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“Very Low Density” Lipoprotein

Versus

Zum Beispiel
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1.1 Koronare Herzkrankheit

Herz-Kreislauf-Erkrankungen und ihre Folgen gehdren in der westlichen Welt zu den haufigsten
Todesursachen. Etwa 50% der Todesfélle sind auf sie zurlickzufiihren (Renz-Polster et al., 2004).
Innerhalb der Gruppe der Herz-Kreislauf-Erkrankungen hat die Koronare Herzkrankheit (KHK) schon
langst bevolkerungsrelevante Ausmafie angenommen. So hat nach der DETECT-Studie, eines im Jahr
2003 durchgefuhrten epidemiologischen primarérztlichen Studienprogramms, das unter anderem
versorgungsrelevante Basisdaten bereitstellen soll, jeder achte Patient (12,4%) einer Hausarztpraxis
die Diagnose einer KHK (Wittchen et al., 2006). Die Pravalenz der KHK in der Bevolkerung wird in
der vierten Lebensdekade bei Mannern auf etwa 2% geschétzt, sie erhéht sich bis zum Alter von 60 bis
69 Jahren auf tber 12% (www.zi-dmp.de). In Deutschland sterben pro Jahr rund 180.000 Menschen an
den Folgen eines akuten Herzinfarktes (Oswalt, 2005).

Das Herz ist im Vergleich zu anderen Organen Uberproportional von ischdmischen Prozessen
betroffen, weil der Herzmuskel eine enorme Stoffwechselleistung erbringen muR. Kein anderes Organ
extrahiert so viel Sauerstoff aus dem arteriellen Blut wie der Herzmuskel, circa 60-70%, so dass jede
Steigerung der Herzarbeit nur durch eine Erhéhung des Blutflusses und einer Okonomisierung der
Herzleistung erbracht werden kann (Deussen in Schmidt et al., 2005). Eine Umschaltung der aeroben
Energiebereitstellung auf die anaerobe Glykolyse zur Uberbriickung von Mangelsituationen ist dem
Herzmuskel im Gegensatz zum Skelettmuskel nicht méglich.

Die Vulnerabilitat des Herzens ergibt sich auch aus den anatomischen Gegebenheiten: der koronare
Gefalbaum ist ein auf engsten Raum zusammengedrangtes Blutversorgungssystem mit einer Vielzahl
von Abzweigungen, Biegungen und Gabelungen und entsprechend turbulentem FluR. Hierdurch ist
das koronare GefaRsystem aulerst anfallig flir Obstruktionen. Zudem zweigt der Koronarkreislauf so
dicht am Herzen aus der Aorta ab, dal die druckausgleichende Windkesselfunktion der Aorta noch
nicht greift und die Koronarperfusion tber weite Strecken des Herzzyklus auf einem relativ niedrigen
Druckniveau stattfindet.

Aus dieser einleitenden Sicht auf das Herz ist es geradezu ein Wunder, dal es die im Laufe eines
durchschnittlichen Lebens von ihm abverlangte Leistung von 250 Millionen zu bewegenden Litern

Blut zuverldssig erbringen kann (Renz-Polster et al., 2004).

Die Koronare Herzkrankheit ist ein klinischer Sammelbegriff und umfafit eine Gruppe von klinischen
Erscheinungsbildern mit unterschiedlicher Symptomatik, aber mit der gemeinsamen pathophysio-
logischen Endstrecke der Koronarinsuffizienz. Der Begriff Koronarinsuffizienz bezeichnet die
Unféhigkeit des Blutgefalbaumes am Herzen, der Koronararterien und -venen, den (myo-)kardialen

Sauerstoffbedarf zu decken. Dabei kann die Koronarinsuffizienz durch eine Verminderung des
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Sauerstoffangebotes oder/und durch eine Erhéhung des Sauerstoffbedarfs im Myokard bedingt sein.
Ursache sind atherosklerotische Ablagerungen an den Wanden der Koronargefalie. Je nach Anzahl der
betroffenen Koronargefale wird die KHK als Ein-, Zwei- oder Drei-GeféRerkrankung bezeichnet.
Durch die Verengung des Gefallumens werden der Blutfluss (Perfusion) und das Sauerstoffangebot
verringert. Je weiter proximal die Stenose liegt, desto groRer ist das von einer Sauerstoffunter-
versorgung bedrohte Herzmuskelareal (Hypoxie). Ein erhohter Sauerstoffbedarf des Herzmuskels,
etwa bei erhohter Herzarbeit oder erhéhter ventrikulérer Wandspannung, kann nicht durch vermehrte
Sauerstoff-Ausschdpfung gedeckt werden, sondern nur durch eine Erhéhung der Koronarperfusion bis
maximal auf etwa das Vierfache, weil die Ausschopfung des im Blut transportierten Sauerstoffs
bereits in Ruhe maximal ist. Die dem Herzmuskel zur Verfiigung stehende Koronarreserve® betragt
also etwa 300 bis 400% (Deussen in Schmidt et al., 2005). Eine erschopfte Koronarreserve hat
Konsequenzen auf Okonomie und Vitalitit des Herzens.

Durch das MiBverhéltnis zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf kommt es zu den
klinischen Manifestationen: Angina pectoris, Myokardinfarkt, Herzrhythmusstérungen, Plétzlicher
Herztod, Herzinsuffizienz (Sekundére ischdmische Kardiomyopathie) und auch die asymptomatische,
wstumme* KHK. In der Klinik, insbesondere in der Notfallmedizin verwendet man den Begriff des
Akuten Koronarsyndroms, wenn eine akute Ischdmie des Myokards mit typischer Symptomatik
vorliegt: Thoraxschmerz oder das Gefiihl der Herzenge (Angina pectoris). Die Angina pectoris wird
als dumpf driickendes, einschniirendes oder brennendes retrosternales Schmerzempfinden erlebt, das
in die Schulter-Arm-Region, links mehr als rechts, den Hals, Unterkiefer, Rucken oder Oberbauch
ausstrahlen und mit Luftnot, Ubelkeit und besonders beim Herzinfarkt mit Todesangst und
Vernichtungsgefihl einhergehen kann (Renz-Polster et al., 2004). Tabelle 1.1.1 zeigt die Einteilung
der Angina pectoris nach der Canadian Cardiovascular Society (CCS) Klassifikation (Mitka, 1999).

0 Stumme Ischamie

| Keine Angina pectoris bei normaler korperlicher Belastung,

Angina pectoris bei schwerer korperlicher Belastung

1 Geringe Beeintrachtigung der normalen korperlichen

Aktivitat durch Angina pectoris

111 Erhebliche Beeintrachtigung der normalen korperlichen

Aktivitat durch Angina pectoris

v Angina pectoris bei geringer korperlicher Belastung oder

Ruheangina

Tab. 1.1.1: Einteilung der Angina pectoris nach CCS

Y Koronarreserve = Differenz zwischen Koronarperfusion in Ruhe und maximal moglicher Koronarperfusion.
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1.2 Akutes Koronarsyndrom

Das Akute Koronarsyndrom umfasst drei Entitaten: instabile Angina pectoris, akuter Myokardinfarkt
mit NSTEMI (,,Non ST-segment-elevation myocardial infarction) und STEMI (,,ST-segment-
elevation myocardial infarction) (Herold et al., 2007). Eine tragische Besonderheit ist der Pl6tzliche
Herztod. Akute Koronarsyndrome sind immer als lebensbedrohlicher Verlauf der klinisch manifesten
koronaren Herzkrankheit zu werten.

Als instabile Angina pectoris bezeichnet man jede Angina pectoris, wenn diese neu auftritt (Erst-
angina), eine schon bekannte Angina pectoris sich mit zunehmender Schwere, Dauer und H&ufigkeit
verschlimmert (Crescendo-Angina) oder auch bereits in Ruhe auftritt und/oder vermehrte antiangindse
Therapie notwendig wird (Herold et al., 2007). Im Gegensatz zur stabilen Angina pectoris, welche
zumeist bei gleicher Belastung auftritt und Uber einen langeren Zeitraum eine relative gleichbleibende
Schmerzqualitat aufweist, zeigt eine instabile Angina pectoris eine Progression der (chronischen)
ischamischen koronaren Herzkrankheit an. Tabelle 1.2.1 zeigt die Klassifikation der instabilen Angina
pectoris nach Braunwald (Braunwald, 1989). Es werden noch andere Angina-Formen aufgrund
klinischer Besonderheiten beschrieben: die Variant-Angina (Prinzmetal-Angina) ist eine Sonderform
der instabilen Angina pectoris, bei der es auf dem Boden einer vorbestehenden Koronarsklerose zu
GefalRspasmen kommt und diese zu teilweise langer anhaltenden Ruheschmerzen fuhren. Die Walk-
Through-Angina wird als eine belastungsabhangige Angina beschrieben, bei der die Beschwerden im
Verlauf einer gleichbleibenden Belastung verschwinden. Als Angina decubitus bezeichnet man eine
néchtliche Ruheangina, die aufer durch eine Koronarsklerose auch durch den vermehrten
Blutriickstrom zum Herzen mit dadurch bedingter Vorlasterhohung und Anstieg der ventrikul&ren

Wandspannung verursacht wird (Renz-Polster et al., 2004).

Stadium | Schwere Erstangina, Crescendo-Angina, noch keine Ruheangina
Stadium Il | Ruheangina innerhalb des letzten Monats, alter als 48 h
Stadium 111 | Ruheangina innerhalb der letzten 48 h

A: Sekundare instabile Angina pectoris (extrakardiale Ursachen)

B: Primare instabile Angina pectoris (ohne extrakardiale Ursachen)
C: 2 Wochen nach Infarkt

Tab. 1.2.1: Klassifikation der instabilen Angina pectoris (nach Braunwald)

Fir den Umgang mit Akuten Koronarsyndromen sind elektrokardiographische und laborchemische
Veranderungen wegweisend. Eine instabile Angina pectoris ist ein rein klinisches Phdnomen und zeigt
keine Ischdmiezeichen im Ruhe-EKG und keinen Antieg der sogenannten Herzmarker Troponin,
Myoglobin, CK und CK-MB. Typischerweise sind die Beschwerden bei Anwendung von Nitraten

(z.B. Nitroglyzerin sublingual) rasch reversibel. Kommt es zu einem Anstieg des myokardspezifischen
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Troponins Uber den oberen Grenzwert eines Beobachtungsbereiches von 14 — 50 ng/dl, jedoch ohne
elektrokardiographische Verdnderungen, so liegt ein NSTEMI oder Non-Q-Wave-Infarkt vor. Bei
einem NSTEMI ist das Infarktareal zumeist auf den subendokardialen Bereich begrenzt. Der STEMI
imponiert durch ST-Hebungen im EKG sowie dem laborchemischen Nachweis einer
Myokardverletzung bzw. von absterbendem, infarziertem Myokardgewebe (Nekrose) mit Anstieg von
CK (Kreatinkinase), CK-MB (myokardspezifische Isoform der Kreatinkinase) und Troponin | und T.
Die ST-Hebungen und tiefen Q-Zacken widerspiegeln die Stérung in der elektrischen
Erregungsausbreitung und -riickbildung im betroffenen Herzmuskelareal und sind insbesondere bei
einem transmuralen, mehr als 50% der myokardialen Wanddicke durchgreifenden Infarkt ausgeprégt.

Akute Koronarsyndrome sind nicht nur Folge eines Ungleichgewichtes in der Sauerstoffbilanz wegen
der Perfusionsverminderung infolge einer atherosklerotisch bedingten Stenose, sondern auch aufgrund
eines akuten Koronarverschlusses durch einen Thrombus. Untersuchungen an Koronararterien von
letalen Herzinfarkten zeigen die Bildung eines Thrombus, und zwar vorzugsweise an der Stelle einer
rupturierten Plaque (Cheng et al.,, 2006). Die histologische Beschaffenheit und Stabilitat einer
atherosklerotischen Plaque entscheidet offensichtlich Uber den Verlauf einer KHK. Eine instabile
Plaque neigt im Gegensatz zur stabilen Plaque zur Ruptur. Eine rupturierte Plaque blutet ein
(Hamorrhagie), und freiwerdendes Fett beglinstigt die Blutgerinnung. Etwa 70% der Félle des
Plotzlichen Herztodes finden in dieser raschen Thrombusbildung Uber einer bis dahin durchaus
asymptomatisch gebliebenen oder nicht stenosierenden, aber nun rupturierten Plaque ihre Erklarung
(Falk et al., 1995). Bei 62% der Ménner und 45% der Frauen wird die KHK erst durch einen
Herzinfarkt entdeckt (Schneider et al., 2005). Dies ist von der (blichen langjahrigen und
pectangindsen Pathogenese der KHK zu unterscheiden und zeigt den potentiell unvorsehbar
gefahrlichen Verlauf der KHK auf.

In der Akutphase eines schweren Herzinfarktes oder als Spatfolge der chronischen Myokardischdmie
kann eine Herzinsuffizienz entstehen. Als Herzinsuffizienz bezeichnet man die Unféahigkeit des
Herzens, trotz eines ausreichenden vendsen Blutangebots und ausreichender Flllungsdriicke ein fur
den Bedarf des Organismus ausreichenden Herzzeitvolumens zu férdern und den vendsen Rickstrom
aufzunehmen (Renz-Polster et al., 2004). Die Reduktion der Pumpleistung des Herzens (ventrikuldre
Dysfunktion) macht sich klinisch vor allem durch Dyspnoe, periphere Odeme und eine verminderte

allgemeine korperliche Leistungsfahigkeit bemerkbar.

