lag aus einem oder mehreren der folgenden

Grunde vor:
1. Ubergewicht (BMI > 27 kg/m?)
2. Patient mit Typ 2- Diabetes in der Verwandschaft ersten Grades
3. eingeschrankte Glukose-Toleranz
4. bei Frauen das Auftreten eines Gestationsdiabetes in der Vorgeschichte.

Personen mit bestehendem Typ 2-Diabetes wurden ausgeschlossen.

Zum Zeitpunkt der Untersuchung (entweder um 6:30 Uhr oder um 7:30 Uhr) waren
die Probanden seit mindestens acht Stunden nlichtern und hatten in dieser Zeit weder
geraucht noch andere vasoaktiv wirksame Substanzen oder Medikamente zu sich

genommen.
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2.2 Messung der Endothelfunktion
2.2.1 Prinzip

Zur Messung der Endothelfunktion wurde von Celermajer et al. 1992 eine nicht-
invasive Methode beschrieben, bei der die endothelabhangige Vasodilatation bei re-
aktiver Hyperamie nach Ischamie bestimmt wird [22]. Diese flussabhéngige bzw.
flussmediierte Dilatation (FMD) wird postischamisch durch eine Zunahme der auf die
GeféaBwand wirkenden Scherkrafte ausgel6st. Dabei werden - wie in Kapitel 1.3.3
beschrieben - die mechanischen Krafte in den Endothelzellen in chemische Signale
umgewandelt, welche dann eine Steigerung der Aktivitat der eNOS bewirken. Durch
die vermehrte Synthese von NO kommt es zur Relaxierung der glatten Muskelzellen
in der GefaBwand und damit zur Vasodilatation. Joannides et al. zeigten 1995, dass
bei Blockierung der eNOS mit NG-monomethyl-L-Arginin die FMD ausbleibt. Damit
konnte die Endothel-Abhangigkeit der Methode belegt werden [64].

Wie in Abbildung 2 dargestellt wird die FMD an der Arteria brachialis 2 bis 10 cm
oberhalb der Ellenbeuge gemessen. Dazu wird ein hochauflésendes Ultraschallgerat

mit einem 13MHz-Linearschallkopf verwendet (siehe Kapitel 2.2.2).

Schallkopf

Stauungsmanschette

Abbildung 2: Schemadarstellung und Foto: Schallkopfposition und Stauungsman-

schette

Da die Reaktivitat der GefaBe durch zahlreiche Faktoren beeinflusst wird missen

bestimmte Voraussetzungen erflllt sein, damit mdglichst dieselben Basisbedingun-
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gen vorliegen. Die Probanden missen zum Zeitpunkt der Untersuchung seit min-
destens acht Stunden nilchtern sein; auBerdem dirfen vor der Untersuchung weder
vasoaktive Medikamente eingenommen werden noch Nikotin, Koffein oder Vitamin-C-
Praparate konsumiert werden. Daneben sollte der Untersuchungsraum angemessen

temperiert und ruhig sein, um Kalte- und Stressfaktoren auszuschlieBen [31].

2.2.2 Das Ultraschallgerat

Flr die Messung der FMD wurde ein herkdmmliches Ultraschallgerat mit einem Li-
nearschallkopf mit Frequenzen zwischen 7 und 13 MHz verwendet. Als Zusatzfunkti-
on war ein EKG-Modul fir die EKG-getriggerte Messung integriert, auBerdem bestand
die Mdglichkeit, in einer simultanen PW-Doppler-Messung die FlieBgeschwindigkeit
zu bestimmen [31].

Wir verwendeten ein Gerat (ESAOTE AU5 Idea Biomedica® ) mit einem Linearschall-
kopf mit einer Frequenz von 13 MHz. Die maximale Auflésung betrug 0,12 mm im

Nahbereich bei einer maximalen Eindringtiefe von 4,5 cm.

2.2.3 Anatomie und Sonomorphologie des GefaBes

Zum besseren Verstéandnis des Prinzips der Messung der FMD missen anatomische
sowie sonomorphologische Grundlagen bericksichtigt werden. Die Arterienwand be-

steht aus den folgenden drei Schichten (von innen nach auBen):
-Intima: wird von Endothelzellen gebildet
-Media: enthélt glatte Muskelzellen
-Adventitia: besteht vor allem aus Bindegewebe.

Im Ultraschallbild sind dann sowohl die sondennahe als auch die sondenferne
GefaBwand jeweils als Doppelkontur erkennbar: zwei parallel verlaufende echoreiche

Linien, dazwischen eine echoarme Linie. Wendelhag et al. verglichen Anatomie und
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Sonomorphologie der Arterie und unterschieden dabei sieben verschiedenen Echo-
zonen [142]. Sie fanden fur alle anatomischen Strukturen ein sonomorphologisches
Korrelat auBer fur die Intimaschicht, deren Dicke unterhalb der Auflésungsgrenze liegt
so dass sie nicht direkt abgebildet werden kann. Durch die Reflexion von Ultraschall-
wellen an der Grenzflache zur Intima bzw. durch den Impedanzsprung an dieser Stell-
le wird ein vom Schallkopf weg in die Tiefe des Gewebes gerichteter Reflex erzeugt.
So reicht bei der schallkopfnahen Wand der Reflex der Intima in das GefaBlumen hin-
ein, wahrend er bei der schallkopffernen Wand im oberen Bereich des lumennahen

Teils der Media zu erkennen ist.

Folgende Echozonen (EZ) werden unterschieden:
EZ 1: Adventitia der schallkopfnahen Wand
EZ 2: Media der schallkopfnahen Wand
EZ 3: Reflex der Intima der schallkopfnahen Wand
EZ 4: GeféaBlumen
EZ 5: Reflex der Intima der schallkopffernen Wand
EZ 6: Media der schallkopffernen Wand
EZ 7: Adventitia der schallkopffernen Wand

A e — " I C.
Media—{ T —EZz2
...............

Intima ——— E7Z 3

Lumen Lumen —EZ4

Intima £75
............... ——

Media— .. — EZ6

Adventitia A _ EZ7

Abbildung 3: Schema der Anatomie und Sonomorphologie der GefaBwandschichten

Jede Echozone besitzt ein ,leading-edge” und ein ,far-edge* (die obere bzw. un-
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tere Begrenzung der Echozone). Dabei ist das leading-edge unabhangig von der Ab-
bildungsqualitat und den Gerateeinstellungen immer gleich, wéhrend das far-edge je
nach Qualitét des verwendeten Ultraschallgeréts und seiner Sendefrequenz variieren
kann. Aus diesem Grund wird beispielsweise bei der Bestimmung des GefaBdurch-
messers sowie auch bei der Bestimmung der Intima-Media-Dicke die sogenannte
sleading-edge-Methode" angewandt, das heiBt die Messpunkte liegen jeweils auf dem

leading-edge. Zur Veranschaulichung siehe Abbildungen 3 und 4.

Abbildung 4: Langsschnitt durch die Arteria brachialis zur Durchmesserbestimmung

2.2.4 Untersuchungsablauf

1. Vorbereitung.
Unmittelbar vor der Untersuchung sollten GbermaBige kérperliche Belastungen
vermieden werden, um die notwendige Erholungsphase bis zum Erreichen ei-
nes Ruhe-Vagotonus zu verkirzen. Zunachst wurde der niichterne Proband ent-

spannt und bequem gelagert. Fiir die Messung am rechten Arm wurde dieser
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so gelagert, dass eine konstante Position wahrend der gesamten Untersuchung
gewdbhrleistet werden konnte. Dann fand zur Uberbriickung der Erholungspha-
se die Aufklarung far die nachfolgende Untersuchung statt. Hier wurden dem
Probanden die genauen Versuchsablaufe dargestellt und die Zusammenhange

erlautert sowie eventuell aufgetretene Fragen beantwortet.

2. EKG.
Um eine R-Zacken-getriggerte Messung durchfiihren zu kénnen wurden EKG-
Elektroden angelegt. AnschlieBend wurden Blutdruck und Puls gemessen. Fir
die spéatere Stauung wurde eine Blutdruckmanschette am proximalen Unterarm

angelegt.

3. GefaBdarstellung.
Zwischen 2 und 10 cm proximal der Ellenbeuge wurde mit dem Linearschallkopf
ein geeigneter Langsschnitt durch die Arteria brachialis aufgesucht. Ziel war es,
zur genauen Bestimmung des Durchmessers eine moglichst optimale Darstel-
lung der einzelnen GefédBwandschichten zu erreichen. Um den Durchmesser
immer an derselben Stelle messen zu kénnen wurde die Schallkopfposition ex-

akt markiert.

4. GefaBruhedurchmesser.

Bei optimaler Bildeinstellung und maximal méglicher Vergr6Berung wurde im
Cine-loop jeweils enddiastolisch zum Zeitpunkt einer R-Zacke an drei Positio-
nen der GefaBdurchmesser gemessen. AnschlieBend wurde das Bild weitere
zweimal neu eingestellt und der Durchmesser wieder R-Zacken-getriggert an
jeweils drei Stellen bestimmt. Insgesamt konnte so ein Mittelwert fir den Ruhe-
durchmesser aus neun Einzelmesswerten ermittelt werden.

Um die durch die Stauung hervorgerufene Strdmungszunahme dokumentieren
zu kdénnen wurde an der markierten Schallkopfposition die FlieBgeschwindig-

keit in Ruhe als Ausgangswert bestimmt. Dies geschah mittels PW-Duplexsono-
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graphie unter Winkelkorrektur.

. Suprasystolische Stauung.

Uber einen Zeitraum von fiinf Minuten wurde die Blutdruckmanschette am Un-
terarm auf einen Wert, der mindestens 50mmHg Uber dem systolischen Ruhe-

Blutdruck lag, aufgepumpt.

. Reaktive Hyperamie.