1.3 Risikofaktoren der Koronaren Herzkrankheit

Eine Reihe von Risikofaktoren begiinstigt das Auftreten atherosklerotisch bedingter Erkrankungen. Zu
den unbeeinflussbaren Risikofaktoren gehdren das Geschlecht und das Alter bei entsprechend

gestiegener Lebenserwartung, besonders in der industrialisierten Welt. Eine gewisse Prédisposition in
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Bezug auf die KHK ist langst bekannt, zum Beispiel bei positiver Anamnese von KHK oder
Herzinfarkt in der Familie. Eine entscheidendere Rolle spielen die ,,klassischen* und beeinflussbaren
Risikofaktoren Adipositas, Hypercholesterindmie, Arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus,
Bewegungsmangel, Nikotinabusus sowie psychosoziale Faktoren (Stress, Typ-A-Personlichkeit)
(Renz-Polster et al., 2004). Lusis et al. (1998) betont, daR sich diese Risikofaktoren nicht bloss additiv,
sondern Uberproportional verstarken. Er zeigte dies am Beispiel des Bluthochdrucks, dessen Effekte
auf die KHK sich verstérken, wenn gleichzeitig ein erhohter Cholesterinspiegel im Serum vorliegt.

Aber auch chronisch entziindliche oder psychische Erkrankungen beeinflussen die Pravalenz und
Inzidenz kardiovaskuldrer Krankheiten. So weisen Eichler et al. (2008) auf die Komorditit von
Depression und KHK hin und benennen Depression als psychischen Risikofaktor, der in der
priméararztlichen Praxis vernachlassigt werde. Ein derzeit noch diskutiertes Beispiel flr die Relevanz
von chronischen Entziindungen fiir das kardiovaskulére Risiko ist die Chronische Parodontitis, die von
Kocher (1999) als ein unabhéngiger Risikofaktor fir KHK und Apoplexie genannt wird. Auch
Umweltfaktoren, z.B. infektiose Agenzien, finden als Risikofaktoren zunehmende Beachtung. Als
Beispiel sei die von Laufs et al. (2005) zitierte Untersuchung aufgefiihrt, wonach ,,epidemiologische
Daten Ubereinstimmend eine signifikante, konsistente und zeitliche Korrelation der Virusgrippe mit
kardiovaskul&ren und zerebrovaskuldren Ereignissen belegen. Vinereanu (2006) benennt tber 300
Risikofaktoren der Atherosklerose, die weltweit in den verschiedenen Léndern und Populationen
unterschiedliches Gewicht haben. Tabelle 1.3.1 gibt einen Uberblick tiber die in der westlichen Welt

wichtigsten Risikofaktoren der atherosklerotisch bedingten KHK.

Unbeeinflussbare Risikofaktoren Beeinflussbare Risikofaktoren
Alter / gestiegene Lebenserwartung Acrterielle Hypertonie
Geschlecht Hypercholesterindmie
Pradisposition, positive Familienanamnese Nikotinabusus
Angeborene Fettstoffwechselstérungen Bewegungsmangel
Hormonelle Faktoren Diabetes mellitus

Adipositas

Psychosoziale Faktoren, z.B. Stress

Umweltfaktoren, z.B. infektiose Agenzien

Tab. 1.3.1: Risikofaktoren der Koronaren Herzkrankheit (Renz-Polster et al., 2004)

1.4. Therapie der Koronaren Herzkrankheit

Die Therapie der KHK umfasst ein Paket an kausalen und symptomatischen MaRRnahmen. Kausale
Massnahmen sind das Ausschalten von Risikofaktoren vor Auftreten einer GeféRerkrankung

(Primérpravention) beziehungsweise die Verhinderung der weiteren Progression einer bereits
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bestehenden GefaRerkrankung (Sekundarprévention). Eine symptomatische Therapie umfasst
medikamentdse Optionen sowie invasive und chirurgische Techniken zur Revaskularisation, zum
Beispiel Katheterverfahren oder die herzchirurgische Bypass-Operation am offenen Herzen (Herold et
al., 2007).

1.4.1 Praventive MalRnahmen

Der Identifikation und Behandlung von Risikofaktoren der Atherosklerose kommt besonders im
primararztlichen Bereich ein grofles Gewicht zu. Die Auswahl der prdaventiven Massnahmen ist
vielfaltig und erfolgt entsprechend einer Risikostratifizierung je nach Gesamtrisiko. Im Wesentlichen
bedeutet Pravention der KHK neben Aufklarung und Motivation des Patienten zur Anderung des
Lebens- und Ernahrungsstils auch die medikamenttse Therapie von Begleiterkrankungen, die das
Auftreten einer KHK begiinstigen. Tabelle 1.4.1 zeigt einen Uberblick zur Therapie der

Risikofaktoren.

Lebensstilanderung Therapie von Begleiterkrankungen mit

kardio-vaskularem Risikopotential

Gewichtsreduktion Therapie der Arteriellen Hypertonie

Nikotinabstinenz (reduziert kardiovaskuléres Therapie der Hypercholesterindmie
Risiko um bis zu 50%)

Erndhrung: bevorzugt ,,mediterran‘ Therapie des Diabetes mellitus
StreBvermeidung, Entspannungsibungen Therapie der Andmie und des Eisenmangels
Moderates korperliches Training: bevorzugt Therapie der respiratorischen Insuffizienz
Ausdauersportarten

Tab. 1.4.1: Uberblick zur Therapie der Risikofaktoren in der Pravention der KHK (Renz-
Polster et al., 2004)

1.4.2 Pharmakotherapeutische Malinahmen

Die Pharmakotherapie der KHK verfolgt drei Ziele. Diese sind die Verbesserung der myokardialen
Sauerstoffversorgung, die Verminderung des myokardialen Sauerstoffbedarfs und die Verminderung
des Risikos eines thrombotischen Koronarverschlusses. Zur Verbesserung der Sauerstoffversorgung
im Herzmuskel werden Medikamente eingesetzt, die den GefaRtonus in den Koronargefassen senken,
die Dauer der Diastole verldangern und die Vorlast des Herzens (enddiastolischer Druck) senken. Die
Drosselung des Sauerstoffverbrauchs wird durch Senkung der Herzfrequenz, der Kontraktilitat des
Herzmuskels und des Blutdrucks (Nachlast) erreicht. Hierzu werden Betablocker, Nitrate und
langwirksame Calciumantagonisten eingesetzt. Als antihypertensive Therapie werden ACE-Hemmer
und alternativ AT;-Blocker gegeben. Im akuten Anfall einer Angina pectoris werden Nitratpraparate,

z.B. Nitroglyzerin sublingual, als antiangindse Therapie zur Vor- und Nachlastsenkung verwendet.
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Um die Entstehung von koronaren Thromben zu verhindern, kommen Acetylsalicylsdure oder
Clopidogrel zur Hemmung der Thrombozytenaggregation zum Einsatz. Als weitere
pharmakotherapeutische Sdule in der Therapie der KHK hat sich die Beeinflussung des Lipidprofils
mit lipidsenkenden Medikamenten etabliert. Die LIPID- und CARE-Studie haben ein glnstiges
prognostisches wie therapeutisches Outcome fir die HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (Statine = CSE-
Hemmer) gezeigt. Inzwischen sind die Statine, auch wegen ihrer pleiotropen Effekte zum
Endothelschutz, unverzichtbarer Bestandteil in der Sekundarprophylaxe der KHK.

Folgende medikamenttse Therapie der KHK wird empfohlen (www.versorgungsleitlinien.de):
1. Basistherapie zur Sekundéar- und Tertidrprophylaxe

o Acetylsalicylsdure (ASS) oder Clopidogrel/Prasugrel

e ACE-Hemmer (alternativ AT;-Blocker)

o HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (Statine)

e Betablocker bei Zustand nach Herzinfarkt
2. Antiangindse Therapie

¢ Nitrate (alternativ Molsidomin)

o Betablocker (bei Kontraindikation alternativ I+-Kanalblocker Ivabradin)

e Calciumantagonisten

1.4.3 Interventionelle und chirurgische MaRnahmen

Revaskularisierende Massnahmen werden nach Durchfihrung einer sorgfaltigen Diagnostik
(Anamnese, klinische  Untersuchung, EKG, Belastungs-EKG, Echokardiographie bzw.
Stressechokardiographie, Myokardszintigraphie) und  Ausschépfung der medikamentdsen
antiangindsen Therapie mit dem Ziel eingesetzt, durch partieller oder kompletter Wiederherstellung
der Koronarperfusion die Angina pectoris-Symptomatik zu verbessern, das Risiko eines
Myokardinfarktes oder Reinfarktes zu senken sowie die Belastbarkeit und Prognose bei KHK zu
verbessern. Als invasive, nicht-operative Methode hat sich das Katheterverfahren der perkutanen
transluminaren koronaren Angioplastie (PTCA) etabliert. Diese Methode wird meist als Kombination
einer Ballondilatation mit nachfolgender Stentimplantation durchgefiihrt, nachdem ein Fiihrungsdraht
nach Punktion der Arteria femoralis oder Arteria brachialis in die Koronararterien vorgebracht wurde.
Durch Entfalten des Ballons an der Engstelle wird diese aufgedehnt. Das atherosklerotische
Wandmaterial wird teilweise durch Flissigkeitsabpressung im Volumen reduziert und in die
Gefésswand gepresst. Durch die Einlage eines Stents soll die Gefalwand abgestiitzt und damit der
Erfolg der Aufdehnung gesichert werden. Daruiberhinaus werden die FlieReigenschaften durch den
glattwandigen Stent verbessert. Der Einsatz eines Stents ist auflerdem indiziert bei akutem
Gefalkverschlul® oder Gefallwanddissektion wahrend der PTCA, bei Hochrisikolasionen, chronischen

GeféRverschlussen oder in Bypass-Grafts. Eine besondere prognostische Rolle spielt dabei die
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Restenose, also die Entwicklung eines Rezidivs im dilatierten und mit einem Stent versorgten Bereich
(Sekundarstenose). Restenosen entstehen durch ,elastic recoil®, das Zusammenziehen der
teilelastischen, unvollstdndig gedehnten GefaBwand sowie durch die berschielende Bildung einer
Neointima (Hartmann, 2006). Durch Verwendung eines medikamentenfreisetzenden Stents (,,Drug-
eluting Stent”, DES) kann die Bildung der Neointima gebremst werden. Je nach Stenosetyp liegt die
Erfolgsrate der PTCA zwischen 60 und 95%. Die Restenoserate betrdgt nach Ballondilatation ca. 40%,
nach Stentimplantation ca. 30%, nach DES < 10% (Hartmann, 2006). Bei einigen DES konnte sogar
eine Reduktion der Rate perkutaner Revaskularisationen ermittelt werden (Gorenoi et al., 2005).
Dilatationen werden seit 1964 beschrieben. Seitdem erlebt die Kathetertechnik eine stetige
Weiterentwicklung. Bei speziellen Indikationen kénnen auch ,,Drug-eluting Ballons®, die Re-Stent-
Implantation bei In-Stent-Stenosen, die Rotationsangioplastie (Rotablation) bei stark verkalkten
Stenosen oder die direktionale koronare Atherektomie (DCA) bei ostialen Stenosen verwendet werden
(Dahm et al., 2006; Hartmann, 2006).

In der PTCA werden nicht nur Stenosen therapiert; besonders in der notfallméRig durchgefiihrten
PTCA bei Akuten Koronarsyndromen kommt es nach fehlgeschlagener pharmakologischer und
thrombolytischer Therapie auf die mechanische Reperfusion und die intrakoronare Auflésung von
thrombotischen Verschliissen im Zielgefal (,target vessel®) an, indem ein Plasminogen-Aktivator an
den Ort des GefdBverschlusses gebracht wird (,,Rescue-PTCA*) (Rutsch, 1992). Diese Verfahren
werden in spezialisierten kardiologischen Zentren mit einem Herzkatheterlabor in 24-Stunden-
Bereitschaft vorgehalten, welche im Rahmen des Notarzt- und Rettungdienstes und gemal den
Leitlinien der Europaischen Gesellschaft fiir Kardiologie ESC® (Van de Werf et al., 2008) gezielt
angefahren werden sollten.

Voraussetzung fiir eine PTCA ist die Erstellung eines vollstandigen Koronarbefundes im Rahmen
einer Koronarangiographie, der rontgenologischen Kontrastmitteldarstellung aller KoronargeféRe. Die
Koronarangiographie gilt derzeit als Goldstandard in der Diagnostik der KHK und folgt im Anschluf}
an die oben genannten nicht-invasiven diagnostischen MalRnahmen. Vorteil der Koronarangiographie
ist, daR bei hdmodynamisch relevanten Stenosen in gleicher Sitzung eine PTCA angeschlossen werden
kann. Sie kann aber auch die Indikation fir eine chirurgische Revaskularisationsmafihahme stellen.
Spezielle technische und methodische Weiterentwicklungen in der Koronarangioplastie ermdglichen
auch ein interventionelles VVorgehen bei Restenosen mit exzessiver Gewebehyperplasie und diffusen
In-Stent-Stenosen mit dem Ziel, das Therapieergebnis effektiv und langerfristig zu sichern, ohne
dadurch das Risiko einer hoéheren Komplikationsrate eingehen zu miissen. So kann man durch die
Anwendung von Excimer-Laser vor dem Einsatz der PTCA das Ablationsareal bzw. die Stenose
verkleinern (,,debulking“) und einen zusétzlichen Lumengewinn erzielen, so daR letztlich in der PTCA
weniger Inflationsdruck fir den Ballon aufgewendet werden mu3 (Dahm et al., 2000; Dahm et al.,
2002). Zusétzlich helfen effektive Techniken, die Dosis der Roéntgenstrahlung und damit die

Strahlenbelastung fur den Patienten wéhrend der Koronarangiographie zu reduzieren (Kuon et al.,



9 Einleitung

2003; Kuon et al., 2005). Problematisch bleibt das haufige Auftreten von GefaRdissektionen nach der
Intervention mit daraus folgenden sekundéren GeféaRverschlissen. Deshalb ist eine Risikoabschatzung
vor der PTCA, vor allem in der Koronarangiographie, unabdingbar (Ellis et al., 1988).

Operative Koronarrevaskularisationen erfolgen nicht als direkte Wiedererdffnung des betroffenen
Gefalles, sondern als Anbringung einer arteriellen Umgehung der verschlossenen Herzkranzarterie
(Coronary artery bypass graft). Hierzu wird korpereigenes Venenmaterial verwendet und ein
Anschlu8 von der Aorta zur betroffenen Koronararterie hergestellt, sofern sie noch anschluf3fahig ist
(Aortocoronarer Venenbypass). Eine Variante ist der (L)IMA-Bypass, wonach die Arteria mammaria,
von der Arteria subclavia kommend, distal gekappt und an das Koronargefal? angeschlossen wird.
Operative Bypass-Verfahren sind indiziert bei signifikanten Hauptstammstenosen der linken
Koronararterie, symptomatischen Mehr-Gefaerkrankungen (Zwei- bis Drei-GefaB-KHK) mit
komplexen, hochgradigen Stenosen, stammnahen Stenosen von RIVA und RCX oder mit Beteiligung
des proximalen RIVA. Neben dem klassischen Operationsverfahren mit Sternotomie und Stillegung
des Herzens unter Verwendung der Herz-Lungen-Maschine (Kardioplegie) gibt es auch minimal
invasive Verfahren unter Verzicht der Sternotomie, z.B. MIDCAB (minimally invasive direct
coronary artery bypass). Achtzig Prozent der Patienten sind postoperativ beschwerdefrei, die 10-
Jahresiberlebensrate betrdgt ca. 80% (Herold et al., 2007).

1.5 Atherosklerose

1.5.1 Definition

In der Literatur ist die Arteriosklerose ein Sammelbegriff fir degenerative Veranderungen der
Arterienwand. lhre wichtigste Manifestationsform ist die Atherosklerose (Renz-Polster et al., 2004).
Obwohl die Begriffe Arteriosklerose und Atherosklerose bei vielen Autoren als Synonyme verwendet
werden, wird in der vorliegenden Arbeit der Genauigkeit wegen der der Atherosklerose verwendet.
Nach der WHO st die Atherosklerose definiert als eine variable Kombination von Verdnderungen der
Tunica intima der Arterien, bestehend aus herdférmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen
Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, verbunden mit
Verénderungen der Tunica media (Buhling in Biihling et al., 1995). Die Atherogenese, der Prozess der
Entstehung atherosklerotischer VVerénderungen, ist ein komplexer, teilweise reversibler proliferativer
Prozess von Zellen in der GefélRwand, deren Pathogenese noch nicht bis ins Detail geklart ist.
Wichtigstes Kennzeichen bei der Atherosklerose ist die Herausbildung eines Atheroms mit
einhergehendem Elastizitatsverlust, Wandverhartungen und Lumenverengung. VVon der Atherosklerose
abzugrenzen sind altersbedingte Arterienverdnderungen oder die bei Diabetes mellitus vorkommende

verkalkende Modnckeberg-Mediasklerose (Renz-Polster et al., 2004).
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Von der Atherosklerose sind vor allem die Aorta, die groBen stammnahen Leitarterien und die
WiderstandsgefaRe betroffen. Die Aorta ist meist zuerst geschadigt, am schwersten sind es die
Abschnitte im abdominellen Bereich. Sekundéar folgen Gefédlabgdnge und Aufzweigungen in
KoronargeféaRen, Becken- und Extremitéatenarterien sowie zerebralen Arterien. Demzufolge sind neben
der Koronaren Herzkrankheit und dem Herzinfarkt auch andere Folgen der Atherosklerose bekannt:
die periphere arterielle VerschluBkrankheit (paVK) mit ischdmischen und im Spatstadium nekrotisch-
gangranosen Veranderungen an den unteren Extremitéaten, Schlaganfall und Durchblutungsstérungen
des Gehirns durch Stenosen der extra- und intrakraniellen Geféalie, Darminfarkte und Darmileus durch
Verschliisse der Mesenterialgefdle und Verdnderungen an der Retina des Auges mit ihren
Folgeerscheinungen.

In einer anderen Definition wird Atherosklerose als entziindliche Erkrankung angesehen. Demnach
beinhalten atherosklerotische La&sionen eine Reihe hochspezifischer zelluldrer und molekularer
Reaktionen, die zu rheologischen und ischamischen Verdnderungen (und letztlich zum Infarkt) an

Herz, Gehirn und Extremitaten fuhren (Scherbaum et al. in Siegenthaler et al., 2006).
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Abb. 1.5.1: Normaler Aufbau der Gefalwand (aus Lusis, 2000)

1.5.2 Stadieneinteilung

Nach der American Heart Association (AHA) wird die Atherosklerose in acht Stadien eingeteilt,
welche die zeitliche Progredienz aufzeigen. Stary beschreibt sechs Stadien und definiert das AHA-
Stadium VII als Stadium Vb und AHA-Stadium VIII als Stadium Vc (Stary et al., 1994). Die
Einteilung in Stadien beriicksichtigt histologische Gesichtspunkte, wobei die Ubergénge flieRend sind.
Die friihen Phasen der Atherosklerose (Phasen | und II) sind in der Regel charakteristisch und
einheitlich, der weitere Prozess kann jedoch in variablen morphogenetischen Sequenzen weiterlaufen
und in die verschiedenen Plaquetypen mit ihren jeweils eigenen klinischen Syndromen minden (Stary
et al., 1995). Tabelle 1.5.1 zeigt die Stadien der Atherosklerose mit ihren morphologischen
Merkmalen. In Abbildung 1.5.2 sind diese Stadien schematisch aufgezeigt.
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Stadium Bezeichnung/Plaque-Typ Zusammensetzung

I Initiale L&sion Intimale Lipoproteine und vermehrte
Makrophagen

I ,Fatty streak™ Typ | + Makrophagenakkumulation /
Intrazelluldre Lipide

I Préatherom Typ Il + extrazellulédre Lipidpools

v Atherom Typ 11 + konfluierende extrazellulére

Lipidpools (Atheromkern) + strukturelle
Intimaschaden

V Fibroatherom Typ IV + fibrése Kappe + Nekrosen

Vi Thrombohdmorrhagische Lasion (Typ V) + thrombotisches Material und/
oder Einblutung und/oder Erosion oder
Fissur

VII Kalzifizierte Lasion Jede fortgeschrittene Léasion, die
vorwiegend aus kalzifizierten Arealen
besteht

VIlI Fibrotische Lasion Jede fortgeschrittene L&sion, die

vorwiegend aus Kollagen besteht

Tab. 1.5.1: Ubersicht tiber die verschiedenen Plaque-Typen nach Definition der American Heart
Association (AHA) (Stary et al., 1995)

||| \" ¢ Int. Verd.

Endothel

® (T-) Lymphozyt
@ Monozyt / Makrophage

g Schaumzelle (Makrophage)

e Glatte Muskelzelle

Thrombus / Einblutung

Matrix
“ Nekrose / Kalzifikstion

Abb. 1.5.2: Schematische Darstellung histologischer Charakteristika der verschiedenen
Plaquetypen. Die rémischen Zahlen beziehen sich auf die Einteilung der Plaquetypen nach
American Heart Association (AHA). (aus Brasen, 1997; Int.Verd. = Intima-Verdickung)
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1.5.3 Hamodynamische Aspekte der Atherosklerose

Durch die Atherosklerose entstehen in den KoronargefaBen morphologische Gebilde, die
Koronarstenosen. Das Mal3 der Einschrankung der Koronarperfusion durch eine Koronarstenose hangt
ab vom Grad der Verminderung des GeféRquerschnitts, der L&nge der Stenose, der Anzahl und
Komplexitdt der Stenosen, der Lokalisation der Stenosen, der Morphologie der Plaques an der
Gefallwand (konzentrische oder exzentrische Plaque), dem Ausmal} einer zusatzlichen
Thrombusbildung und dem Vorliegen von Gefélispasmen (Krakau, Lapp [Hrsg.], 2005) (Tabelle
1.5.2).

Stenosegrad

Stenoseldange

Anzahl/Komplexitat der Stenosen

Lokalisation der Stenosen

Morphologie: exzentrisch, konzentrisch

GeféBRspasmen

Thrombusbildung

Tab. 1.5.2: Faktoren zur Beurteilung der Koronarperfusion
(Krakau, I./Lapp, H. [Hrsg.], 2005)

Von groRer diagnostischer und therapeutischer Bedeutung ist das Ausmal der Einschrankung des
GefaBRquerschnitts, der Stenosegrad. Die Angaben von Stenosegraden erfolgt in Prozent, anhand derer
die hdmodynamischen Folgen der Stenosen abgeschéatzt werden kénnen. Ab einer Stenose mit einer
Verminderung des Durchmessers von > 50% resultiert eine regionale Perfusionsstdrung, bei > 70%
kommt es kompensatorisch zu einer maximalen Dilatation der myokardialen Gefalle. Ab einer
Lumeneinengung von > 80% beginnt die Einschrankung der Ruheperfusion (,,kritische Stenose®).

In der Koronarangiographie wird der Schweregrad einer Stenose nach der Formel berechnet (Hess,
Simon [Hrsg.], 2000):

% Stenose = ( 1 — Durchmesser Stenose / Durchmesser Referenzgefall) x 100

Auch die Stenoseldnge beeinflult die Koronarperfusion nachhaltig, da der GefaRwiderstand
proportional zur Lénge der Stenose steigt. Tabelle 1.5.3 zeigt Gbersichtlich die Zuordnung der
Stenosegrade zum Querschnitt und Langsdurchmesser der Stenose und die dazugehérige Beschreibung
der Stenose.

Konzentrische Plaquebildungen, die die gesamte Zirkumferenz eines Gefalles umfassen, fixieren die
Stenose wie eine steife Manschette. Tonusschwankungen der glatten Muskulatur in der Gefalwand
kénnen keine Anderungen des GefaRdurchmessers verursachen. Dies filhrt zum klinischen Bild der
stabilen Angina pectoris. Bei einer exzentrischen Plaqueanordnung mit teilweiser Aussparung der

GeféaRzirkumferenz kdnnen vasoaktive Reize noch zu Verénderungen des GefaRdurchmessers durch
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Stenose
Grad Beschreibung
Langsdurchmesser Querschnitt
0 < 2504 < 44% K_onturunregelmaﬁlgkelten,
diffuse Koronarsklerose
geringgradige oder
I 25 - 50% 45 - 75% .
5-50% >~ 5% unterkritische Stenose
I 50 - 75% 75 - 94% mittelgradige Stenose

hochgradige oder kritische

1l 75-90% und >90% 94 - 99% und > 99%
Stenose

v 100% kompletter Verschluss

Tab. 1.5.3: Einteilung der Stenosen (Krakau, 1./Lapp, H. [Hrsg.], 2005)

Vasodilatation oder Vasokonstriktion an der stenosefreien GefaBwand fiihren. Das Verhalten dieser
Koronarstenose ist dynamisch, klinisch zeigt sich das entsprechend anhand einer variablen
Belastungsintoleranz (Hartmann, 2006). Atherosklerotische Plagques entstehen wvorzugsweise an
pradisponierten Stellen: an GefalRabzweigungen und Bifurkationen der grof’en und mittleren Arterien
und an Stellen mit verstarkter H&modynamik und Scherspannung (Davies et al., 2001).
Thrombusbedingte GefaRokklusionen entstehen nicht nur an hochgradigen Stenosen, sondern auch an

primér nicht-stenosierenden Plaques.

1.5.4 Atherogenese

Nach wie vor sind die Bedingungen und Entstehungsmechanismen der Atherosklerose noch nicht
vOllig verstanden. Prazisere, friihzeitige und mdglichst nicht-invasive Diagnostik und Therapie hdngen
vom besseren Verstdndnis der pathophysiologischen und biochemischen Zusammenhédnge in der
Entstehung von atherosklerotischen Plaques ab.

Ein wesentliches Moment in der Atherosklerose stellt die Dys- bzw. Hypercholesterindmie dar. Eine
Einteilung der Lipoproteine erfolgt in Abhédngigkeit von deren Dichte in VLDL (,,Very low density
lipoproteine®), IDL (,,Intermediate density lipoproteine*), LDL (,,Low density lipoproteine®) und HDL
(,,High density lipoproteine*) (Wieland et al., 1994). Von atherogenetischem Wert sind ein erhdhtes
LDL und/oder ein erniedrigtes HDL, das hei3t ein MiRverhaltnis zugunsten des LDL. Die Funktion
des LDL besteht im Transport von Cholesterin in die Peripherie. Die Aufnahme von Cholesterin aus
LDL in das Gewebe erfolgt natiirlicherweise passiv durch extrazelluldre Junktionen und aktiv Uber
LDL-Rezeptoren an der Oberflache der Tunica intima des Gefalendothels und wird durch die Leber

(hepatischer LDL-Rezeptorweg) geregelt (Goldstein et al., 1997). Die Akkumulation von LDL im
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subendothelialen Raum nimmt bei einem erhéhten LDL-Spiegel im Blut zu (Lusis, 2000). HDL
hingegen transportiert Cholesterin aus der Peripherie zurlick zur Leber und hat daneben auch anti-
oxidative Eigenschaften (Shih et al., 2000).

In der frihen Atherogenese spielen vielféltige Ereignisse und Prozesse ein Rolle: endotheliale
Dysfunktionen, Schéadigungen am Endothel durch Scherkréfte des Blutflusses, die endotheliale
Aktivierung durch proinflammatorische Zellen wie Monozyten und deren Zytokine, Chemotaxis von
Makrophagen und Schaumzellformationen, lokale Adhérenz von Thrombozyten, Akkumulation und
Aggregation von Lipoproteinen und deren oxidative Modifikation durch Oxidanzien bzw. durch
oxidativen Stress, und Verénderungen und Reduktion der glatten Muskelzellen.