Nach plétzlichem Lésen der Stauung wurde zunachst erneut die FlieBgeschwin-
digkeit in der Arteria brachialis an der markierten Stelle gemessen, um eine
Steigerung des Blutflusses zu zeigen. Dies stellt die Grundvoraussetzung fir
die endothelabhangige Dilatation in diesem Versuchsaufbau dar, da nur dann
von vermehrter Scherkraft-Wirkung auf die Endothelzellen und daraus folgen-
der eNOS-Aktivierung ausgegangen werden kann.

In dem Zeitfenster zwischen 45 und 60 Sekunden nach Ldsen der Stauung
wurde dann erneut ein Langsschnitt durch das GefaB eingestellt. Aufgrund der
kurzen Zeitspanne von 15 Sekunden wurde nur anhand dieser Einstellung der
GefaBdurchmesser bestimmt: zu den Zeitpunkten von drei verschiedenen R-
Zacken wurden jeweils drei Messungen vorgenommen, so dass auch wieder

neun Messwerte gemittelt werden konnten.

. Endothel-unabhangige Dilatation.

Die endothel-unabhangige Dilatation wurde nach einer Erholungsphase von
15 Minuten bestimmt. Durch erneute Messung des Ruhedurchmessers wurde
Uberprift, ob die Ausgangsbedingungen wieder erreicht waren. Dann wurden
0,4mg Glyceryltrinitrat (GTN) in Form von einem Hub Nitrolingual® sublingual
verabreicht. Uber mégliche Nebenwirkungen (wie z.B. Kopfschmerzen) wurde
der Proband vorher informiert. Nach vier Minuten erfolgte erneut die mehrfache

Messung und anschlieBende Mittlung der Einzelwerte fur den Durchmesser.
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2.3 Oraler Glukose-Toleranz-Test (0GTT)

Der oGTT wurde um 9:00 Uhr morgens nach mindestens zehn Stunden Nahrungs-
karenz mit einer 75g Glukose enthaltenden Lésung (Dextro® O.G-T.) durchgefiihrt.
Uber eine Verweilkaniile wurde nach den vorgeschriebenen Zeitintervallen (zu Be-
ginn, dann nach 30, 60, 90 und 120 Minuten) vendses Blut zur Blutglukose- und Insu-

linbestimmung abgenommen.

Flr die Bewertung galten die von der American Diabetes Association (ADA) und
der World Health Organisation (WHO) 1998 festgelegten Kriterien [2]. Ein 2-Stunden-
Plasma-Glukose-Wert von mehr als 200mg/dl ist ein Diagnosekriterium flir das Vorlie-
gen eines Diabetes mellitus und fihrte zum Ausschluss aus der Studie. Der Insulin-
sensitivitatsindex ISI wurde nach den Kriterien von Matsuda und De Fronzo berechnet

[79].

2.4 Messung der MCP-1-Serum-Spiegel

Mithilfe eines ,enzyme-linked-immuno-sorbent-assay“ (ELISA) von Bender MedSys-
tems® wurden die MCP-1-Serum-Spiegel gemaB dem vorgegebenen Protokoll ermit-

telt. Bis zur Bestimmung wurden die Serumproben bei -80°C gelagert.

2.5 Genotypisierung

Die DNA-Isolierung erfolgte aus EDTA-Vollblut. Dazu wurde ein kommerzieller DNA

Isolation Kit (NucleoSpin; Macherey-Nagel, Diiren, Germany) verwendet.

Um den Promotor und die Exons des Gens, das fir CCR2 kodiert, zu vervielfal-
tigen, wurden Oligonukleotid-Primer hergestellt. Nach 14 lberlappenden Reaktionen
erhielt man Amplifikationsprodukte zwischen 385 und 492 Basenpaaren. Die PCR-

Produkte wurden dann mithilfe eines ABlI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing
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Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) bidirektional sequen-

ziert.

Die Lokalisation von CCR2-Polymorphismen wurde gemaB der Gene Bank No-

menclature ENSG00000121807 bestimmt.

2.6 PBMC- und Monozyten-Isolation

Periphere mononukleare Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) wur-
den aufgrund ihrer Dichte mithilfe von Ficoll-Hypaque Dichtegradienten-Zentrifugation
(Dichte 1,077g/ml) von den anderen Blutzellen getrennt; dazu wurden 150ml hepari-

nisiertes Blut verwendet.

PBMC mit spezifischen
Oberflachenmolekilen (CD)

o Magnetmarkierungen fir
Oberflachenmolekile auBer CD14

PBMC B vagnet

U Monozyten

Abbildung 5: PBMC- und Monozyten-Isolation

Die Isolierung der Monozyten aus dem PBMC-Zellgemisch erfolgte mithilfe ei-
nes Isolation Magnetic Bead Kit Il (Miltenyi Biotec, Auburn; Calif). Um eine Aktivie-
rung der Monozyten zu verhindern wurde eine CD14-negative Isolierung durchge-
fihrt: magnetmarkierte Antikbrper gegen die Oberflachenmolekule der PBMC-Zellen

mit Ausnahme der Oberflachenmolekile der CD14-positiven Monozyten wurden zu
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dem PMBC-Zellgemisch hinzugefigt. Im n&chsten Schritt wurden alle magnetmar-
kierten Zellen von den Magneten abgefangen, so dass nur die nicht-markierten CD14-
positiven Monozyten frei filtriert wurden (siehe Abb. 5). Dabei konnte im Filtrat ein
Reinheitswert >95% erreicht werden, was durch FACScan® (Becton Dickinson) be-

stimmt wurde.

2.7 Monozyten-Transmigrationsmodell

Das Monozyten-Transmigrationsmodell wurde wie in bisherigen Studien beschrieben
durchgeflihrt [69, 131]. Die verwendete Membran mit einem Durchmesser von 6,5mm
und einer PorengréBe von 5um (Corning®) wurde mit 0,2 prozentiger Gelatine be-
schichtet. In einem EBM-2-Medium wurde die Membran mit 5x10* humanen Endo-
thelzellen der Arteria iliaca bepflanzt, die sich zu einer zusammenhangenden Schicht
ausbreiteten. AnschlieBend wurden 1x 108 isolierte Monozyten von 5 T/T-Tragern und
5 A/A-Tragern des CCR2-Polymorphismus T-960A (rs3918359) in RPMI-Medium auf
die Endothelzellschicht gegeben (siehe Abb. 6).

v/ Monozyten ®e

Membran — | % ess e e8e, | — Endothelzellschicht

- transmigrierte Zellen
o _ 00 0 */ 9

0% 0¢°%°% el %

Abbildung 6: Schemadarstellung des Monozyten-Transmigrationsmodells

Nach 30 Minuten sowie nach zwei Stunden wurden die Monozyten, die in dieser
Zeit durch die Endothelzellschicht hindurchgewandert waren und sich im Auffangbe-

héalter unter der Membran befanden, mittels FACS gezahlt. Nach Wiederholung des
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Versuchsaufbaus wurde jeweils aus den beiden Zahlen der transmigrierten Mono-
zyten der Mittelwert gebildet. Dabei war derjenigen Person, die die FACS-Analyse
auswertete, der CCR2-Genotyp nicht bekannt.

2.8 Statistische Analysen

Die Daten sind als Mittelwert 4+ Standardfehler angegeben.

Far die statistische Auswertung der Daten wurde die JMP-Software 4.0.4 (SAS
Institute®, Cary, NC, USA) verwendet. Haplotypen wurden mithilfe des THESIAS-

Programms analysiert.

Der statistische Vergleich von Genotypen wurde anhand einer linearen Regressi-
onsanalyse durchgefiihrt, beim Vergleich von Genotypen mit anderen kategorischen
Variablen wie Geschlecht oder Rauchen wurde der y2-Test angewendet. Fiir Post-
hoc Analysen diente der Tukey-Kramer Test. Univariate Tests wurden eingesetzt fir
die klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren sowie flr die Parameter, bei denen
bekannt ist, dass sie die FMD beeinflussen (z.B. der basale Arteriendurchmesser).
Far normalverteilte Variablen wurde der t-Test verwendet, fur nicht-normalverteilte Va-
riablen der Wilcoxon/ Kruskal-Wallis Rangsummentest. Bei den multivariaten linearen
Regressionsanalysen mit der FMD als abhangiger Variable wurden alle univariaten

signifikanten Parameter und Parameter mit einem p-Wert <0,1 bertcksichtigt.

Als statistisch signifikant galt ein p-Wert <0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse im Gesamtkollektiv

Das Gesamtkollektiv umfasste 248 TULIP-Probanden (siehe Abschnitt 2.1). Die Mess-
ergebnisse von vier Teilnehmern, bei denen eine extrem schlechte Abbildungsqualitat
vorlag, wurden nicht verwertet. Zwei weitere Probanden, die mit Steroiden oder nicht-
steroidalen Antiphlogistika behandelt wurden, wurden ausgeschlossen, da dadurch
auch die inflammatorischen Geschehnisse an der GeféaBwand beeinflusst werden.

Letztendlich wurden also die Daten von 242 Probanden ausgewertet.

3.1.1 Anthropometrische Daten des Gesamtkollektivs

Unter den Probanden befanden sich 144 Frauen und 98 Méanner. Das Durchschnitts-
alter aller Probanden lag bei 45 £+ 0,8 Jahren. Die Frauen waren im Durchschnitt
44 + 1,0 Jahre alt, die Manner 47 + 1,3. 212 Probanden waren Nicht-Raucher, 26

rauchten, bei vier Probanden liegen hierliber keine Informationen vor.

Parameter Mittelwert | + Standardfehler des Mittelwerts
Alter (Jahre) 45 0,8
Alter der Frauen (Jahre) 44 1,0
Alter der Manner (Jahre) 47 1,3
BMI (kg/m?) 30,1 0,4
Blutdruck syst. (mmHg) 129 1,2
Blutdruck diast. (mmHg) 81 0,8

Tabelle 1: Anthropometrische Daten im Gesamtkollektiv (n = 242). swi - sody mass index; syst. =

systolisch; diast. = diastolisch

Der Body mass index (BMI) lag im Gesamtkollektiv bei 30,1 & 0,4 kg/m2. Dies
entspricht in der WHO-Klassifikation einer Adipositas Grad |.
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Der mittlere systolische Blutdruck betrug 129 4+ 1,2 mmHg, der mittlere diastoli-
sche Wert lag bei 81 & 0,8 mmHg.