Einige Untersuchungen, so bei Stary (1994), Wissler (1994) oder Simionescu (1993), gehen davon
aus, daB nicht einmal mehr initiale Endothelverletzungen das Schlusselereignis der friihen
Atherogenese sind, sondern die subendotheliale Akkumulation von Lipiden und ihre oxidative
Modifikation bei intaktem Endothel. Demzufolge relativieren Williams et al. (1995) die sogenannte
“Response-to-Injury“-Hypothese, also die Atherogenese als eine Antwort des Endothels auf Endothel-
schéden (,,Injuries®). Sie schlagen stattdessen die “Response-to-Retention“-Hypothese vor: die
Atherogenese als Antwort auf eine Akkumulation von Lipiden im subendothelialen Raum, wobei eine
primare Endothelschadigung nicht zwingend notwendig sei. Ferner weisen sie auf altere
Untersuchungen hin, die zeigen, dall in atherosklerotischen Lé&sionen ein intaktes Endothel sogar
Voraussetzung ist fur Initiation und Entwicklung von Plaques, welche bei Endothelverletzungen so
nicht entstehen wiirden (Minick et al., 1977; Davies et al., 1992). Nicht die gestérte Permeabilitat des
Endothels, sondern schon die Aufnahmerate von LDL in normales Endothel kann die endotheliale
LDL-Akkumulation massiv ausweiten (Carew et al., 1984). Dabei ist es unerheblich, ob es sich um
vorgeschadigtes oder resistentes Endothel handelt (Schwenke et al., 1989; Schwenke et al. 11, 1989).
Die Oxidation von Lipiden und Lipoproteinen durch oxidative Noxen, freie Radikale und bereits
oxidiertes LDL oder durch den Mangel an antioxidativen Substanzen wie vaskulédres
Stickstoffmonoxid (NO), NO-produzierende Enzyme, HDL oder Vitamin E, wird von Williams et al.
(1995) als zweites Schlusselmoment in der Atherogenese benannt. Diese oxidativen Prozesse
(oxidativer Stress) finden vor allem im abgeschlossenen Raum, im ,,Mikrokosmos* der Arterienwand
statt (Chisolm, 1991; Witztum et al., 1991). Die Brisanz der Lipidoxidation liegt in ihren
weitreichenden Folgen fir das Endothel und den subendothelialen Raum: wéhrend natives,
unverdndertes LDL (nLDL) nicht von Makrophagen aufgenommen und daher keine
Schaumzellformation bewirkt (Lusis, 2000), wird oxidiertes LDL (oxLDL) von Makrophagen
phagozytiert, welche wiederum durch ihre Zytokine weitere Monozyten und Makrophagen anlocken.
Die oxidative Modifikation von nLDL mul3 im extrazellularen, subendothelialen Raum erfolgen
(Lusis, 2000), denn oxLDL ist ein Chemoattraktant fir Makrophagen. Die Phagozytose fuhrt zur
intrazelluléren Lipidansammlung, zur Verfettung der Makrophagen (,.fatty streak™). Es entstehen

Schaumzellen (Parthasarathy et al., 1998; Zingg et al., 2000; Hanson, 2005), die spater in die
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Apoptose Ubergehen und absterben (Kellner-Weibel et al., 1998; Tabas et al., 1996). Das dabei frei
werdende Fett, nun extrazelluldr, und das sich ansammelnde nekrotische Material akkumulieren zu
Lipid-Cores, die unter einer fibrosen Kappe aus Endothel und Bindegewebe liegen. Diese
Fettansammlungen (Fettstriemen) und Nekrosen kdnnen in das GefaBlumen hineinwachsen und es
stenosieren. Die fibrose Kappe (,,fibrous cap“) wird durch aus der Arterienwand einsprossende glatte
Muskelzellen verstérkt, die sich teilweise in Fibrozyten umwandeln und dann unelastisches,
kollagenes Bindegewebe produzieren. Durch Einwanderung und Prasenz von Makrophagen und deren
sezernierten Produkten wie Proteinasen kommt es aber auch zu Remodeling, Degradation und
Ulzeration der fibrosen Kappe, was sie wiederum destabilisiert. Lusis (2000) bezeichnet die Plaque als
,vulnerable Plaque*, wenn lokale Entziindungsvorginge und eine diinne fibrése Kappe das Risiko der
Ruptur steigern (Vulnerabilitat). Im weiteren Verlauf der Atherogenese konnen die Nekrosen
kalzifizieren, so daR aus der Plaque ein hartes, verkalktes, irreversibles Hindernis im Gefalumen
entsteht. Reisst die fibrose Kappe im Rahmen einer Plaqueruptur, kommt es zu Einblutungen und zur
Freilegung von freiem Fett. Der Kontakt von Blut mit Fett initiiert die Blutgerinnung und es entstehen

Thromben an der Ruptur, die das Gefal vollends verschlieen kénnen.

OxLDL wird nicht von LDL-Rezeptoren gebunden. Es gibt eine Reihe anderer Rezeptoren fuir oxLDL.
Neben verschiedenen Scavenger-Rezeptoren, die vor allem auf Makrophagen vorkommen und keinen
negativen Feedback-Mechanismen unterliegen (Diaz et al., 1997; Suzuki et al., 1997), gibt es den
,Lectin-like oxidized Low-Density” Rezeptor 1 (LOX-1). LOX-1 kommt auf Makrophagen und
Endothelzellen vor. OXLDL ist der Hauptligand von LOX-1.

OxLDL bewirkt seinerseits die Expression von LOX-1, sodass die Aufnahmerate und Akkumulation
von oxLDL quasi durch oxLDL selbst gesteigert wird. Hier konnte eine Erkl&rung dafir liegen, dass
fur den Prozel? der Atherogenese nicht unbedingt eine Endothelsch&digung vorliegen muf. Die
subendothelialen Prozesse um das oxLDL mit der sukzessiven Oxidation von Molekiilen und der
Expression von LOX-1 ermdglichen es, auch bei intaktem Endothel die LDL-Aufnahme und LDL-
Oxidation massiv zu steigern und die Atherogenese zu beschleunigen (Schwenke et al., 1989).
Abbildung 1.5.3 zeigt einen schematischen Uberblick iber die Atherogenese und die Rolle von
LOX-1 innerhalb der Atherogenese.
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Abb. 1.5.3: Schematischer Uberblick tiber die vaskulare LDL- und oxLDL-Akkumulation (aus
Dunn et al., 2008)
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2 Allgemeine Grundlagen

2.1 ldentitat und Funktion von LOX-1

2.1.1 LOX-1 als membranarer Rezeptor

LOX-1 ist ein Membran-Glykoprotein vom Typ II, Mitglied der ,,Lectin-like*-Familie vom C-Typ und
ein Scavenger-Rezeptor der Klasse E (Sawamura et al., 1997; Moriwaki et al., 1998). Das Gen fiir
LOX-1 wurde von Sawamura et al. 1997 zuerst aus kultivierten Endothelzellen der Aorta vom Rind
identifiziert (Sawamura et al., 1997). LOX-1 kommt vor allem in blutgefal3reichen Organen (Plazenta,
Lunge, Niere) und in atherosklerotischen Plaques vor. Im gesunden unveranderten Endothel kommt
LOX-1 nur im niedrigen Level vor (Dunn et al., 2008). Auch an Makrophagen, Schaumzellen und
vaskuldren glatten Muskelzellen innerhalb der Plaques und auf Thrombozyten findet sich LOX-1
(Mehta et al., 2006). Als ein Scavenger-Rezeptor bindet und internalisiert es seinen Hauptliganden,
oxidiertes Low-Density-Lipoprotein (oxLDL) nach intrazellular. LOX-1 ist nicht G-Protein-gekoppelt
und besitzt weder definierte Kinase- oder Cyclase-Doménen noch Motive zur Serin-, Threonin- oder
Tyrosin-Autophosphorylisation (Nagase et al., 1998). Nach der endolysosomalen Internalisierung
werden die Proteinbestandteile der Liganden proteolytisch verarbeitet, wahrend die Lipide und
Fettsauren in den zytoplasmatischen Raum entlassen werden, wo sie der weiteren Verstoffwechselung
zur Verfligung stehen oder in verschiedene Speicherformen umgebaut werden.

Im Unterschied zum LDL-Rezeptor bindet LOX-1 kein normales LDL (nLDL), sondern nur oxidativ
modifiziertes LDL (Nakata et al., 1999; Moriwaki et al., 1998). Sind LDL-Partikel einmal oxidiert,
werden sie nicht mehr vom LDL-Rezeptor erkannt (Nakata et al., 1999). Auf der Zelloberflache von
Endothelzellen und Makrophagen gibt es neben LOX-1 noch andere Rezeptoren, die oxLDL
aufnehmen, zum Beispiel die Scavenger-Rezeptoren der Klasse A Typ | und Il (SR-A | und 1), der
Klasse B (SR-B), CD 36, das auch ein SR-B ist, Macrosialin (CD 68), MARCO (Macrophage
Receptor with collagenous Structure) und das membranverankerte T-Zell-Chemokin SR-PSOX
(Scavenger Receptor for Phosphatidylserin and oxidized Lipoprotein).

Die Lektin-ahnliche Struktur kennzeichnet die Funktion von LOX-1 als Fress-Rezeptor. Lektine? sind
aus Pflanzen und Tieren isolierte (Glyko-)Proteine, die spezifisch mit bestimmten Kohlenhydrat-
strukturen (Glykoproteine, Polysaccharide) reagieren, sie binden und quervernetzen. Dadurch kénnen
Polysaccharide, bakterielle Lipopolysaccharide, glykosylierte Blutbestandteile, die auch als AGE
bezeichnet werden (,,Advanced Glycation End Products®, besonders bei diabetischer Stoffwechsel-
lage) und beta-Amyloid gebunden werden. Dartiber hinaus sorgt LOX-1 fiir die Clearance von alten
Erythrozyten, aktivierten Thrombozyten, Bakterien (Shimaoka et al., 2001; Becker et al., 2001),
Monozyten (Hayashida et al., 2002) und apoptotischen Zellen (Oka et al., 1998).

2 Tat.: legere ,,wahlen®, ,,nechmen*



Allgemeine Grundlagen 18

Er fordert die Migration und Differenzierung von Leukozyten (Honjo et al., 2003). Acetyliertes LDL
(acLDL) und Phospholipide werden von LOX-1 kaum gebunden, vielmehr von SR-A und SR-B
(Moriwaki et al., 1998). LOX-1 bindet wie SR-A am oxidierten Apolipoprotein B-100, also am
Proteinmotiv des Low-Density Lipoproteins (Moriwaki et al., 1998), wahrend CD 36 nur an
Lipidanteilen von oxLDL zu binden scheint (Mehta et al., 2002). Die Lectin-like Struktur der
extrazellularen Erkennungsdomane von LOX-1 laRt hohe Ahnlichkeit von LOX-1 mit natirlichen
Killerzellenrezeptoren (NK-R) erkennen. NK-R sind in die Ziel-Zell-Erkennung und die Aktivierung
von Nattrlichen Killerzellen involviert (Mehta et al., 2006). Die Identifizierung von ORL1 als LOX-1-
kodierendes Gen innerhalb des Natirlichen Killerzellen-Gen-Komplexes wirft die Frage auf, ob und
inwieweit LOX-1 eine Rolle in der unspezifischen Immunabwehr besitzt. LOX-1 wird zur Lektin-
Familie vom C-Typ gerechnet, der auch die Selektine angehdren. Selektine sind Zelloberflachen-
proteine, die der Zell-Zell-Erkennung dienen, beispielsweise im Rahmen der Adhédsion von
Leukozyten an Endothelzellen wéhrend ihrer Migration aus der Blutbahn, oder auch der Zell-Matrix-
Adhasion (Sawamura et al., 1997).

Das humane LOX-1 besteht aus vier funktionalen Abschnitten: einer N-terminalen zytoplasmatischen
Domane, einer hydrophobischen Transmembran-Doméne, einem kurzen Halsteil (,,Neck Domain®)
und der extrazellularen Erkennungsdomane (,,Carbohydrate Recognition Domain“, CRD) oder C-type
Lectin-like Doméne (Shi et al., 2001; Mehta et al., 2006). Insgesamt umfasst es 273 Aminosauren mit
einem Molekulargewicht von etwa 47 kDa.

Die C-terminalen Aminosduren sind fir die Bindungsaktivitat der extrazellularen Erkennungsdoméne
maligeblich: ein Verlust der Aminoséuren 268 bis 273 veréndert die Ligand-Bindungs-Aktivitét nicht,
wobei bei einem Verlust von Leu-266 die Bindungsaktivitat bereits eingeschrankt ist. Geht hingegen
Asn-265 verloren, so ist auch die Bindungsaktivitat vollig aufgehoben. Ein Vergleich der Peptidketten
von LOX-1 verschiedener Spezies (Rind, Schwein, Mensch, Ratte, Maus) zeigt, dass die Positionen
260 bis 265 in der Aminoséurenbesetzung tbereinstimmen, also hochkonserviert sind. Dies bedeutet,
dass die C-terminale L&nge der CRD bis zur Position 265 fiir die Bindungsfahigkeit essentiell, bis zur
Position 267 ausreichend ist (Chen et al., 2001).

Die C-terminale C-type Lectin-like Domdne prasentiert sich dreidimensional als herzférmiges
Homodimer mit einem Tunnel im Zentrum des Molekils. Sechs Cysteine innerhalb der
Polypeptidkette eines Monomers bilden drei stabilisierende Disulfidbriicken aus. Ein Cystein in
Position 140 bildet einen Zusammenhalt zum N-Terminus der jeweils anderen Monomerkette, so dass
letztlich das Dimer mit einem Freiraum oder Tunnel zwischen den beiden Monomeren entsteht (Park
et al., 2005). Der Tunnel ist wesentlich fiir die Funktion von CRD als Erkennungsdoméne, da er apolar
(hydrophobisch) ist. Er ist weit genug, so dass Cholesterolmolekiile, Fettsdureketten oder apolare
Peptidseitenketten darin Platz finden. Wenn ungesattigte Fettsduren von Phospholipiden oder

Cholesterolmolekiilen im LDL-Paket der Peroxidation unterliegen, so bilden sie mit Lysinseitenketten
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von Apo B-100 lipophile ,,Core-Aldehyds* aus, die von LOX-1 erkannt werden. Abbildung 2.1.1 zeigt
die kristalline Struktur des LOX-1-Proteins.

Tunnel with

L8
© C243-C256 bound dioxane

C144-C155

Abb. 2.1.1: Kristalline Struktur des LOX-1-Proteins (aus Park et al., 2005)

2.1.2 OLR1 und seine Regulation

Humanes LOX-1 wird von OLR1 kodiert, einem Einzelkopiegen, das in der Region p12.3 bis p13.2
des kurzen Armes von Chromosom 12 liegt. Es umfasst Uber 7.000 bp (Basenpaare) und hat 6 Exons,
die von 5 Introns unterbrochen werden. Exon 1 codiert die cytoplasmatische Doméne, Exon 2 einen
Rest der cytoplasmatischen Doméane und die Transmembran-Doméne und Exon 3 verschlisselt die
genetische Information fur die Neck Domain. Exon 4 bis 6 codieren fir die extrazelluldre
Erkennungsdoméne am C-Terminus, wobei allein Exon 6 mit 1.722 bp das grote Exon ist (Mehta et
al., 2006). In der Promotorregion (circa 2.500 bp) von OLR1 befinden sich stromaufwarts der
Transkriptionsinitiationsstelle neben TATA- und CAAT-Boxen eine Reihe von Bindungsstellen fur
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Transkriptionsfaktoren, darunter oxLDL-abhangige (Oct-1) (Chen et al., 2006; Thum et al., 2008) und
Angiotensin-11-abhéngige (NF-.B) Transkriptionsfaktoren (Mehta et al., 2006; Ayoma et al., 1999).

1.203 (kb)
gene 4.9 | 4.0 | 2.6 1) 2.8 ] 3 1 4.1
I HH

\
coNa T R e

protein -

repeat] repeatl repeat3 C- type lectm—hke
LI j

cytosolic TM extracellular

Abb. 2.1.2: Genomische Organisation des LOX-1-Gens und seines Genprodukts (aus Ando et al.,
2004)

I1 3|3 6|1 143 273
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Mo, | : 3
Cytoplasmic TMD Neck C-type lectin domain
domain
C-type lectin-like
domain
Neck
Membrane bilayer ™

Cytoplasmic domain

Abb. 2.1.3: LOX-1 als Transmembranprotein: links als Dimer, rechts als Tetramer (aus Dunn
et al., 2008)

Fir die Funktion von LOX-1 ist die posttranslationelle Modifikation wesentlich. LOX-1 wird als
Vorlauferprotein mit einem Molekulargewicht von etwa 40 kDa synthetisiert. An der extrazellularen
Erkennungsdoméne werden an Stickstoffmolekilen innerhalb der Polypeptidkette komplexe,
mannosehaltige Kohlenhydrate angehangt (N-linked Glycosylation). Nach weiteren Glykosylierungen
und Prozessierungen entsteht das reife Protein mit etwa 47 kDa (Kataoka et al., 2000).
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Urspriinglich wurde LOX-1 als Rezeptor fiir oxidiertes LDL identifiziert. OxLDL bewirkt die
Genaktivierung von OLR1 und eine dosisabhangige Expression von LOX-1. Inzwischen wurden
etliche Stoffe und Faktoren beschrieben, die die Expression von LOX-1 an der Zelloberflache von
Endothelzellen in vivo oder in vitro begunstigen. Davon wurden viele in Tiermodellen gefunden und

uberprift. Tabelle 2.1.1 zeigt die in Studien nachgewiesenen Faktoren, die die Genaktivierung von

OLR1 und die Expression von LOX-1 in humanen Zellen induzieren bzw. inhibieren kdnnen.

Induzierende Faktoren —in vivo

Pathologische Bedingungen als proathero-

genetische Stimuli

Atherosklerose (Kataoka et al., 1999), Diabetes
mellitus (Renier et al., 2007), Hyperlipidamie
(Pucetti et al., 2005), Hypertonie (Keidar et al.,
1994; Kita, 1999) Ubergewicht (Brinkley et al.,
2008), chronische Entziindungen (Kakinuma et
al., 2004)

Induzierende Faktoren — in vitro

Inflammatorische Zytokine

TNF-a, IL-1a, IL-1f (Hofnagel et al., 2004)
CRP (Li et al., 2004)

Oxidativer Stress

NO-Defizit (Smirnova et al., 2004), oxLDL
(Kataoka et al., 1999), freie reaktive Radikale
(Cominacini et al., 2001)

Physikalische Beanspruchung

., Fluid sheer stress“ (Murase et al, 1998)

Biologische Faktoren

Viren (z.B. HCMV, HSV I) (Chirathaworn et al.,
2004) und Bakterien (Chlamydia pneumoniae,
Helicobacter pylori) (Yoshida et al., 2006)

Korpereigene und pharmakologisch wirksame

Substanzen

Glukose und Glykierte Substanzen (= “AGE”)
(Li et al., 2003; Jono et al., 2002), Angiotensin 11
(Lietal., 1999), Endothelin-1 (Morawietz et al.,
2001), ADMA (Smirnova et al., 2004),
Doxyzyklin (Fujita et al., 2009)

Inhibitorische Faktoren

Pharmakologisch wirksame Substanzen

ACE-Inhibitoren (Morawietz et al., 1999),
Aspirin (Mehta et al., 2004), Statine (Li et al.,
2002; Bruni et al., 2005), PPARy-Agonisten, z.B.
Pioglitazon (Mehta et al., 2003)

Physikalische Beanspruchung

Laminare Schubspannung (Durrschmidt, 2003)

Tab. 2.1.1: Induzierende und inhibitorische Faktoren (kursiv) fur die LOX-1-Expression
(modifiziert nach Mehta et al., 2006; modifiziert nach Chen et al., 2007)
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2.2 Oxidativer Stress

2.2.1 OxLDL

Oxidativer Stress ist ein Zustand im Organismus oder in einer Zelle, wenn das Gleichgewicht
zwischen der Produktion oxidativ wirksamer Substanzen und dem antioxidativen Abwehrsystem
zugunsten der Oxidation gestort wird (Sies, 1991). Da durch metabolische Prozesse oder verschiedene
Zellaktivitaten sogenannte freie Radikale, also Atome oder Molekiile mit einem oder mehreren
ungepaarten Elektronen entstehen, ist oxidativer Stress unvermeidlich (Halliwell et al., 1994). Als
»reaktive Sauerstoffspezies™ (,reactive oxygen species”, ROS) bezeichnet man Sauerstoffradikale,
z.B. Superoxidanionen, oder reaktive Nicht-Radikale, z.B. Wasserstoffperoxid, die die Fahigkeit zum
Elektronentransfer auf Biomolekiile (Oxidation) besitzen und damit als Veruracher von oxidativen
Schéden an Proteinen, Lipiden und DNA gelten (Halliwell, 1995). Das dem Organismus inhdrente
antioxidative Abwehrsystem verfligt (iber enzymatische und nicht-enzymatische Schutzmechanismen,
um die zellschadigenden Wirkungen der freien Radikale weitgehend einzudammen oder zu verzdgern
(Halliwell, 1995). Zu den wichtigsten Enzymen gehoren redoxsensitive Enzyme, die iberwiegend an
den Orten des Stoffwechsels vorkommen, z.B. Mitochondrien oder Membranen. Zu erwahnen sind
Superoxid-Dismutasen  (SOD), Glutathion-Peroxidasen und Katalasen. Nicht-enzymatische
Antioxidantien sind Vitamine, korpereigene Molekiile, z.B. Bilirubin oder Harnsdure, und
Biomolekiile, die Eisen- oder Kupferionen enthalten, z.B. Ferritin und Caeruloplasmin. Etliche
Antioxidantien kann der Korper nicht selbst herstellen und miissen als Vitamine mit der Nahrung
zugefiihrt werden, zum Beispiel o-Tocopherole (Vitamin E), Carotinoide, Flavonoide oder
Ascorbinsdure (Vitamin C) (Halliwell, 1996). Geringgradiger oxidativer Stress kann von den
Korperzellen toleriert werden und wird mit einer Synthesesteigerung des antioxidativen Systems
beantwortet. Bei massiven Einwirkungen durch ROS kommt es zu Verdnderungen im
Zellmetabolismus, zu Stérungen an den Membrantransportsystemen, zu Strangbriichen in der DNA

und zur Lipidperoxidation. Als deren Folge tritt Zelltod ein (Schwarzer, 2004; Halliwell, 1995).

Im Rahmen der Atherosklerose ist besonders die Lipidperoxidation das kritische Moment. Die
oxidative Modifikation von LDL und anderen Stoffen im Blut kann durch verschiedene Zusténde
provoziert werden: Hypertension, Diabetes mellitus (Verstarkung der AGE- und
Sorbitolstoffwechselwege), Hypercholesterindmie (erhéhtes LDL-Angebot), Tumorerkrankungen,
chronische Entziindungsvorginge und Nikotinabusus, aber auch durch hohe kdrperliche Belastungen
wie Verletzungen und Schock oder durch Extremsport und verminderte Regeneration Dbei
Schlafmangel und Mangelerndhrung (Halliwell et al., 1994).

Bereits im Blut oxidiertes LDL kann von vaskuléren Endothelzellen via LOX-1 und anderen oxLDL-
sensitiven Rezeptoren aufgenommen werden. Die Anfélligkeit von LDL gegen Oxidation nimmt aber

vor allem erst nach Eintritt in die Arterienwand zu (Steinberg, 1997; @sterud et al., 2003).
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Hierbei scheint der Redoxstatus in den Endothelzellen und im subendothelialen Gewebe entscheidend
zu sein. Der Redoxstatus einer Endothelzelle wird von oxidierenden Enzymen wie NAD(P)H-
Oxidasen, Xanthin-Oxidasen, Lipoxygenasen, CYP-Monooxygenasen und auch Mitochondrien
bestimmt, die im oxidativen Stress vermehrt aktiv sind (Triggle et al., 2003). Aber auch die
Inaktivierung von anderen am zelluldren Redoxstatus beteiligten Enzymen, z.B. Superoxid-
Dismutasen und NO-Synthasen, spielt hinein. Eine erhebliche Bedeutung kommt der Présenz von
Entziindungszellen, zum Beispiel Gewebemakrophagen zu. Leukozyten und Makrophagen sind zur
Produktion von hochoxidativen Molekiilen wie Wasserstoffperoxid oder radikalen Hydroxidionen
fahig, die fiir deren Funktion als Abwehr- und Fresszellen essentiell sind. Als weitere Faktoren
kommen fir den intrazelluldren Redoxstatus neben den Antioxidantien, Enzymen und
Entziindungszellen auch bereits oxidiertes LDL bzw. reaktive Sauerstoffspezies (ROS, z.B.
Lipidperoxide) oder reaktive Stickstoffspezies (RNS, z.B. Peroxynitrite) hinzu.

Bei der Entstehung von oxLDL werden mehrfach ungeséttigte Fettsduren in den LDL-Partikeln
oxidativ in Lipidhydroxyperoxide umgewandelt. AnschlieBend erfolgt die Dissoziation von reaktiven
Aldehyden, welche sich kovalent am Apolipoprotein B100 des LDL-Partikels unter Ausbildung von
sogenannten Schiff-Basen binden. Diese Schiff-Basen erfolgen vor allem an e-Aminogruppen von
exponierten Lysinseitenketten der Peptidkette des Apolipoproteins B100 (Palinski et al., 1989).
Dadurch kommt es zur Verschiebung der Ladung des Molekiils: es wird negativer geladen, wodurch
es fur Scavenger-Rezeptoren und die positiv geladene Lektin-like Doméne von LOX-1 erkennbar wird
(Chen et al., 2001).

Durch die intrazellulare Akkumulation von oxLDL entsteht ein oxidatives Milieu, wodurch weitere

Enzymensysteme beeinfluft und die Expression verschiedener Genprodukte getriggert werden.

2.2.2. NAD(P)H-Oxidase

Es ist nicht vollstandig geklart, ob eine Oxidation von intrazellul&ren Substanzen durch den direkten
Kontakt mit oxLDL erfolgt, da sich oxLDL als duRerst reaktiv herausstellen muRte. Vielmehr zieht die
Bindung und Aufnahme von oxLDL durch LOX-1 verschiedene intrazelluldre Effekte nach sich, unter
anderem die Expression redoxsensitiver Enzyme, die dann ROS innerhalb der Zelle produzieren.
OxLDL bewirkt die Bildung von NAD(P)H-Oxidase (ber Mitogen-Activated-Phosphorylisation-
Kinasen (MAP-Kinasen). NAD(P)H-Oxidase verwandelt elementaren Sauerstoff zu Superoxidionen,
indem es NAD(P)H zu NAD(P)+ oxidiert. NAD(P)H dient hier als Elektronendonator, und kann dann
fiir weitere Elektronen- und Protonen-Ubertragungen im Metabolismus der Zelle zur Verfiigung
stehen (Griendling et al., 2000). Die Superoxidionen werden durch Superoxid-Dismutasen, Katalasen
oder Glutathion-Reduktasen entscharft. Werden die Kapazitdten dieser antioxidativen Enzyme
Uberschritten, so verursachen die Superoxidionen die Oxidation von Substanzen und Strukturen, zum
Beispiel von NO zu Peroxynitrit, von ungesattigten Fettsduren in den Zellmembranen oder LDL-

Partikeln zu ,,Lipid-Peroxidation-Products* (LPP), aber auch die Generierung von Wasserstoffperoxid.
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Diese Verhaltnisse werden als ,,oxidativer Stress“ bezeichnet, ein wichtiges pathophysiologisches
Moment in der endothelialen Dysfunktion und Atherogenese.