3.1.2 GefaBparameter

Der basale GefaBdurchmesser der Arteria brachialis betrug im Gesamtkollektiv 3,8 +
0,04 mm. Nach Lésen der finfminltigen suprasystolischen Stauung hatte die FlieB-
geschwindigkeit des Blutes in der Arteria brachialis im Mittel um 69,5 + 1,7 cm/s

zugenommen. Die FMD lag im Durchschnitt bei 6,31 + 0,24%.

Nachdem erneut Ruhebedingungen eingetreten waren, wurde GTN sublingual ver-
abreicht. Die durchschnittliche Dilatation der Arteria brachialis vier Minuten nach Ap-

plikation betrug 18,82 + 0,48%.

Parameter Mittelwert | &= Standardfehler des Mittelwerts
Diameter basal (mm) 3,8 0,04
Flusszunahme (cm/s) 69,5 1,7

FMD (%) 6,31 0,24

GTN Dil. (%) 18,82 0,48

Tabe”e 2: Gefa Bparameter |m GesamtkOI |ek'[IV Diameter basal = Ruhedurchmesser der Arteria brachialis; FMD = flussme-

diierte Dilatation der Arteria brachialis; GTN Dil. = GeféBdilatation nach sublingualer Gabe von Glyceroltrinitrat.

3.1.3 Laborparameter

Aus Tabelle 3 sind die erhobenen Laborparameter zu entnehmen.

Der Nuchtern-Blutzuckerwert lag mit 93,69 + 0,72 mg/dl im Normbereich; ebenso
als normal einzustufen ist der durchschnittliche Zwei-Stunden-Plasma-Glukose-Wert
von 124,33 + 1,98 mg/dl. Der Insulin-Sensitivitats-Index konnte auf 13,7 + 0,53 be-

rechnet werden.
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Die Mittelwerte der bestimmten Blutfettwerte (Triglyceride, Gesamt-Cholesterin,

HDL- und LDL-Cholesterin) im Gesamtkollektiv lagen im Normbereich.

Das Homocystein lag bei 9,6 + 0,19 ug/l, das hsCRP bei 2,2 £+ 0,2 mg/l. Beide
Werte sind als normal einzustufen. Der MCP-1-Serum-Spiegel wurde im Gesamtkol-
lektiv auf 199,5 + 6,5 pg/ml bestimmt. Da MCP-1 bisher in klinischen Laboruntersu-
chungen nicht bestimmt wird, liegt hierflir kein Referenzbereich vor. In Studien sind

Werte ab 180 pg/ml gemessen worden.

Parameter Mittelwert | £ Standardfehler des Mittelwerts
Nuchtern-BZ (mg/dl) 93,69 0,72
2h Glukose (mg/dl) 124,33 1,98

ISI 13,7 0,53

Triglyceride (mmol/l) 1,4 0,07
Gesamtcholesterin (mmol/l) 5,0 0,06
HDL-C (mmol/l) 1,3 0,02
LDL-C (mmol/l) 3,2 0,05
hsCRP (mg/l) 2,2 0,2
Homocystein (ug/l) 9,6 0,19
MCP-1 (pg/ml) 199,5 6,5

Tabe”e 3 . Laborpal’ame’[er |m Gesamtko”ek’[lv BZ = Blutzucker; 2h Glukose = 2-Stunden-Plasma-Glukose-Wert beim oGTT;

ISI = Insulin-Sensitivitats-Index; HDL-C = High density lipoprotein cholesterol; LDL-C = Low density lipoprotein cholesterol; hsCRP = high sensitive C-reactive protein; MCP-1

= Monocyte chemoattractant protein-1.

3.2 Einfluss verschiedener Parameter auf die FMD

Wir untersuchten den Einfluss verschiedener bekannter kardiovaskularer Risikofakto-
ren auf die FMD. Dazu gehérten folgende Parameter: Alter, Geschlecht, Blutdruck,
Nichtern-Blutzucker, 2-Stunden-Plasma-Glukose-Wert, Triglyceride, Gesamtcholes-

terin, HDL- und LDL-Cholesterin, Homocystein und Nikotinkonsum.
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Zunachst wurden univariate Analysen durchgefiihrt, dabei ergaben sich die in Ta-
belle 4 aufgeflhrten p-Werte. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zeigte sich
hier fir Alter und FMD sowie fiir Geschlecht und FMD (Frauen: FMD = 6,9 + 0,3%;
Manner: FMD = 5,5 4+ 0,3%; p = 0,0028). Der systolische Blutdruck verfehlte mit
einem p-Wert von 0,0547 knapp das statistische Signifikanzniveau, ebenfalls nicht si-
gnifikant waren die tbrigen untersuchten Parameter Nuchtern-Blutzucker, 2-Stunden-
Plasma-Glukose-Wert, Triglyceride, Gesamtcholesterin, HDL- und LDL-Cholesterin,

Homocystein und Nikotin.

Parameter p
Alter 0,0009
Geschlecht 0,0028

Blutdruck syst. 0,0547
NUchtern-BZ 0,2546
2h Glukose 0,8104
Triglyceride 0,1091

Gesamtcholesterin || 0,4189
HDL-C 0,7777
LDL-C 0,7251

Homocystein 0,7488

Nikotin 0,4938

Tabelle 4: Univariate Korrelation der FMD mit klassischen kardiovaskularen Risikofak-
tO ren. syst. = systolisch; BZ = Blutzucker; 2h Glukose = 2-Stunden-Plasma-Glukose-Wert beim oGTT; HDL-C = High density lipoprotein cholesterol; LDL-C = Low

density lipoprotein cholesterol.

Die univariat signifikanten Parameter Alter und Geschlecht wurden anschlieBend
in einer multivariaten Analyse untersucht, zuséatzlich bereinigt um den basalen Durch-
messer sowie um den systolischen Blutdruck. Dabei konnte weiterhin ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen Alter und FMD (p = 0,0009, r = -0,213), nicht
jedoch zwischen Geschlecht und FMD (p = 0,054) gezeigt werden.
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Eine negative Korrelation zwischen basalem Arteriendurchmesser und der FMD
war bereits bekannt [22]. Wir untersuchten diesen Zusammenhang auch und konn-
ten wie erwartet zeigen, dass die FMD mit steigendem basalen Arteriendurchmesser

abnahm (p < 0,0001, r =-0,414).

3.3 MCP-1 und FMD

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen MCP-1-Serum-Spiegeln und

der FMD konnte nicht festgestellt werden, der p-Wert lag bei 0,90 (siehe Abb. 7).
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Abbildung 7: FMD und MCP-1-Serum-Spiegel.
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3.4 CCR2-Polymorphismen und FMD
3.4.1 Genetische Analysen

Bei der Sequenzierung des CCR2-Gens konnten in unserem Diabetes-Risiko-Kollek-
tiv insgesamt acht Polymorphismen identifiziert werden. Sieben davon liegen im Be-
reich des Promotors und der Exons, einer in Intron 1 (siehe Abb. 8). Polymorphismen,
die mit einer Haufigkeit von mehr als 10% vertreten waren, wurden analysiert. Dies
traf fir sechs Polymorphismen zu, von denen sich vier im Bereich des Promotors
befinden, einer in Intron 1 und einer in Exon 2. Zwei weitere auf Exon 2 lokalisier-
te Polymorphismen (V641 (rs1799864) und V52V(rs3918367)) waren mit weniger als

10% vertreten und wurden daher nicht weiter analysiert.
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Abbildung 8: Das CCR2-Gen
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Die analysierten Genotypen auf dem CCR2-Gen waren wie folgt verteilt:
Promotor A-1221C (rs3918358) A/A:40,5% A/C:50,0% C/C:9,5%; p(HWE)=0,12
Promotor T-960A (rs3918359) T/T:525% T/A:37,2% A/A:10,3%; p(HWE)=0,12
Promotor A-59G (rs3092964) A/A:52,1% A/G:42,6% G/G:5,4%; p(HWE
Intron 1 G/A (rs3918361) G/G:52,1% G/A:42,6% A/A:5,4%; p(HWE

Exon 2 N260N (rs1799865) T/T: 40,5% T/C:50,0% C/C:9,5%; p(HWE

0,18
0,18

)=
)=
Promotor A-327G (rs3749461)  A/A: 84,7% A/G:15,3% G/G:0,0%; p(HWE)=0,22
)=
)=
)=0,12

(
(
(
(
(
(

Die Allel-Haufigkeiten dieser Polymorphismen lagen innerhalb des Hardy-Wein-
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berg-Gleichgewichts und im ,linkage disequilibrium* (alle D’ > 0,86, alle p < 0,0001).

3.4.2 Einfluss der Genotypen auf die FMD

Der Zusammenhang zwischen den Genotypen aller Polymorphismen, die in einer

Haufigkeit >10% vertreten waren, und der FMD wurde untersucht.

Eine signifikant erhéhte FMD konnte bei Probanden gemessen werden, die das
A-Allel des CCR2-Promotor-Polymorphismus T-960A trugen (p = 0,007). Die Signifi-
kanz war auch nach Anpassung von Alter, Geschlecht, basalem GeféaBdurchmesser
und systolischem Blutdruck noch gegeben (p = 0,01; power 0,85; Signifikanz-Niveau
erreicht ab 137 Probanden). Siehe dazu Tabelle 5 und Abbildung 9.