NAD(P)H-Oxidasen sind in neutrophilen Granulozyten physiologisch. In der Arterienwand werden sie
in Endothelzellen, aber vor allem auch in Makrophagen und vaskuldren glatten Muskelzellen durch
oxXLDL induziert (Rueckschloss et al., 2001). Vermutlich wird natives LDL (nLDL), das bei
Hypercholesterindmie reichlich im Angebot ist, erst innerhalb der Arterienwand zu oxidiertem LDL
modifiziert. Die dadurch bedingte Uberexpression des oxLDL-Rezeptors LOX-1 erhéht wiederum die
Aufnahmerate von oxLDL und die Rate der ROS-Bildung via oxLDL und NAD(P)H-Oxidasen.
Oxidativer Stress ist ein sich selbst verstdrkender Zustand, wenn die antioxidativen
Schutzmechanismen erschopft sind. So ist LOX-1 in eine synergistische Interaktion zwischen Antwort

auf oxidativen Stress und Induktion von oxidativen Stress involviert (Sakurai et al., 2003).

2.2.3 Endotheliale NO-Synthase (eNOS)

OXxLDL stort die Phosporylierung und Aktivierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) (Li et al.,
2001). Dariiberhinaus wird ein wichtiger Kofaktor der eNOS, Tetrahydrobiopterin (BH,), oxidiert, was
keine Einschrankung der Expression, aber der Funktion von eNOS nach sich zieht (Triggle et al.,
2003). Unter suboptimaler Konzentration von BH, produziert die sogenannte entkoppelte eNOS
beides: sowohl NO als auch Superoxidionen (Tiefenbacher, 2001). Zur Produktion von NO benétigt
die eNOS neben BH, noch andere essentielle Kofaktoren, zum Beispiel Calmodulin, Flavin-
Mononucleotide und NAD(P)H (Fleming et al., 2003). In der LOX-1-vermittelten Uberexpression von
NAD(P)H-Oxidasen kann es zur verstarkten Kompetition zwischen NAD(P)H-Oxidasen und eNOS
um das gemeinsam Addukt NAD(P)H kommen. Wird NAD(P)H vermehrt durch NAD(P)H-Oxidasen
verbraucht, so folgt eine Inaktivierung der eNOS wegen NAD(P)H-Mangel als essentiellen Kofaktor.
Hier ist ein Beispiel fur die ungunstigen Wechselwirkungen zwischen den Enzymsystemen im

Rahmen des oxidativen Stress” zu beobachten.

2.2.4 Superoxid-Dismutase (SOD)

Das Enzym Superoxid-Dismutase (SOD) wird in der GefdBwand von glatten Muskelzellen und
Fibroblasten gebildet und nach extrazellular sezerniert. Extrazelluldre Superoxid-Dismutase (EC-
SOD) kann dann vom Endothel Gibernommen und gebunden werden. Fukai et al. (2000) zeigten, daf}
Stickstoffmonoxid (NO) die Expression von SOD stimuliert. Bei oxidativen Stress mit NO-Verbrauch
wird weniger SOD exprimiert.

Die Superoxid-Dismutase wandelt zwei Superoxidmolekiile durch Disproportionierung in Sauerstoff
und Wasserstoffperoxid um. Wasserstoffperoxid selbst ist oxidativ weniger aggressiv (Brandt in
Loffler et al., 2003). Bemerkenswerterweise wird die SOD ihrerseits durch ihre eigenen Addukte, die
Superoxide, entschéarft, wenn der NO-Level durch die Superoxide zurlickgeht.

Sowohl die LOX-1- als auch die SOD-Expression werden tiber NO geregelt. Vermindertes NO steigert
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die LOX-1-Expression, vermindert aber die SOD-Expression. Dartberhinaus nimmt die
Bindungskapazitit des Endothels fir EC-SOD bei vermindertem NO ab. Dies flhrt zu einer weiteren
Schwéchung des Endothels bei oxidativem Stress und damit zu einer Verstarkung der endothelialen
Dysfunktion (Smirnova et al., 2004; Kamezaki et al., 2009).

2.3 Endotheliale Dysfunktion

2.3.1 Funktionen des Endothels
Das Endothel ist der zentrale Modulator vaskuldrer Funktionen. Die vaskuldren Funktionen umfassen
vier grol3e Bereiche (Busse in Schmidt et al., 2005; Masaki, 2003):

e die endothelvermittelte Modulation des Gefalitonus (Vasodilatation — Vasokonstriktion)

e Hamostase und Fibrinolyse (thrombotisch — antithrombotisch)

o GefaRproliferation und Angiogenese (proliferativ — antiproliferativ)

e die Vermittlung von Entziindungen (normal permeabel/antiadhasiv — gesteigert permeabel/

adhasiv)

Die optimale und den Anforderungen gerechte Gestaltung dieser vier groRen Funktionsbereiche des
Endothels wird als vaskuldre Homgostase bezeichnet (Busse in Schmidt et al., 2005; Verma et al.,
2002). An der Aufrechterhaltung der vaskuldren Homoostase arbeiten viele, synergistisch wie
antagonistisch wirkende und sich dadurch gegenseitig ergdnzende endotheliale Faktoren mit, die
autokrin und parakrin vom Endothel gebildet und freigesetzt werden (Verma et al., 2002). Abbildung
2.3.1 veranschaulicht den balancierten physiologischen Zustand des Endothels, der fur die vaskulére
Homdoostase erforderlich ist (Schwarzacher, 2002).

* Adhasiv
* Prothrombotisch
* Proliferativ
» Gest. Permeabilitat
» Vasokonstriktorisch

» Antiadhasiv
 Antithrombotisch

* Antiproliferativ
+ Normale Permeabilitat
« Vasodilatierend

Abb. 2.3.1: Physiologischer Zustand des Endothels (aus Schwarzacher, 2002)
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In Bezug auf die Atherosklerose hat das gesunde Endothel antiatherosklerotische Eigenschaften
(Triggle et al., 2003). Kardiovaskuldre Risikofaktoren (Bluthochdruck, Fettstoffwechselstorungen,
Diabetes mellitus, Rauchen), manifeste kardiovaskuldre Erkrankungen (Herzinsuffizienz,
Myokardischdmie) und Entziindungsvorgénge aktivieren das Endothel und verschieben das Gewicht
seiner funktionellen Eigenschaften auf die proatherosklerotische Seite. Es kommt zur endothelialen
Dysfunktion (Verma et al., 2002).

Das Endothel ist in der Lage, einen basalen GefaRtonus zur Regulation des Blutstromes bereitzustellen
und aufrechtzuerhalten. Hierfur ist eine ausgewogene Balance vasokonstriktiver und vasodilatativer
Faktoren erforderlich. Das Endothel moduliert diese Balance entsprechend den mechanischen,
chemischen und nervalen Reizen. Mechanisch bedingte Reize (Dehnung), Gewebemetabolite,
Hormone und andere vasoaktive Substanzen spielen eine Rolle. Auf lokaler Ebene sind es vor allem
Stoffwechselprodukte (Gewebemetabolite) und eine Reihe von vasoaktiven Autakoiden. Auf der
vasokonstriktiven Seite sind Endothelin-1, Angiotensin Il und Urotensin 1l die wichtigsten Vertreter.
Vasodilatatorisch wirken Prostazyklin, Bradykinin, Endothelium-derived Hyperpolarizing Factor
(EDHF) und Stickstoffmonoxid (NO). Die Bioverfligbarkeit von NO st fiir die Problematik der
endothelialen Dysfunktion bedeutend (Moncada, 1993), ein Mangel an biologisch verfligbarem NO
gilt als frihes, klinisch fassbares Korrelat der Atherosklerose (Busse in Schmidt et al., 2005).

Ein wesentlicher Beitrag zur Regulation von Blutgerinnung (Hdmostase) und Fibrinolyse wird durch
das Endothel geleistet. Verschiedene Aktivatoren und Inhibitoren fiir etliche Schliisselenzyme der
Blutgerinnung und Fibrinolyse stammen aus dem Endothel. Im Rahmen der Atherosklerose ist die
Neigung zur Thrombusbildung durch endotheliale Dysfunktion erhoht. Vermehrte Expression
verschiedener endothelialer Rezeptoren, zum Beispiel LOX-1, steigert die Bindung aktivierter
Thrombozyten. Vermindertes NO als Hemmer der Thrombozytenaggregation, verénderte
Schubspannung und die Présenz von Entziindungszellen mit ihren Signalmolekilen erhthen die
Neigung zur Blutgerinnung. Lumenverengungen, durch Endothelzell-Apoptosen erodierte
Gefallwénde und Plaque-Rupturen bieten einen idealen Ankerplatz fiir Thrombosierungen.

Eine andere im Zusammenhang mit der Atherogenese und Atherosklerose relevante Funktion des
Endothels ist die Vermittlung von Entziindungsvorgéngen. Das Endothel ist die Eintrittspforte fur
Leukozyten aus der Blutbahn und stellt die Mechanismen fiir Adhé&sion, transendotheliale Migration
und Homing der Entzindungszellen bereit. Darlberhinaus produziert es Zytokine, die
Entziindungszellen anlocken, das subendotheliale Gewebe beeinflussen und die Permeabilitdt des
Endothels erhdhen.

Der ,,Zustand“ des Endotheliums ist also an der Balance zwischen den verschiedenen gefalwirksamen,
sich gegenseitig ergdnzenden Faktoren abzulesen. Dieser Balance liegt eine entsprechende Expression
funktioneller Proteine zugrunde. Eine Verschiebung des Profils der Genexpression entspricht einer
,»Aktivierung des Endothels“. Es erfolgt eine Veranderung des aktiven, eufunktionalen Zustandes des

Endothels hin zum ,aktivierten”, dysfunktionalen Zustand: von der antithrombotischen zur
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prothrombotischen Seite, von der antiinflammatorischen zur proinflammatorischen, von der
vasorelaxierenden zur vasokonstriktiven, von der antiatherosklerotischen zur proatherosklerotischen
Seite (Masaki, 2003). Abbildung 2.3.2 zeigt schematisch die proatherogenetische Funktion des
Endothels im Rahmen der endothelialen Dysfunktion (Mehta et al., 2002).
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Abb. 2.3.2: Endothelzelle und Faktoren der endothelialen Dysfunktion (aus Mehta et al., 2002)

2.3.2 NO als Vasoprotektor

NO bewirkt viele protektive Effekte im GefalRsystem. NO fordert die Relaxation glatter Muskelzellen
und somit die Dilatation der Gefalle. Es hemmt die Adhdsion und Aggregation von Thrombozyten an
der GefalRwand und somit die Thromboseneigung. In den Endothelzellen unterbindet es die Expression
von Adhésionsmolekiilen fiir Leukozyten und verhindert die Adhésion von Monozyten (De Caterina et
al., 1995). NO hemmt die Freisetzung von Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF, TGFp, Thromboxan A,
u.a.) sowie die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-.B (Busse in Schmidt et al., 2005).

NO entfaltet seine protektiven Eigenschaften auch in der Rolle als Antioxidans, indem es die
Oxidation von LDL und anderer Molekiile verhindert, da es schnell mit Superoxidionen und anderen
reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) zu Peroxynitriten reagiert. Die Problematik um die Oxidation von
Molekiilen ist dadurch aber noch nicht entscharft, da Peroxynitrite zur Gruppe der reaktiven
Stickstoffspezies (,,reactive nitrogen-species”, RNS) gehéren und selbst potente Oxidantien sind
(Wink et al., 1998; Leeuwenburgh et al., 1997). Andere Autoren vermuten auch eine von oxLDL
vermittelte Unterdriickung der Expression der endothelialen NO-Synthase (eNOS), so dass zusétzlich
die intrazellulare NO-Bildung zurlickgeht (Mehta et al. 2001). OXLDL behindert die Phosphorylation,
also die Aktivierung von Proteinkinase B, und reguliert die Aktivitdt von eNOS herunter (Li et al.,
2001). Auch diese Umstande bedeuten oxidativen Stress. Die Bioverftigbarkeit von NO wird wie in
einer Spirale zunehmend aufgebraucht (Cominacini et al., 2001), denn obwohl es bei NO-Mangel

kompensatorisch zur Induktion von eNOS kommt (Smirnova et al., 2004), bleibt der Nachschub
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von NO wegen der oxLDL-vermittelter Hemmung der eNOS-Expression aus. Hier zeichnet sich die
endotheliale Dysfunktion in der Weise aus, dass dem Endothel nicht nur die F&higkeit zur
Vasodilatation, sondern auch zur antioxidativen Kompensation der oxidativen Substanzen durch NO-
Verbrauch und eNOS-Inaktivitdt verloren geht. Smirnova et al. (2004) weisen nach, dass der
intrazelluldre Mangel an NO oder des NO-Donors N-Hydroxy-L-Arginin eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-.B nach sich zieht mit der Konsequenz, dal die Expression von LOX-1
hochreguliert wird und vermehrt intrazelluldares und subendotheliales oxLDL entstehen kann.
Umgekehrt bewirkt ein hoher NO-Spiegel eine Hemmung der LOX-1-Expression (Smirnova et al.,
2004).

Die relaxierende Wirkung von NO an der glatten GefaBmuskulatur kommt Gber die Aktivierung der
Guanylylzyklase zustande. Der Anstieg des intrazellularen cGMP fiihrt zur Aktivierung von cGMP-
abhadngigen Proteinkinasen, die Uber weitere molekulare Signaliibertragungen eine Absenkung des
intrazelluldren Kalziumspiegels in den glatten Muskelzellen und dadurch deren Relaxation bewirken
(Ignarro, 1991). Eine verminderte NO-Bioverfiigbarkeit geht demnach mit einem verminderten
intrazellularen cGMP-Spiegel einher, darliberhinaus ist sie auch mit einer tbertriebenen Produktion
des Vasokonstriktors Endothelin-1 (ET-1) gekoppelt (Verma et al., 2002). Somit ist Uber die
Beeinflussung der NO-Bioverfugbarkeit eine Verknipfung von endothelialer Dysfunktion, LOX-1-
Expression und Hypertonus gegeben (Verma et al., 2002).

2.3.3 Schubspannung und endotheliale Dysfunktion

Bereits unter Ruhebedingungen kommt es in fast allen GeféaRen zur kontinuierlichen basalen NO-
Freisetzung aus dem Endothel und zur Abschwéchung der sympathisch-adrenerg vermittelten
Vasokonstriktion. Hierfir sind folgende Faktoren verantwortlich: die durch das strdmende Blut an der
luminalen Seite der Endothelzellen erzeugte Wandschubspannung (,,viscous drag®), die durch die
Herzaktion induzierten pulsatorischen Dehnungs- und Entdehnungszyklen, die mechanische
Deformation der GefélRe in der kontrahierenden Skelett- und Herzmuskulatur und die Absenkung des
O,-Partialdrucks (Busse in Schmidt et al., 2005). Die NO-Bildung erfolgt hier durch eine
mechanosensitive Signalkaskade, deren letztes Glied wieder die eNOS bzw. die induzierbare NOS
(iNOS) ist.

Veranderte und erhohte Schubspannung (,,shear stress®), wie sie bei turbulentem BlutfluR bei
Bluthochdruck, an Lumenverengungen, Thromben und an Stents auftritt, kann endotheliale
Dysfunktionen nach sich ziehen. So ist auch die Expression von LOX-1 Uber ein shear-stress-
responsive-Element (SSRE) in der Promotorregion von OLR1 mdglich (Nagase et al., 1998; Murase et
al., 1998), wobei der dissoziierte p50/p65-Komplex des Transkriptionsfaktors NF-.B an SSRE bindet.
Die LOX-1-Expression kann dabei auch kalziumabhédngig sein: ,,Stretch-operated“-Kalziumkanale
(SOCC) und andere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren erhohen die intrazelluldre Kalzium-

konzentration (Murase et al., 1998).
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Dariiber hinaus wurden eine Reihe weiterer proatherogenetischer Signalwege identifiziert, die durch
Schubspannung ausgeldst werden konnen: die Expression von Endothelin-1 (Murase et al., 1998),
verschiedener Wachstumsfaktoren wie TGF-f, PDGF (Eichler et al., 2008) und fur Entziindungszellen
relevante Proteine wie MCP-1, ICAM-1 und VCAM-1. Ihnen liegt die Induktion von
Transkriptionsfaktoren wie NF- B, AP-1, Egr-1 (,,early growth response gene product™) und MAPK

zugrunde.

2.3.4 LOX-1 und der NF-.B-Weg
Nach der Bindung von oxLDL an LOX-1 und der Internalisierung von oxLDL wird die Bildung von
ROS und die Aktivierung/Inaktivierung verschiedener Signalkaskaden und Enzyme getriggert, welche
den oxidativen Stress verstdarken. In mehreren Studien wurde gefunden, dass ROS selbst als
intrazellulare Messenger fiir solche nachgeschalteten Signalwege fungieren kdnnen, die in eine NF-B-
Aktivierung miinden (Schreck et al., 1991; Weber et al., 1994). Auch durch den ROS-bedingten NO-
Mangel wird NF-.B aktiviert. NF-B ist ein redoxsensitiver Transkriptionsfaktor, der im Zellkern die
Genexpression fiir Proteine und Enzyme bewirkt, die eine zelluldare Antwort auf die auslosenden
Faktoren darstellen. Durch die Bindung dieses Transkriptionsfaktors an der LOX-1-Promotor-Region
kommt es zu einer Konformationsanderung, was den Promotor aktiviert (Chen et al., 2006).
Die oxLDL- bzw. ROS-bedingte Aktivierung der Gentranskription tber den NF-B-Signalweg hat
diese zelluldaren Antwortwege zur Folge (nach Sakurai et al., 2003):
e Induktion von endothelialer Dysfunktion, Verénderung des zellularen Phéanotyps,
Induktion von Apoptose
o Hochregulation der Expression fir LOX-1 — Verstarkung des oxidativen Stress’
e Hochregulation der Expression von Rezeptoren vasokonstriktiver Molekile, zum Beispiel
ET-1 und Ang Il — erhohter Gefalitonus
e Hochregulation der Expression von Adhdsionsmolekilen (P-Selektin, VCAM-1, ICAM-1)

und Chemokinen (MCP-1) — Leukozytenmigration und Inflammation

2.4. Atherosklerose als Entziindung

Von vielen Autoren wird betont, dass die Atherosklerose durch den Nachweis von Entziindungszellen
im Atherom auch einen inflammatorischen Aspekt hat. Die Atherosklerose muf3 nicht nur als eine
Ansammlung von Fett in der Arterienwand oder als ,,Arterienverkalkung® verstanden werden, sondern
als eine komplexe chronische Entziindung mit diversen Zellaktivitdten und Umbauvorgéngen, deren
Ergebnis eine ,,Sklerosierung der Arterien darstellt.

Ross sieht Ahnlichkeiten hinsichtlich der zellularen Interaktionen in der Atherogenese mit denen von
anderen chronisch entziindlichen, fibroproliferativen Erkrankungen, zum Beispiel der Rheumatoiden

Arthritis, Zirrhose, Lungenfibrose, chronischen Pankreatitis u.a. Anstelle von Parenchym-, Epithel-
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oder Synovialzellen sind bei der Atherosklerose die Endothelzellen betroffen (Response-to-Injury-
Hypothese). Die Immunreaktionen sind ahnlich, Monozyten und Lymphozyten sind immer beteiligt,
Granulozyten nicht. Wie bei allen chronisch entziindlichen Erkrankungen kommt es in der
Atherosklerose zu Reparaturmechanismen (,,Vernarbungen®) wie Fibrosierung, Matrix- und
Kollagenbildung sowie zu Nekrotisierungen und Degradierungen (Ross, 1999).

Umgekehrt wurde in einigen Studien der begunstigende Einflu? des bei Entzindungen und
Infektionen erhdhten zentralen Entziindungsmarkers CRP (C-reaktives Protein) auf die Atherogenese
und die endotheliale Dysfunktion untersucht (Li et al., 2004; Fujita et al., 2009).

2.4.1.Expression von Adhasionsmolekdlen fir Leukozyten und Monozyten

OxLDL aktiviert und unterhalt den proinflammatorischen Prozel? der Einwanderung von Monozyten
und Makrophagen durch Initiation der Bildung von Adhé&sionsmolekiilen an der GefaBwand (Lusis,
2000; @sterud et al., 2003). Uber LOX-1 wird der Transkriptionsfaktors NF-.B aktiviert, der die
endotheliale Expression von Schlisselmolekiilen auf vaskularen Endotheloberflachen steigert:
Intercellular Adhesion-Molecule 1 (ICAM-1), Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1), E-
Selectin und P-Selectin. Diese Molekiile spielen eine wichtige Rolle bei der Anhaftung und
transendothelialen Migration von Leukozyten und wurden in atherosklerotischen Plaques
nachgewiesen (van der Wal et al., 1992). Neben oxLDL bindet LOX-1 auch Lipopolysaccharide (LPS)
und sowohl gramnegative als auch grampositive Bakterien (Shimaoka et al., 2001). Seine Prasenz auf
Makrophagen, den FreRzellen fir Bakterien, deutet darauf hin, daR LOX-1 in Entziindungen und
Abwehrreaktionen involviert sein kann.

Im Experiment konnte eine Reduktion der Leukozytenadh&sion nach Inhibition von LOX-1 durch
einen Antikorper nachgewiesen werden, nachdem Ratten bakterielle Lipopolysaccharide (LPS)
intravenos injiziert wurden, so daR sie einer Endotoxamie ausgesetzt waren. Dies bedeutet, dal LOX-1
im Rekruitment von Leukozyten involviert ist. Zusétzlich waren sowohl die LOX-1-Expression als
auch die MCP-1-Freisetzung bei den Ratten, die mit dem anti-LOX-1-Antikdrper behandelt wurden,
signifikant reduziert. Somit kommt der Inhibition von LOX-1 eine Bedeutung in der Modulation der
Entziindungsreaktion im Rahmen einer Sepsis zu (Landsberger et al., 2010).

Die Aktivierung von LOX-1 zieht auch andere intrazelluldre Signalkaskaden nach sich. So konnen die
proinflammatorischen Faktoren CD40/CD40L vermehrt gebildet werden. CDA40-regulierte
intrazelluldre Signale fuhren zu einer frihen Immunantwort und zur Stimulation der Zytokin- und
Chemokin-Sekretion und via Aktivierung der Proteinkinase Ca zur proinflammatorischen

Genexpression von TNFa, P-Selektin u.a. (Dunn et al., 2008).

2.4.2. Formation von Schaumzellen
OxLDL triggert und steigert seine eigene Aufnahme in Endothelzellen Gber die LOX-1-Expression.

Die Regulation der Expression von LOX-1-Rezeptoren und anderen Scavenger-Rezeptoren fiir oxLDL
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ist zumindest in Makrophagen keinen negativen Feedback-Mechanismen unterworfen, das heif3t der
Auspragungsgrad von LOX-1 ist allein vom Angebot an oxLDL abhéngig. Im Gegensatz zum nativen
LDL (nLDL) resultiert dies in einer massiven Aufnahme von Cholesterol aus oxLDL durch die
Makrophagen (Diaz et al., 1997). Makrophagen behandeln oxLDL wie Fremdkdrper und fressen sich
voll, so dass sie zu verfetteten Schaumzellen differenzieren. Es entsteht eine endotheliale Lipidose
(Smirnova et al., 2004). Spéater unterliegen die Schaumzellen der Apoptose, und die freigewordenen
intrazelluléren Fettropfchen akkumulieren zu einem extrazelluléren Lipidkern, dem Atherom. Das
Atherom wird mit Bindegewebe umhillt und kann kalzifizieren. Es entsteht eine atherosklerotische
Plague. LOX-1 ist maligeblich an der Bildung von Schaumzellen aus Makrophagen beteiligt, was
deren Rolle im Lipidstoffwechsel in der Intima hervorhebt (Cilingiroglu et al., 2005).

2.4.3. Das Atherom

In Abhéngigkeit von der oxLDL-Konzentration werden Makrophagen angelockt (oxLDL als
Chemoattraktant), das Monocyte-chemoattractant-protein-1 (MCP-1) hochreguliert und die
Proliferation von glatten Muskelzellen induziert (Kataoka et al., 2001). Durch Migration und
Proliferation von glatten Muskelzellen kommt es zur Intimaverdickung, die in spateren Stadien
gemeinsam  mit dem  wachsenden  Lipidkern das  GefaBlumen  verengen  kann.
Gewebewachstumsfaktoren bewirken eine Vermehrung des kollagenen Bindegewebes durch
sezernierende glatte Muskelzellen und die Ausbildung einer fibrdosen, mit glatten Muskelzellen
durchsetzten Kappe, die die Plaque zum GefalRlumen abschliefit. Da durch oxLDL aber auch LOX-1-
vermittelte Apoptosen von Endothelzellen und glatten Muskelzellen — insbesonders bei héheren
oxLDL-Konzentrationen — induziert werden und es dadurch zu Defekten in der fibrosen Kappe
kommen kann (Li et al., 1998; Kataoka et al., 2001; Imanishi et al., 2002), entscheidet der Grad der
Fibrosierung Uber die Stabilitat und Rupturanfélligkeit der Plaque. Die Verletzlichkeit der Plague und
die Ausdlnnung der fibrosen Kappe ist neben den Apoptosen vor allem von der Produktion von
Matrix-Metalloproteinasen (MMP) durch Makrophagen und Schaumzellen abhangig, welche das
gebildete kollagene Bindegewebe wieder umbauen oder auflosen. Atherosklerotische Plaques kénnen
mineralisieren und kalzifizieren, wobei der Einbau von Kalziumionen und Hydroxyapatit besonders
mit dem kollagenen Bindegewebe assoziiert ist. Die Stabilitit der Plague wird durch die
Mineralisation gesteigert, allerdings beeintrachtigt dies die Dilatationseigenschaften der betroffenen
Gefale: sie werden zu starren Rohren, die keine GefélRerweiterung mehr zulassen, was besonders in
den herznahen Gefé&Ben und bei kardialer Belastung erforderlich ist. Die Pathogenese zu einer
instabilen, rupturgefahrdeten Plaque mit ihren oben bereits angesprochenen tragischen Folgen ist hier
eine Frage der Balance zwischen fibrosierenden und defibrosierenden, inflammatorischen und
regenerierenden Prozessen innerhalb der atheromattsen Plaque.

Medikamente, die die Formierung von Schaumzellen und/oder das Angebot von LDL und oxLDL

vermindern, zum Beispiel Statine, zeigen einen plaquestabilisierenden Effekt. Statine sind
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kompetetive Hemmer der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoenzymA-Reduktase  (HMG-CoA-
Reduktase), eines Schlisselenzyms in der intrazelluldren Cholesterinbiosynthese. Statine werden bei
Hypercholesterindmie mit dem Ziel einer wirksamen Senkung des Cholesterinspiegels eingesetzt.
Derzeit sind sie die effektivste Medikamentenklasse in Bezug auf die Senkung des
Serumcholesterinspiegels (Maron et al., 2000), die Plasma-LDL-Konzentration kann um bis zu 40%
absinken. Durch die Hemmung der HMG-CoA-Redukase wird die Umwandlung von HMG-
CoenzymA zu Mevalonsdure unterbunden. Die Verfugbarkeit der fur die Cholesterinbiosynthese und
andere  Signalkaskaden benétigten Isoprenoide  Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) und
Farnesylpyrophosphat (FPP) wird vermindert. Da die Zelle nun in ihrer Cholesterinbiosynthese
behindert ist, wird der Mangel an intrazelluldrem Cholesterin durch eine vermehrte Aufnahme von
extrazellularem Cholesterin aus Plasma-LDL ausgeglichen. Es kommt zu einer vor allem in der
Leberzelle vermehrten Expression von LDL-Rezeptoren und zu einer Verbesserung der
Bindungsaktivitdt der LDL-Rezeptoren (Prager 1989, Yasunobu et al., 1997). Der Serum-
cholesterinspiegel sinkt, das LDL-Angebot fur periphere Zellen wie Endothelzellen wird reduziert.
Dariiberhinaus konnte durch die Verminderung des Serumcholesterinspiegels eine signifikante
Reduktion der kardiovaskuldren Mortalitat bei Patienten mit Hypercholesterindmie nachgewiesen
werden (Gould et al., 1998).