Wildtyp Heterozygot | Homozygot p
(T/T) (T/A) (A/A) univariat
Parameter n=127 n=90 n=25
Diameter basal (mm) || 3,8 + 0,06 | 3,8 +£0,07 | 3,7 +0,14 0,65
Flusszunahme (cm/s) || 70,3 £+ 2,3 | 68,2+2,9 | 69,7 +£5,4 0,94
FMD (%) 5,6 £0,3 6,7+ 0,4 8,3+0,8 0,007
GTN Dil. (%) 18,3+ 0,6 | 19,2+0,8 | 20,0+ 2,2 0,49

Tabelle 5: GeféaBparameter in den Genotyp-Gruppen des CCR2-Promotor-
P0|ym0rphlsmus T'960A (r3391 8359) Diameter basal = Ruhedurchmesser der Arteria brachialis; FMD = flussmediierte Dilatation

der Arteria brachialis; GTN Dil. = Dilatation nach sublingualer Gabe von Glyceroltrinitrat

Zwischen den verschiedenen Genotyp-Gruppen bestand kein signifikanter Unter-
schied in der Vasodilatation nach sublingualer Gabe von GTN, daher konnte ausge-
schlossen werden, dass subendotheliale Schaden vorlagen, die auch die FMD beein-

flussen warden.
G-Allel-Trager des CCR2-Promotor-Polymorphismus A-59G (rs3092964) sowie A-

Allel-Trager des CCR2-Intron 1-Polymorphismus G/A (rs3918361) zeigten ebenfalls
eine leichte Erhéhung der FMD:
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p <0,05

— — 0 < 0,05 —— p> 0,05 —
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Abbildung 9: FMD bei den Genotypen des CCR2-Promotor-Polymorphismus T-960A

A/A: 5,7 £ 0,3%; A/G: 7,0 £ 0,39%; G/G: 7,5 + 1,14% bei A-59G;

G/G: 5,7 £ 0,3%; G/A: 7,0 4+ 0,39%; A/A: 7,5 + 1,14% bei G/A (jeweils p=0,04).
Diese beiden Polymorphismen sind jedoch zu 100% miteinander verknUpft, d.h.

sie kommen immer gemeinsam vor. Auch mit dem CCR2-Promotor-Polymorphismus

T-960A treten die beiden genannten Polymorphismen gehauft auf (D’ = 0,98; p <

0,0001).

Da der Einfluss auf die FMD bei dem CCR2-Promotor-Polymorphismus T-960A

(rs3918359) am starksten war, haben wir uns im Folgenden auf diesen konzentriert.

3.4.3 Kardiovaskulare Risikofaktoren in der CCR2-Promotor-Polymorphismus

T-960A (rs3918359)- Gruppe

Die untersuchten Parameter sind in Tabelle 6 aufgeflihrt.

Beim Vergleich der Genotypen innerhalb der untersuchten Polymorphismus-Grup-
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Wildtyp Heterozygot | Homozygot p
(T/T) (T/A) (A/A) univariat
Parameter n=127 n=90 n=25

Alter (Jahre) 46 +1,0 45+ 1,3 37 £2,7 0,009

Geschlecht (w/m) 71/56 60/30 13/12 0,2
Blutdruck syst. (mmHg) 129 +1,7 130 + 2,1 128 + 1,9 0,77
Blutdruck diast. (mmHg) 81 4+ 1,1 81 +1,2 80+1,9 0,93
Triglyceride (mmol/l) 1,5+ 0,1 1,4 + 0,09 1,3+£0,12 0,67
Gesamtcholesterin (mmol/l) 5,1 + 0,09 49+ 0,1 48 + 0,15 0,11
HDL-C (mmol/l) 1,3+ 0,03 1,4 + 0,04 1,4 £+ 0,06 0,52
LDL-C (mmol/l) 3,3+ 0,07 3,1+0,08 2,9+0,13 0,04
Nichternglukose (mg/dl) 93,7 + 1,08 93,7+ 1,08 | 90,1 + 1,98 0,14
2h Glukose (mg/dl) 124,33 £ 2,52 | 124,33 £ 3,6 | 122,52 £ 7,2 0,85

ISI 13,9 £ 0,7 12,6 + 0,8 16,9 + 2,1 0,1

hsCRP (mg/l) 21+4+0,3 2,3+0,3 22+0,6 0,62
MCP-1 (pg/ml) 193 + 8,8 208 + 10,4 202 4+ 25,2 0,32
Homocystein (ug/l) 9,24+0,2 9,9+0,3 9,9+ 1,1 0,34
Raucher (ja/nein) 11/114 11/78 4/20 0,45

(4 unbekannt) (2 fehlen) (1 fehlt) (1 fehlt)

Tabelle 6: Anthropometrische Daten und Laborparameter in den Genotyp-Gruppen
des CCR2-Promotor-Polymorphismus T-960A (rs3918359) (T-960A). w - weibiich, m = méannich;

HDL-C = High density lipoprotein cholesterol; LDL-C = Low density lipoprotein cholesterol; 2h Glukose = 2-Stunden-Plasma-Glukose-Wert beim oGTT; ISI = Insulin-

Sensitivitéts-Index; hsCRP = high sensitive C-reactive protein; MCP-1 = Monocyte chemoattractant protein-1

pe konnten weder bei systolischen und diastolischen Blutdruckwerten noch bei Lipid-
stoffwechsel- und Glukoseparametern signifikante Unterschiede gefunden werden.
Die Homocystein-Werte in den Genotyp-Gruppen waren vergleichbar; ein Zusammen-
hang zu den Rauchgewohnheiten der Probanden ergab sich nicht. Die Serumspiegel

der Entziindungsmarker wie hsCRP und auch MCP-1 waren unabhangig vom Geno-

typ.
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Zwar waren die fir den CCR2-Promotor-Polymorphismus T-960A homozygoten
(A/A) Probanden in der univariaten Analyse signifikant jinger als heterozygote (T/A)
oder Wildtyp-(T/T)-Probanden (p = 0,009); in multivariaten linearen Regressionsana-

lysen hatte das Alter jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die FMD (p = 0,1).

Eine Tendenz zu niedrigeren LDL-Cholesterin-Werten bei A-Allel-Tragern konnte
beobachtet werden, allerdings konnte hier nach Anpassung von Alter und Geschlecht

kein statistisch signifikanter Unterschied gezeigt werden (p = 0,11).

3.5 Monozyten-Transmigrations-Modell

Aus heparinisiertem vendsem Blut wurden zun&chst durch Dichtegradienten-Zentrifu-
gation periphere mononukleére Zellen (PBMC) von den Ubrigen Blutzellen getrennt,

daraus wurden dann die Monozyten isoliert (siehe Kapitel 2.6).

Transmigrierte Zellen

25000
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10000 A/A (n=5)
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Abbildung 10: Anzahl der transmigrierten Monozyten nach 30 Minuten und nach zwei

Stunden

Nachdem die Monozyten auf die Endothelzellschicht gebracht worden waren, wur-
den sie zunachst nach 30 Minuten und dann nochmal nach zwei Stunden eingesam-

melt und durch FACS-Analyse gezéahlt. Bei der ersten Zahlung nach 30 Minuten er-
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gab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotyp-Gruppen des CCR2-
Promotor-Polymorphismus T-960A. Nach zwei Stunden jedoch zeigten die Monozy-
ten der homozygoten A-Allel-Trager eine signifikant reduzierte Transmigrationsrate im
Vergleich zu Wildtyp-Monozyten, das heif3t weniger homozygote A/A-Monozyten wa-
ren durch die Endothelzellschicht gewandert (A/A: 11495 + 2794 versus T/T: 19226
4 2550 Zellen; p = 0,04; Wilcoxon Rangsummentest). Siehe hierzu Abbildung 10.
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4 Diskussion

Die Entwicklung der Atherosklerose ist schon seit vielen Jahren Gegenstand zahl-
reicher Studien. Dabei lag der Schwerpunkt bisher vor allem auf Stadien, in denen
bereits morphologisch sichtbare atherosklerotische Veranderungen der GefaBwand
vorhanden waren. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Frihstadium in der
Entwicklung der Atherosklerose untersucht, die endotheliale Dysfunktion: der Einfluss
des Chemokins MCP-1 und seines Rezeptors CCR2 auf die flussmediierte Dilatation

als MaB far die endotheliale Dysfunktion wurde untersucht.

Im Folgenden werden zunachst die Wahl der Probanden sowie die Messmethode
fur die Endothelfunktion diskutiert. AnschlieBend werden die Ergebnisse im Einzelnen

besprochen und am Ende deren klinische Bedeutung erértert.

4.1 Diskussion der Methoden
4.1.1 Wahl der Probanden

An den Untersuchungen nahmen 242 Probanden des TUbinger Lebensstil-Interven-
tions-Programms TULIP teil (siehe Kapitel 2.1). Kriterien flr die Teilnahme waren ver-
schiedene Faktoren, die das Risiko erhéhen, an Typ-2-Diabetes zu erkranken. Diese
Personengruppe wurde deshalb so gewahlt, weil im Rahmen zahlreicher Studien bei

Pradiabetikern eine Verschlechterug der Endothelfunktion gemessen werden konnte.

Balletshofer et al. veréffentlichten im Jahr 2000 Ergebnisse einer Studie mit Ver-
wandten ersten Grades von Typ-2-Diabetikern. Bei diesen Probanden konnte eine
signifikante Korrelation zwischen endothelialer Dysfunktion und Insulinresistenz ge-
zeigt werden, unabhangig von klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren wie Alter,
Nikotinabusus, BMI und Serumlipidkonzentration [8]. In einer weiteren Studie von Bal-

letshofer et al. wurde zusétzlich noch die Intima-Media-Dicke (IMD) als friiher Marker
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fur atherosklerotische GefédBwandveranderungen gemessen. Wieder lag eine Korrela-
tion von Insulinresistenz und endothelabh&ngiger Vasodilatation vor, allerdings konn-
te kein Unterschied in der IMD insulinresistenter gegenuber insulinsensitiver Nicht-
Diabetiker festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass die mit Insulinresistenz
einhergehenden Veranderungen das pramorphologische Stadium der Entwicklung
der Atherosklerose betreffen [9]. In den vergangenen Jahren wurden ahnliche Fra-
gestellungen untersucht; dabei konnte mehrfach gezeigt werden, dass bei insulin-
resistenten Probanden die FMD erniedrigt war im Vergleich zu Kontrollgruppen mit
insulinsensitiven Teilnehmern, d.h. bei Insulinresistenz lag eine eingeschréankte Endo-

thelfunktion vor [5, 81, 106, 126].

Es kommt also schon im Frihstadium der Entwicklung eines Typ-2-Diabetes, so-
lange die Kriterien fir dessen Diagnose (Nuchtern-Blutzuckerwert >126mg/dl oder
Gelegenheits-Blutzuckerwert >200mg/dl und Symptome eines Diabetes oder Zwei-
Stunden-Plasma-Glukose-Wert im oGTT >200mg/dl [61]) noch nicht erflllt sind, zu
einer Schadigung der Endothelfunktion. Die Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen ei-
ner endothelialen Dysfunktion ist also in der ausgewahlten Studienpopulation, in der

verschiedene Diabetes-Risikofaktoren vorhanden sind, erhoht.

4.1.2 Flussmediierte Dilatation FMD

Far die Messung der Endothelfunktion stehen verschiedene etablierte Methoden zur
Verfugung, deren gemeinsames Prinzip darin besteht, durch pharmakologische oder
physikalische Stimuli eine endothelabh&ngige Dilatation des GefaBes zu provozieren
[20]. Durch den jeweiligen Stimulus wird die Aktivitat der endothelialen NO-Synthase
gesteigert, was eine vermehrte Produktion und Freisetzung von NO zur Folge hat und
schlieBlich zu einer Vasodilatation im betroffenen GeféaBabschnitt fihrt. Die Messung
der Zunahme des Arteriendurchmessers kann dann entweder angiographisch (z.B.

am Koronarsystem), plethysmographisch (als indirekter Hinweis) oder sonographisch
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erfolgen. Ist die Vasodilatation weniger stark ausgepragt bzw. bleibt sie aus, so liegt
eine verminderte NO-Bioverfugbarkeit zugrunde. Dies ist Hinweis auf eine funktionel-
le Einschrankung des Endothels, also auf eine endotheliale Dysfunktion. Um auszu-
schlieBen, dass die weitere NO-Signallbermittlung vom Endothel zur glatten Mus-
kelzelle oder die dort stattfindende Wirkung des NO gestért ist, wird im Anschluss
an jede Messung die endothelunabhangige, NO-vermittelte Vasodilatation Uberpruft.

Dazu wird die prozentuale Dilatation nach Gabe von GTN gemessen.

In der vorliegenden Studie wurde zur Bestimmung der Endothelfunktion die fluss-
assoziierte Dilatation gemessen (siehe Kapitel 2.2). Diese Methode hat gegentber
der pharmakologisch induzierten Vasodilatation durch Substanzen wie Acetylcholin
oder Bradykinin den Vorteil, dass sie nicht-invasiv ist. Weder eine arterielle Punkiti-
on noch die intraarterielle Verabreichung von Pharmaka sind erforderlich, wodurch
die damit verbundenen Komplikationen und Nebenwirkungen wegfallen. Aus diesem
Grund kann die FMD wiederholt auch an asymptomatischen, jungen Probanden ohne

relevante Risiken durchgefihrt werden.

Die Messung kann an oberflachlichen Arterien wie der A. brachialis und der A.
femoralis durchgefihrt werden. Vergleichende Untersuchungen von Celermajer et al.
ergaben, dass zwischen den Messergebnissen am Arm und am Bein keine signifikan-
ten Unterschiede bestehen [22]. Da die A. brachialis einfacher zuganglich ist wird die

FMD meist dort gemessen.

Zahlreiche Faktoren beeinflussen die Messung der FMD. So unterliegt die Reak-
tivitat der GeféBe zirkadianen Schwankungen [40, 42], weshalb die Messung jeweils
morgens zwischen 6:30 Uhr und 8:30 Uhr durchgefuhrt wurde. Hyperglykamie [67]
oder Hyperlipidamie [33, 138] kurz vor oder noch wahrend der Messung vermindern
die FMD, daher wurde bei den Probanden auf eine Nuchternphase von mindestens

acht Stunden vor Untersuchungsbeginn sowie auf eine ausgewogene Erndhrung im
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Vorfeld geachtet [31]. Rauchen hat neben dem langfristig schadigenden Effekt auf
die Endothelfunktion auch kurzfristig Einfluss auf die FMD [75]; aus diesem Grund
mussten die Probanden mindestens zehn Stunden vor der Messung auf Nikotin ver-
zichten. Ebenso durften sie in diesem Zeitraum weder Tee oder Kaffee noch Vitamin-
C-Praparate konsumieren [38, 91, 93]. Die Einnahme vasoaktiver Medikamente muss
idealerweise Uber einen Zeitraum von vier Halbwertszeiten pausiert werden, sofern
dies aus klinischer Sicht mdglich ist [31]. Nicht zuletzt spielen auch Stressfaktoren
eine Rolle [51], daher fand die Untersuchung in einem ruhigen, konstant temperierten
Raum statt.

Bei den hier durchgefihrten Untersuchungen waren die genannten Basisbedingun-

gen erfullt.

Auch Unterschiede in der methodischen Vorgehensweise haben Einfluss auf die
Messergebnisse. So liegen Studien vor, in denen verschiedene Positionen der Stau-
ungsmanschette verglichen werden: bei einer Stauung am proximalen Unterarm ist
die Zunahme der FlieBgeschwindigkeit geringer ausgepragt und es werden niedrige-
re FMD-Werte gemessen im Vergleich zu einer Stauung am Oberarm [11, 32, 76,
139]. Hier spielt einerseits die GréBe des ischamischen Gebiets eine Rolle (je gréBer
das Gebiet ist, desto mehr nimmt die FlieBgeschwindigkeit nach Lésen der Stau-
ung zu; die dadurch bedingte Verstarkung der Scherkraftwirkung fiihrt zu héheren
FMD-Werten). Andererseits sind auch die Metabolite, die sich im Ischamie-Gebiet an-
sammeln, von Bedeutung: bei der Oberarm-Stauung liegt die Messposition distal der
Stauungsmanschette, d.h. im Ischdmie-Gebiet. Daher haben neben der Scherkraft-
wirkung auch die angesammelten Metabolite sowie der niedrige pO, einen Einfluss
auf die GefaBdilatation, es kommt also neben einer endothelabhangigen zusétzlich
auch zu einer endothelunabhéngigen Dilatation. Da bei der vorliegenden Untersu-
chung nur die endothelabhangige Vasodilatation untersucht werden sollte, wurde die
Stauungsmanschette am Unterarm angelegt. So hatten die akkumulierten Metaboli-

te im Ischamie-Gebiet keinen Einfluss auf die gemessene Dilatation. AuBerdem ist
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bei dieser Messmethode die Einstellung des GefaBdurchmessers einfacher méglich
(bei Stauung am Oberarm liegt der Messbereich innerhalb des Ischamiebereichs, es
kommt also wahrend der Stauung zu einer Gewebeverschiebung und zum GefaBkol-

laps [6, 31]).

Die Ischamiezeit im Rahmen der Messungen betrug funf Minuten. Nach dieser Zeit
wird eine maximale Durchmesserzunahme erreicht, die auch durch langere Stauung
nicht gesteigert werden kann [31, 74]. 45 bis 60 Sekunden nach Lésen der Stauung
wurde die Messung des GefaBdurchmessers vorgenommen, da in diesem Zeitraum
bei Unterarmstauung die maximale Zunahme gemessen werden kann [135]. Weiter-
hin wurde die Messung EKG-getriggert enddiastolisch durchgefiihrt, um den Einfluss

pulsatiler Schwankungen zu vermeiden.

Auch die Untersuchererfahrung spielt eine Rolle. Balletshofer et al. veréffentlich-
ten im Jahr 2001 Ergebnisse einer Studie zur intra- und interindividuellen Variabilitat
bei der FMD-Messung. Sie konnten zeigen, dass nach 30 Trainingsmessungen un-
ter Anleitung eines erfahrenen Ausbilders die intraindividuelle Variabilitat, gemessen
am Median der absoluten Abweichung der Messwerte fir den GeféaBdurchmesser,
bei 0,9% lag und auch weitere Trainingsmessungen keine signifikante Verbesserung

erbrachten [7].

Zusammenfassend wurden die Bedingungen und Voraussetzungen, die in den
Leitlinien der ,International Brachial Artery Reactivity Task Force” empfohlen werden,

erfaillt [31].

Unabhangig von den erlauterten biologischen und methodischen EinflussgréBen
auf die FMD sind zahlreiche weitere Faktoren bekannt, die die Endothelfunktion bzw.
die endothelabhangige Dilatation beeinflussen. Zunachst hangt die FMD vom basalen
GeféaBdurchmesser ab (je gréBer der Durchmesser desto kleiner der FMD-Wert) [22].

Dieser Zusammenhang muss bei der Bewertung der Messergbnisse immer berlck-
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sichtigt werden. Weiterhin haben verschiedene kardiovaskulare Risikofaktoren Ein-
fluss auf die Endothelfunktion; dazu liegen viele Studien vor, in denen die FMD als
Messmethode fir die endotheliale Dysfunktion dient: mit zunehmendem Alter [23],
bei Rauchern [22, 150], bei Personen mit Insulinresistenz [8] oder Diabetes mellitus
[28, 87], bei Hypertonikern [29, 90], bei Probanden mit Hypercholesterinamie [149],
bei Personen mit positiver kardiovaskularer Familienanamnese [137] und bei Pati-
enten mit bekannter KHK [22] konnte eine Verminderung der endothelabhdngigen

Dilatation beobachtet werden.

Um zu zeigen, dass die Messung der Endothelfunktion an peripheren GefaBen
auch mit der koronaren Endothelfunktion korreliert und dass mit Hilfe der FMD Aus-
sagen Uber die Endothelfunktion im Allgemeinen gemacht werden kdénnen, wurde
1995 von Anderson et al. folgende Studie durchgefiihrt: Bei 50 Patienten wurde mit-
tels Herzkatheteruntersuchung die vasomotorische Antwort der koronaren GeféaBe
auf Acetylcholin gemessen, auBerdem wurde die periphere Endothelfunktion Uber die
FMD bestimmt. Bei den Personen, die eine koronare endotheliale Dysfunktion aufwie-
sen (in Form von einer Vasokonstriktion auf Acetylcholin), war auch die FMD signifi-
kant erniedrigt. Ebenso war die FMD bei Patienten mit manifester KHK im Vergleich

zu Personen mit angiographischem Ausschluss einer KHK signifikant verschlechtert

[3].

4.2 Diskussion der Ergebnisse
4.2.1 Einfluss kardiovaskularer Risikofaktoren auf die FMD

Bei den vorliegenden Untersuchungsdaten konnte in der univariaten Analyse ein sta-
tistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Alter bzw. Geschlecht und FMD beob-
achtet werden. In der multivariaten Analyse verfehlte jedoch das Geschlecht knapp (p

= 0,054) das statistische Signifikanzniveau. Beide Faktoren konnten schon in zahlrei-
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chen Studien als EinflussgréBen auf die FMD identifiziert werden [21, 23, 41, 59]. Zum
Beispiel untersuchten Celermajer et al. 1994 ein Gesamtkollektiv von 238 Probanden
(108 Manner und 135 Frauen), bei dem sie mit steigendem Alter eine Verschlechte-
rung der FMD messen konnten. AuBerdem zeigten sie beim Vergleich der FMD von
Frauen mit der von Mannern eine erst spater einsetzende Abnahme der FMD bei
Frauen beginnend mit dem Eintritt in die Menopause. Dies ist auf den protektiven

Effekt des Ostrogens zuriickzufiihren [23].

Bei der Betrachtung der Blutdruckwerte konnte in der univariaten Analyse kein
statistisch signifikanter Einfluss auf die FMD gezeigt werden (das statistische Signi-
fikanzniveau wurde mit einem p-Wert von 0,055 knapp verfehlt). Auch CRP und Ho-
mocystein sowie Hyperlipidamie und Nikotinkonsum als weitere kardiovaskulare Risi-

kofaktoren beeinflussten die FMD nicht signifikant.

4.2.2 Zusammenhang von MCP-1 und FMD

Es liegen mehrere Studien vor, die die Zusammenhénge zwischen MCP-1 und kardio-
vaskularen Risikofaktoren sowie zwischen MCP-1 und dem Vorkommen von kardio-
vaskularen Erkrankungen untersuchen und belegen, allerdings ist die Datenlage nicht
einheitlich. So korreliert der MCP-1-Serum-Spiegel bei Patienten mit akutem Koronar-
Syndrom (ACS) sowohl mit ,traditionellen” Risikofaktoren fiir Atherosklerose - dazu
gehoéren Alter, das Vorkommen von KHK in der Familienanamnese, Nikotinabusus,
arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie, erhéhtes hs-CRP - als
auch mit einem erhdhten Risiko, einen Myokardinfarkt oder Schlaganfall zu erleiden
oder zu sterben [36, 4, 35]. Auch bei der Restenosierung nach PTCA sind MCP-1 und
andere Chemokine wichtige Mediatoren [26, 82]. Hier ist vor allem die neointimale
Hyperplasie von Bedeutung, bei der glatte Muskelzellen aktiviert werden, einwandern
und proliferieren [104]. Furukawa et al. fuhrten eine Studie mit Mausen durch, bei der

durch Inhibierung von MCP-1 kurz vor und kurz nach arterieller GefaBwandverletzung
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die neointimale Hyperplasie signifikant reduziert werden konnte [44]. In Schweinearte-
rien konnte eine gesteigerte MCP-1-Produktion nach arterieller GefaBwandverletzung

beobachtet werden [146].

In einer Studie von Tucci et al. wurden die Zusammenhéange zwischen arterieller
Hypertonie, Entziindung im Bereich des Endothels und MCP-1 untersucht. Bei den
Patienten mit arterieller Hypertonie konnten signifikant h6here MCP-1-Serum-Spiegel
gemessen werden im Vergleich zu einer Kontrollgruppe. AuBerdem bestand eine po-
sitive Korrelation zwischen MCP-1 und CRP, IL-6 und Gesamtcholesterin, wohinge-
gen das Geschlecht sowie Dauer und Therapie der Hypertonie keinen Einfluss auf

die MCP-1-Serum-Spiegel hatten [134].

Aufgrund der dargestellten Forschungsergebnisse, die eine Korrelation von MCP-
1 mit kardiovaskularen Risikofaktoren sowie kardiovaskularen Erkrankungen nahele-
gen, stellte sich folgende Frage: Besteht bereits ein Zusammenhang zwischen MCP-
1-Serum-Spiegeln und der endothelialen Dysfunktion als friihe Stufe in der Entwick-

lung der Atherosklerose?

Dazu wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von MCP-1 auf die FMD
als MessgrdBe fur die Endothelfunktion untersucht. Ein signifikanter Zusammenhang
konnte nicht gezeigt werden. Hier kénnte eine Rolle spielen, dass das Chemokin nicht
nur im Bereich des GefédBendothels sondern auch in anderen Geweben, beispielswei-
se im Fettgewebe, gebildet wird, und so die Menge an zirkulierendem MCP-1 nicht mit

der am Endothel lokal wirksamen Menge Ubereinstimmit.

Neben der Bildung von MCP-1 in Makrophagen, glatten Muskelzellen und Endo-
thelzellen wird das Chemokin auch in Adipozyten gebildet. In einer Studie mit Mau-
sen konnten Takahashi et al. im Jahr 2003 bei adip6sen Tieren im Vergleich zu nor-
malgewichtigen Mausen 7,2-mal mehr MCP-1-mRNA in Adipozyten messen. Mit der
vermehrten Menge an mRNA waren auch erhéhte Werte von zirkulierendem MCP-

1 messbar [128]. Christiansen et al. zeigten 2005 ahnliche Ergebnisse mit isolierten
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menschlichen Zellen. Aus Adipozyten konnten sie im Vergleich zu Stromavaskularzel-
len deutlich mehr MCP-1-mRNA isolieren, auBerdem bestand auch hier eine signifi-
kante Korrelation zwischen der aus subkutanem Fettgewebe isolierten MCP-1-mRNA
und zirkulierendem MCP-1 [27]. So ist es denkbar, dass vergleichbar hohe Werte
an zirkulierendem MCP-1, das unter anderem im Fettgewebe produziert worden ist,
messbar sind, obwohl die lokale, von den Endothelzellen, glatten Muskelzellen und

Makrophagen gebildete Menge im Bereich der GefdBwand geringer ist.

Zur Untersuchung der lokalen MCP-1-Produktion im Rahmen der Entwicklung
atherosklerotischer Lasionen fihrten Takaye et al. 1993 eine Studie durch, in der
sie in Autopsien gewonnene Arterienabschnitte in unterschiedlichen Atherosklerose-
Stadien verwendeten: diffuse intimale Hyperplasie, ,fatty-streak®-Lésionen und athe-
rosklerotische Plaques. Mit einem spezifischen Antikdrper fir MCP-1 konnten sie die
Lokalisation des Chemokins bestimmen. Im Stadium der diffusen intimalen Hyperpla-
sie konnten vor allem die Endothelzellen als MCP-1-Produzenten identifiziert werden.
AuBerdem waren die subendothelialen Makrophagen reich an MCP-1. Mit fortschrei-
tendem Stadium der Atherosklerose nahm die MCP-1-Produktion in den Endothelzel-

len ab, gleichzeitig war immer mehr MCP-1 in den Makrophagen zu finden [129].

Die MCP-1-Produktion in Endothelzellen und in glatten Muskelzellen kann durch
unterschiedliche Faktoren erhéht werden. So zeigen Studienergebnisse von Schratz-
berger et al. aus dem Jahr 1998 eine Zunahme der MCP-1-Freisetzung aus Endo-
thelzellen nach Stimulation durch neutrophile Granulozyten. Als Folge davon konn-
te eine Steigerung der Makrophagenchemotaxis beobachtet werden, die wiederum
durch MCP-1-Antikérper verhindert werden konnte [118]. Zwei Jahre zuvor fihrten
Kranzhofer et al. Untersuchungen bezlglich des Zusammenhangs zwischen Throm-
bose und Atherosklerose durch. Sie konnten eine Steigerung der MCP-1-Produktion
in glatten Muskelzellen unter dem Einfluss von aktiviertem Thrombin zeigen [72]. Ei-
ne Studie mit Schweinearterien direkt nach De-Endothelialisierung wurde ebenfalls

im Jahr 1996 von Wysocki et al. durchgeflihrt. Dabei konnte eine frithe Makropha-
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geneinwanderung im verletzten GefaBabschnitt und eine MCP-1-Produktion in den

Makrophagen gezeigt werden [146].

Diese und zahlreiche weitere Studien zeigen die lokale MCP-1-Produktion durch
verschiedene Zellen im Bereich der GefaBwand. Denkbar wére ein Zusammenhang
zwischen lokaler MCP-1-Konzentration und endothelialer (Dys-)Funktion. Da aber bei
der Messung des MCP-1-Serum-Spiegels die Gesamtmenge an zirkulierendem MCP-
1 bestimmt wird, also auch einschlieBlich des im Fettgewebe gebildeten MCP-1, wére
es moglich, dass der Effekt des lokal an der GefaBwand gebildeten und dort wirksa-

men MCP-1 in diesem Gesamtwert nicht wiedergegeben wird.

Aus diesem Grund wurde im néchsten Schritt versucht, ndher an den Ort heran-
zugehen, an dem die Ubertragung der MCP-1-Wirkung auf die Zielzellen stattfindet:
am MCP-1-Rezeptor CCR2.

4.2.3 Assoziation CCR2-Polymorphismus T-960A(rs3918359) und FMD

Im Rahmen der transendothelialen Migration kommt es zunachst zur Adhasion von zir-
kulierenden Monozyten an die GefaBwand, anschlieBend rollen sie an dieser entlang.
Die lockere Anheftung wird durch Selektine vermittelt und ist reversibel. Vermehrte
MCP-1-Expression auf Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Makrophagen in ent-
zindeten GefaBabschnitten bewirkt Gber Bindung an CCR2, der unter anderem auf
zirkulierenden Monozyten exprimiert wird (siehe Kapitel 1.2.4), eine Festigung der
Adhasion und damit einen weiteren Schritt bei der Einwanderung in die GefaBwand
[49]. An der starkeren Anheftung sind Integrine beteiligt, die durch die Bindung von
MCP-1 an CCR2 aktiviert werden [78]. AnschlieBend wandern die Monozyten durch
das Endothel, differenzieren zu Makrophagen und wandeln sich durch die Aufnahme
von oxidiertem LDL-Cholesterin in Schaumzellen um. Diese wiederum produzieren

weitere Chemokine und Wachstumsfaktoren [24, 49].
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Um n&her an dieses lokal am Endothel stattfindende Geschehen heranzukommen
sollte in der vorliegenden Arbeit CCR2 genauer untersucht werden. Es liegen Studien
mit ApoE-knockout Mausen vor, die die wichtige Rolle des CCR2 im Rahmen der
Atherosklerose-Entwicklung belegen: Dawson et al. veréffentlichten 1999 Ergebnisse
von Versuchen mit CCR2~/~- und ApoE~/~-Mé&usen. Im Vergleich zu nur ApoE~/~-
Mausen war bei diesen die mittlere GréBe der L&sionen im Bereich der Aorta dreimal

kleiner [34]. Ahnliche Ergebnisse konnten auch Guo et al. 2003 zeigen [53].

Ebenso konnte beobachtet werden, dass nach einer Verletzung der GefaBwand in
Abwesenheit von CCR2 weniger Intima-Hyperplasie folgte als bei Vorhandensein des
Rezeptors, das heiBt CCR2 ist auch bei der Stimulation der glatten Muskelzellen zur

Proliferation beteiligt [39, 109].

In der Erforschung der Funktion von Rezeptoren und deren Liganden ist das Vor-
kommen von Polymorphismen zunehmend von Bedeutung. Liegt eine solche Varia-
tion im Genom vor so besteht dann einerseits die Mdglichkeit, dass die Funktion
durch den Polymorphismus nicht beeintrachtigt ist, andererseits ist es aber auch még-
lich, dass beim Vorliegen einer Genotyp-Variante die Funktion entweder starker oder
schwacher ausgepragt ist. Einige Studien, die das Ziel hatten, die Funktion von MCP-1
und CCR2 naher zu untersuchen, beschéftigten sich mit Polymorphismen im MCP-1-
bzw. CCR2-Gen. So gibt es Arbeiten tiber einen MCP-1-Polymorphismus (2518-G/G),
der bei Patienten mit KHK vermehrt beobachtet wurde und bei Patienten mit arteriel-
ler Hypertonie mit dem Vorkommen von Atherosklerose korreliert war [127, 134]. Hier
wird vermutlich - wenn der Polymorphismus vorliegt - die normale MCP-1-Wirkung
im Rahmen der Atheroskleroseentstehung verstarkt. So kénnte es durch eine star-
kere oder vermehrte MCP-1-Bindung an CCR2 zu mehr Monozyten-Rekrutierung, -
Adhasion und -Transmigration kommen, wodurch die Entstehung atherosklerotischer

Plaques begunstigt wird.
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AuBerdem wurde ein CCR2-Polymorphismus identifiziert (Val64lle), fir den aller-
dings kontroverse Ergebnisse bezlglich klinischer Zusammenhénge vorliegen. Bei
diesem Val64lle-Polymorphismus kommt es durch Austausch einer Base (Guanin)
durch eine andere (Alanin) an Basenpaar 190 zu einem Aminosaurewechsel von Va-
lin zu Isoleucin an Position 64. Studien von Ortlepp et al. sowie von Petrkova et al.
zeigten eine Assoziation dieses Polymorphismus mit einem erhéhten Myokardinfarkt-
Risiko [89, 95]. Dagegen konnten Gonzalez et al. bei Myokardinfarkt-Patienten keine
signifikante Korrelation mit dem Polymorphismus zeigen [52]. Szalai et al. ermittel-
ten sogar ein reduziertes KHK-Risiko bei Personen mit dem CCR2-Polymorphismus
Val64lle [127]. Eine weitere Studie zeigt weniger koronararterielle Verkalkung im Zu-

sammenhang mit dem Polymorphismus [136].

Auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das CCR2-Gen auf Polymor-
phismen untersucht, um Uber den Einfluss verschiedener Rezeptor-Genotypen auf
die FMD mehr Uber die Funktion des Rezeptors im Zusammenhang mit endothelia-
ler Dysfunktion herauszufinden. Insgesamt konnten acht Polymorphismen identifiziert
werden, sechs davon waren mit einer Haufigkeit von mehr als 10% vertreten und wur-
den weiter analysiert. Der bisher in Arbeiten beschriebene CCR2-Polymorphismus
Val64lle war nur mit weniger als 10% vertreten und wurde deshalb nicht weiter un-
tersucht. Bei der genaueren Analyse der Polymorphismen und der Untersuchung
des Zusammenhangs der einzelnen Genotypen mit der FMD zeigte sich auch nach
Anpassung des Alters und des Geschlechts in multivariaten linearen Regressions-
analysen eine signifikante Korrelation zwischen dem Vorkommen des A-Allels des
Promotor-Polymorphismus T-960A und héheren FMD-Werten als Zeichen einer gu-

ten bzw. erhaltenen Endothelfunktion.

Aus diesem Ergebnis ergab sich die Vermutung, dass die Genotyp-Variation des
CCR2 einen Einfluss auf die normale Funktion des Rezeptors haben kénnte. So kénn-
te beim Vorliegen des A-Allels dieses Polymorphismus die Interaktion zwischen MCP-

1 und CCR2 gestort sein und folglich die Monozyten-Rekrutierung und -Adhasion an
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die GefaBwand mit anschlieBender Diapedese vermindert sein. Auch die in der Ge-
faBwand stattfindende Entziindungsreaktion, die durch die Einwanderung und Diffe-

renzierung der Monozyten hervorgerufen wird, ware damit abgeschwacht.

4.2.4 Monozyten-Transmigrationsmodell

Um dieser Hypothese nachzugehen wurde im Monozyten-Transmigrationsmodell die
pathophysiologische Rolle der Monozyten in der friihen Atheroskleroseentwicklung
untersucht. Dabei zeigte sich, dass bei A-Allel-Tragern des CCR2-Promotor-Poly-
morphismus T-960A (bei denen auch eine bessere FMD gemessen werden konnte)
nach zwei Stunden deutlich weniger Monozyten durch die Endothelzellschicht gewan-
dert waren im Vergleich zu Wildtyp-Monozyten. Dadurch wird die Vermutung verstarkt,
dass durch die Beeintrachtigung der Funktion des CCR2, verursacht durch den Po-
lymorphismus im CCR2-Promotor, eine Stérung in der Interaktion von MCP-1 und
CCR2 vorliegt. Diese hat dann eine verminderte Monozyten-Adhasion und -Migration
in die GefaBwand und damit eine verminderte Entwicklung atherosklerotischer Veran-

derungen zur Folge.

Die Monozyten-Migration durch das Endothel wurde bereits in verschiedenen Stu-
dien in vitro untersucht. So veréffentlichten Park et al. im Jahr 2001 Ergebnisse
von Untersuchungen zur MCP-1-Freisetzung aus Endothelzellen und der dadurch
vermittelten Monozyten-Transmigration durch die Endothelzellschicht: im Transmigra-
tionsmodell konnten sie zeigen, dass bei vermehrter MCP-1-Expression auch die
Monozyten-Transmigrationsrate erhdht war [92]. Auch Kinard et al. fihrten 2001 eine
ahnliche Studie durch, allerdings verwendeten sie eine Co-Kultur aus Endothelzellen
und glatten Muskelzellen. Sie konnten ebenfalls in Verbindung mit erhéhter MCP-
1-Expression eine vermehrte Monozyten-Adhasion und -Transmigration beobachten.
Durch Verwendung eines MCP-1-Antikdrpers konnte die Adh&sion von Monozyten an

die Endothelschicht und die Durchwanderung durch das Endothel deutlich verringert
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werden [70]. Eine frihere Studie von Randolph et al. aus dem Jahr 1995 zeigte eben-
falls eine MCP-1-vermittelte Monozyten-Transmigration durch das Endothel, die durch
MCP-1-Antikdrper blockiert werden konnte. Allerdings wurde dabei eine Abhangigkeit
vom Konzentrationsgradienten festgestellt: steigt die MCP-1-Konzentration im oberen
Kompartiment im Vergleich zu der Konzentration des endogen produzierten MCP-1,
so fallt die Transmigrationsrate. Umgekehrt konnte bei Hinzugabe von MCP-1 im un-

teren Kompartiment eine vermehrte Monozytenmigration beobachtet werden [102].

Anders als bei der vorliegenden Arbeit wurde in den beschriebenen Studien die
Konzentration des MCP-1 verandert, und Unterschiede in der Monozyten-Transmi-
grationsrate wurden in Abhangigkeit davon bewertet. Dabei wurde die MCP-1-Kon-
zentration einerseits durch eine Hinzugabe von MCP-1 [102], andererseits durch eine
Steigerung der endogenen MCP-1-Produktion [92, 70] erhéht. In den hier vorliegen-
den Untersuchungen wurden die Grundbedingungen im Versuchsaufbau nicht ver-
andert und immer das gleiche Medium verwendet, so dass jeweils gleichbleibende
MCP-1-Konzentrationen vorlagen. Eine Veranderung der Transmigrationsrate wurde
hier also nicht durch unterschiedliche MCP-1-Konzentrationen hervorgerufen. Statt-
dessen konnte ein Zusammenhang zwischen einer héheren Migrationsrate und Mo-
nozyten, die das A-Allel des CCR2-Promotor-Polymorphismus T-960A tragen, festge-

stellt werden.

4.2.5 AbschlieBende Diskussion und Ausblick

Hohere FMD-Werte, also eine verstarkte vasodilatatorische Reaktion auf die Scher-
kraftwirkung ausgel®st durch eine postischamische Blutfluss-Zunahme, sind Ausdruck
einer gesteigerten endothelialen NO-Produktion. Bei Blockierung der eNOS mit L-
NMMA im Rahmen der FMD-Messung bleibt die Dilatation aus bzw. es tritt sogar
eine geringe Vasokonstriktion ein. Damit konnten Joannides et al. 1995 den Nach-

weis fur die NO-Abhangigkeit der FMD erbringen [64]. Die gesteigerte NO-Wirkung
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kann einerseits durch eine Erh6hung der NO-Bioverflgbarkeit, andererseits durch ei-
ne Verstarkung der NO-Wirkung an der Zielzelle verursacht sein. Durch die Messung
der endothelunabhangigen Vasodilatation - ausgeldst durch GTN - kann letzteres aus-
geschlossen werden: Dabei wird nach exogener NO-Zufuhr (z.B. sublingual) nur die
Signaltbertragung von NO auf die Zielzelle, die glatte Muskelzelle, sowie die Wirkung

dort Gberprift.

Bei der endothelunabhangigen Vasodilatation ergab sich kein statistisch signifi-
kanter Unterschied zwischen A-Allel-Tragern und Wildtyp-Probanden. Man kann al-
so davon ausgehen, dass den héheren FMD-Werten, flr die ein Zusammenhang mit
dem Vorkommen des CCR2-Promotor-Polymorphismus T-960A gezeigt werden konn-
te, eine vermehrte NO-Bioverflgbarkeit zugrunde liegt. Da im Rahmen von Studien
zur Atherosklerose-Entwicklung die endotheliale Dysfunktion als pathologisches Er-
eignis untersucht wird, wurde bisher nach Ursachen flr eine reduzierte, nicht flr eine
erhéhte Menge an bioaktivem NO gesucht: Zum Einen kann ein beschleunigter Abbau
von NO durch Sauerstoffradikale zugrunde liegen [58], wie dies im Zusammenhang
mit verschiedenen kardiovaskuldren Risikofaktoren (z.B. Hypercholesterindmie, Dia-
betes mellitus, arterielle Hypertonie) gezeigt werden konnte [18]. Zum Anderen kann
die Ursache bei der eNOS liegen: die Expression der eNOS in Endothelzellen kann
reduziert sein [145] oder die Signalwege, die zur Aktivierung der eNOS flhren, kén-
nen gestort sein [120]. AuBerdem kann ein Mangel an Substraten oder Cofaktoren fir

die eNOS bestehen, der zu verminderter NO-Produktion fihrt [98].

Die gemessenen héheren FMD-Werte bei A-Allel-Tragern des CCR2-Promotor-
Polymorphismus lassen also eine weniger stark verminderte und damit bessere NO-
Bioverflgbarkeit vermuten. Da die Monozyten-Transmigrationsrate bei den Polymor-
phismus-Tragern im Vergleich zu Wildtyp-Probanden vermindert ist, ist ein Zusam-
menhang zwischen der Anzahl der durch das Endothel gewanderten Monozyten und
der Verminderung der bioaktiven NO-Menge zu vermuten. Aufgrund von weniger Zell-

adhasion und -einwanderung ist die dadurch hervorgerufene Entziindungsreaktion in
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der GefaBwand abgeschwacht. Eine daraus folgende Reduktion des oxidativen Stres-
ses kénnte Uber weniger Sauerstoffradikal-Bildung zu vermindertem Abbau von NO
und damit zur erhéhten FMD flhren. Hier sind weitere Untersuchungen zum Einfluss
von MCP-1 und CCR2 im Rahmen des Pathomechanismus der Endothelschadigung

erforderlich.
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5 Zusammenfassung

In der Atheroskleroseentwicklung spielen das Chemokin MCP-1 und sein Rezeptor
CCR2 eine bedeutende Rolle. Nach der Rekrutierung von Monozyten und der Ad-
hasion an die GefaBwand durch Adhasionsmolekiile triggert MCP-1 deren Durchtritt
durch das Endothel. Dort differenzieren die Monozyten zu Makrophagen und entwi-

ckeln sich durch die Aufnahme von oxidiertem LDL-Cholesterin zu Schaumzellen.

Noch bevor hamodynamisch relevante Plaques an der Arterienwand klinisch sym-
ptomatisch werden, zeigt das Endothel unter dem Einfluss proatherosklerotischer
Faktoren relevante Funktionsstérungen (siehe Kapitel 1.3). Diese funktionellen Ver-
anderungen des GefaBendothels stellen nach heutiger Auffassung die erste Stufe in
der Entwicklung der Atherosklerose dar. Die Diagnostik dieser ,Frihstadien® ist von
groBer Bedeutung, weil die GefaBwandverédnderungen in diesem Stadium noch prin-
zipiell reversibel sind und morphologische Verdnderungen durch entsprechende In-
tervention potentiell verhindert bzw. zumindest in ihrer Entwicklung gebremst werden

kdbnnen.

Bisher liegen zahlreiche Studien vor, die den Zusammenhang zwischen MCP-1
bzw. CCR2 und morphologischen Veranderungen an der GefaBwand untersuchen.
Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit geht es um die Frage, ob bereits ein Zusam-
menhang zwischen MCP-1/CCR2 und dem pramorphologischen Stadium der Athero-

sklerose, der endothelialen Dysfunktion, besteht.

Zu diesem Zweck untersuchten wir querschnittsanalytisch 242 Probanden im Rah-
men des Tibinger Lebensstil-Interventions-Programms (TULIP-Studie) (siehe Kapitel
2.1). Der Einfluss des MCP-1 sowie seines Rezeptors CCR2 auf die Endothelfunkti-
on wurde untersucht. Dazu wurden die MCP-1-Serum-Spiegel bestimmt, auBerdem
wurde CCR2 auf Polymorphismen untersucht. Die Endothelfunktion wurde Uber die
Messung der endothelabhédngigen Vasodilatation (FMD) mit hochauflésendem Ultra-

schall (13MHz) bestimmt.
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Ein direkter Zusammenhang zwischen MCP-1-Serum-Spiegel und der FMD konn-
te nicht beobachtet werden. Bei der Untersuchung des CCR2-Gens konnten insge-
samt acht Polymorphismen identifiziert werden, davon waren sechs mit einer Hau-
figkeit von mehr als 10% vertreten und wurden weiter analysiert. Die FMD war bei

Tragern des A-Allels des CCR2-Promotor-Polymorphismus T-960A signifikant besser.

Zur Erfassung der funktionellen Relevanz dieses Polymorphismus wurde im Trans-
migrationsmodell die Migration der Monozyten durch das Endothel untersucht. Auch
hier konnte bei Vorliegen der homozygot mutierten Variante eine gestdrte Transmigra-
tion von Monozyten nachgewiesen werden. Dies wéare im Sinne einer verminderten

Inflammation an der GefaBwand bei Polymorphismus-Tragern zu interpretieren.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass moéglicherweise genetisch determinierte antiin-
flammatorische Schutzmechanismen mit einer erhaltenen (oder zumindest besseren)
NO-abhangigen Endothelfunktion assoziiert sind. Damit kénnten Trager des A-Allels
des CCR2-Promotor-Polymorphismus T-960A ein geringeres Risiko fir das Auftre-
ten atherosklerotischer Spatschaden aufweisen. Als zweites Ergebnis kann festgehal-
ten werden, dass MCP-1-Serum-Spiegel keinen zuverlassigen Frihindikator fir eine

endotheliale Dysfunktion darstellen.
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6 Abklrzungen

A. Arteria

Abb. Abbildung

ACE Angiotensin converting enzyme

ACS Acute coronary syndrome (akutes Koronar-Syndrom)
ADA American Diabetes Association

ADP Adenosindiphosphat

ApoE Apolipoprotein E

ATP Adenosintriphosphat

BMI Body Mass Index

BZ Blutzucker

CCR2 Chemokinrezeptor 2

cGMP cyclic guanosine monophosphate (zyklisches Guanosinmonophosphat)
(hs)CRP (hochsensitives) C-reaktives Protein

DNA Desoxyribonucleinacid

EBM-2-Medium Endothelial cell basal medium-2

EDHF Endothelium-derived hyperpolarizing factor

EDRF Endothelium-derived relaxing factor

EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid (Ethylendiamintetra-Essigséure)
EKG Elektrokardiogramm

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

eNOS endotheliale NO-Synthase

EZ Echozone

FACS Fluorescence activated cell sorting

FMD Flussmediierte Dilation

GTN Glyceryltrinitrat

HDL-C High density lipoprotein cholesterol
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HWE Hardy Weinberg equilibrium
IL Interleukin
IMD Intima-Media-Dicke
ISI Insulin-Sensitivitats-Index
KHK Koronare Herzkrankheit
LDL-C Low density lipoprotein cholesterol
L-NMMA L-N®-Monomethylarginin
MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1
MHz Megahertz
mmHG Millimeter-Quecksilbersaule
mRNA messenger ribonucleinacid
NK-Zellen Naturliche Killer-Zellen
NO Nitric oxide (Stickstoffmonoxid)
oGTT oraler Glukose-Toleranz-Test
PBMC Peripheral blood mononuclear cells
PCR Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
PG-I, Prostaglandin I,
PTCA Perkutane Transluminale Coronar-Angioplastie
PW-Doppler pulsed-wave Doppler
RPMI-Medium  Roswell Park Memorial Institute-Medium
sGC Soluble guanylate cyclase (lésliche Guanylatzyklase)
TNF Tumor Nekrose Faktor
TULIP Tabinger Lebensstil-Interventions-Programm
WHO World Health Organization
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