Die Plaquestabilisierung im Atherom geht auf die Reduktion des lipidreichen Kerns, die
Verminderung der Entziindungsreaktion, die Zunahme der extrazellularen Matrix sowie der Besserung
der endothelialen Dysfunktion zurlick. Dies kann durch die effiziente Reduktion der
Serumcholesterinspiegel und/oder durch direkte Effekte der HMG-CoA-Reduktase-Hemmer auf
Prozesse in der Gefalwand bedingt sein (Miiller-Wieland, 2005). Da die Inhibierung der HMG-CoA-
Reduktase und die Verminderung des Isoprenoid-Angebots die Expression zahlreicher anderer Gene
beeinflullt und verschiedene andere Signalkaskaden moduliert, kommen den Statinen sogenannte
pleiotrope Effekte zu, die in ihren Auswirkungen weiter erforscht werden mussen und moglicherweise
zu neuen Indikationen fir diese Arzneistoffe flhren konnten (Veillard et al., 2002; Wehling, 2005).

In verschiedenen Ansétzen konnten einige zusétzliche Effekte der Statine gezeigt werden. Bruni et al.
(2005) berichteten uber eine signifikante Reduktion der LOX-1-Expression auf Thrombozyten und der
Thrombozytenaktivitat nach Statintherapie, noch bevor es zu einer signifikanten LDL-Reduktion kam.
In Versuchen mit Médusen wurde zumindest eine Tendenz der Atherome zu einer dickeren fibrdsen
Kappe und zu weniger hdmorrhagischen Einblutungen und Kalzifizierungen gezeigt, wenn die Mause
mit Simvastatin gefiittert wurden. Aufgrund des in ihrer Studie beobachteten unerwarteten Anstiegs
der Serumlipide schluBRfolgerten die Autoren daraus einen lipidunabhéngigen plaquestabilisierenden
Effekt des Statins (Bea et al., 2002). Rosuvastatin konnte die mMRNA-Expression und
Proteinexpression von eNOS in humanen Endothelzellen via HMG-CoA-Reduktase-Hemmung
steigern, so dal} die pharmakologische Modulation der eNOS-Expression und damit der endothelialen

Dysfunktion ein zusétzliches Benefit der HMG-CoA-Reduktase-Hemmer in der Therapie
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kardiovaskuldrer Erkrankungen einbringt (Landsberger et al., 2005). Auch fur Simvastatin konnte in
einer anderen Studie die Wirksamkeit zur Wiederherstellung der NO-vermittelten Vasodilatation und
der endothelialen Funktion durch Verbesserung der eNOS-Expression aufgezeigt werden (Bates et al.,
2002; O Driscoll et al., 1997; Lefer et al., 2001). In einer Arbeit von Li et al. (2002) wurde die
SchluRfolgerung gezogen, dafl zu den zusétzlichen Nutzeffekten von Statinen (Simvastatin,
Atorvastatin) auch die Hemmung der LOX-1-Expression und der Expression der Adhasionsmolekule
VCAM-1, ICAM-1, P-Selektin und E-Selektin durch einen modulatorischen Effekt auf den NF-.B-
Pfad zu rechnen ist. Weitere Forschungen missen zeigen, wieweit neue und bereits vorhandene
Arzneimittel in den LOX-1-Stoffwechsel eingreifen und die Progression und Destabilisierung des
Atheroms glnstig beeinflussen kdénnen (Ishigaki et al., 2008).

2.5 LOX-1 und Hypertension

Ein wesentlicher Risikofaktor fur Initiation und Progression der Atherosklerose und der Koronaren
Herzkrankheit ist die Arterielle Hypertonie. Ein Zusammenhang zwischen LOX-1-Expression und
Hypertension ist Uber drei Wegen denkbar:

1. Die Induktion der LOX-1-Expression durch Schubspannung im Rahmen der endothelialen
Dysfunktion. Erhohte Schubspannung tritt bei Bluthochdruck und an Verengungen der GefaRe auf.
Hier liegt ein mechanischer Stimulus zugrunde (s. Kap. 2.3.3).

2. Die Induktion der LOX-1-Expression durch Angiotensin-ll-vermittelte Second-messenger-Systeme
(AT1-Rezeptoren und NF- B-Wege).

3. Die Induktion der LOX-1-Expression durch Angiotensin-lI-vermittelte Radikalbildung (oxidativer

Stress) und sekundarer Aktivierung von NF-B.

2.5.1 Angiotensin Il induziert LOX-1-Expression Uber NF-.B

Li et al. (1999) wiesen nach, daR erhohte Angiotensin-I1-Spiegel die Aufnahme von oxLDL in
Endothelzellen via Augmentation der LOX-1-Expression steigern, wéhrend andere Autoren eine
umgekehrte Richtung beschrieben, ndmlich dal oxLDL die Hochregulation von AT;-Rezeptoren
(Angiotensin-11-Rezeptoren Typ 1) und von Angiotensin Converting Enzyme (ACE) in glatten
Muskelzellen (Nickenig et al, 1997) sowie Endothelzellen (Li et al., 2000) induziert. Dies laft
Interaktionen zwischen dem Renin-Angiotensin-System (RAS) und der Expression von LOX-1-
Rezeptoren im Rahmen der Atherogenese vermuten, und zwar in beide Richtungen (s. Kap. 2.5.3).

Es konnte gezeigt werden, dal die Induktion von LOX-1-Rezeptoren durch Angiotensin Il komplett
durch AT;-Rezeptor-Blockade vermindert werden kann. So zeigten humane Endothelzellen im
Vergleich zu einer allein mit Angiotensin Il behandelten Kontrollgruppe eine verminderte LOX-1-
MRNA-Expression sowie eine verminderte LOX-1-Protein-Expression, wenn sie zusatzlich zur Gabe

von Angiotensin Il mit dem AT -Rezeptor-Blocker Losartan behandelt wurden. Auch die oxLDL-
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Aufnahme war bei der Prifgruppe mit Losartan signifikant geringer als in der Kontrollgruppe
(Morawietz et al., 1999). Ebenso wurde bei Candesartan eine Abschwéchung der Atherosklerose,
Makrophagen-Akkumulation und Plaqueinstabilitdit gesehen (Johnstone et al., 2004). Ahnliche
Ergebnisse wurden durch ACE-Hemmer, zum Beispiel mit Quinopril (Mancini et al, 1996; Pitt, 2001)
und Ramipril (Yusuf et al., 2000) ermittelt. Dies wiirde bedeuten, dall bei entsprechender Langzeit-
Therapie der Arteriellen Hypertonie oder im Rahmen der Prophylaxe der KHK mit ACE-Hemmern
oder AT,-Blockern auch ein antiatherogenetischer Effekt zu erwarten wére und diesen Pharmaka ein
ahnlich pleiotroper Effekt zukommen wiirde wie den Statinen (Lonn et al., 1994; Pitt, 2001).

Angiotensin Il ist Uber Proteinkinase-C-Signalwege an der Aktivierung von NF-.B-vermittelten Genen
beteiligt (in Ratten) (Rouet-Benzineb et al., 2000). Dies flhrt zur LOX-1-Expression, aber auch zur
gesteigerten Expression von Adhésionsmolekiilen, Zytokinen, Chemokinen, Wachstumsfaktoren,
Interferonen, COX-2 und iNOS (Tham et al., 2002). So kommt Angiotensin Il neben seiner Funktion
als potenter VVasokonstriktor noch die eines proatherogenen und proinflammatorischen Stimulators zu.
Im Hinblick auf LOX-1 zeigten Chen et al. (2006) verschiedene Bindungsmotife fiir Transkriptions-
faktoren innerhalb der LOX-1-Promotor-Region, von denen allerdings nur NF-B fur die Angiotensin-
I1-vermittelte LOX-1-Expression eine Rolle spielt. Patienten mit Bluthochdruck und erhdhten Renin-
Spiegeln zeigen eine fiinffach erhohte Inzidenz flr akute Myokardinfarkte als Patienten mit KHK,

aber normalen oder verminderten Renin-Spiegeln (Alderman et al., 1991; Kim et al., 2005).

2.5.2 Angiotensin Il aktiviert die Bildung von ROS

Neben seiner vasoaktiven Rolle als Vasokonstriktor kann Angiotensin Il direkt oxidativen Stress in
den vaskul&ren Endothelzellen verursachen (s. Kap. 2.2.2). Dies geschieht durch die Aktivierung der
NAD(P)H-Oxidase, wodurch reaktive Sauerstoffspezies entstehen (Grote et al., 2004; Luft, 2001). Der
Signalweg ist noch nicht geklart, wahrscheinlich erfolgt dies tber einen Phospholipase-A2-Pfad
(Griendling et al., 1994; Rajagopalan et al., 1996). Nachfolgend kommt es zur (sekund&ren)
Aktivierung des redoxsensitiven Transkriptionsfaktors NF-B. Hier schlief3t sich wieder der Kreis zu
LOX-1: NF-B induziert die Expression von LOX-1 — der oxidative Stress wird verstarkt, die

Verknlpfung zwischen Hypertension und Atherogenese ist gegeben (Morawietz et al., 2006).

2.5.3 OXLDL induziert AT,-Rezeptoren tber NF-.B

Hypercholesterindmie erhoht die Expression von AT;-Rezeptoren um das zwei- bis dreifache
(Nickenig et al., 1997). OXLDL induziert die Expression von AT;-Rezeptoren, nicht aber von AT,-
Rezeptoren (Li et al., 2000). Dies erfolgt tiber NF-B (Li et al., 2000). Kita et al. (1999) weisen darauf
hin, daR LDL in Patienten mit Arterieller Hypertonie anfalliger gegen Oxidation ist als LDL in
Patienten ohne Bluthochdruck. Da NF-B die Expression sowohl von LOX-1 als auch von AT;-
Rezeptoren induziert, wird das Duo aus Hypercholesterindmie und Hypertension durch NF-B

miteinander eng verzahnt, wodurch sie maRgeblich an der Atherosklerose beteiligt sind.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, da3 Hypercholesterindmie und erhdhte Angiotensin-11-Spiegel
die endotheliale Dysfunktion und die Atherosklerose akzelerieren, und zwar tber oxidativen Stress
und dber NF-B-vermittelte Genaktivierungen. LOX-1 scheint hier durch die Bereitstellung von
oxLDL eine zentrale Rolle zu spielen, da es oxidativen Stress induziert und seinerseits durch
oxidativen Stress vermehrt gebildet wird. Dieser Circulus vitiosus konnte erklaren, warum Stdrungen
des Fettstoffwechsels (Hyperlipiddmie, Hypercholesterindmie) oft mit einer (primdren) Arteriellen
Hypertonie vergesellschaftet sind, und bei Vorhandensein von anderen Erkrankungen wie Diabetes
mellitus oder Adipositas zum Metabolischen Syndrom auswachsen. Abbildung 2.5.1 zeigt eine
Zusammenfassung der Rolle von LOX-1 im Prozess der Atherosklerose.
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Abb. 2.5.1: Zusammenfassende Darstellung der Rolle von LOX-1 im Prozess der Atherosklerose
(in Anlehnung an Sakurai et al., 2003)
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3 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

Funktion und Bedeutung von LOX-1 fir die Atherosklerose und die Koronare Herzkrankheit wurden
in verschiedenen Studien gezeigt.

Diese Arbeit verfolgt die Entwicklung einer Methode zum Nachweis von LOX-1 in
Atherektomieproben.

Weiterhin soll analysiert werden, ob eine Beziehung zwischen LOX-1-Expression und
patientenbezogenen Merkmalen vorliegt.
Hierfur werden in der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellungen behandelt:
1. Ist LOX-1 in den atherosklerotischen Plaques, welche in Koronarangioplastien mit Hilfe der
direkten koronaren Atherektomie (DCA) gewonnen wurden, nachweisbar und quantifizierbar?
2. Korreliert die LOX-1-Expression mit zunehmendem Stenosegrad?
3. Korreliert die LOX-1-Expression mit dem Lipidanteil in den gewonnenen Plaques?
4. Inwieweit korreliert die LOX-1-Expression mit patientenbezogenen Parametern:
o Alter
e Geschlecht
¢ Body Mass Index (BMI)
e Zigarettenkonsum
o Arterieller Hypertonus
e Diabetes mellitus (Typ II)
e Dyslipoproteindmie
e CRP
e Troponin
e Therapie mit Statinen?

5. Ist die LOX-1-Expression in der Plague beim Akuten Koronarsyndrom erhoht?
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4 Materialien und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Instrumente

Zur Herstellung und Bearbeitung der Gewebeschnitte wurden folgende Instrumente verwendet:

Super Frost Plus Obijekttrager (R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik, Emmendingen);
Deckglaser 24x24 und 24x50 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe); Dako Cytomation Pen (Dako
Cytomation Denmark, Dénemark); Pipetten ,,Pipetman* (Gilson Inc., USA); Safe Seal Gefdfle 1,5 ml
(Sarstedt AG + Co., Nurnbrecht); Biofuge Fresco (Heraeus Holding GmbH, Hanau); Schittel- und
Mischgeréte (Heidolph Instruments GmbH + Co. KG, Schwabach); Farbekasten nach Hellendahl.

4.1.2 Chemikalien

Zur Herstellung und Bearbeitung der Gewebeschnitte wurden folgende Chemikalien verwendet:
Tissue Tek® O.C.T. Compound Containing (Sakura Finetek Europe, Niederlande); Aceton
(Mallinckrodt Baker, Niederlande); Aqua destillata (B. Braun, Melsungen AG, Melsungen); DPBS
(PAN- Biotech GmbH, Aidenbach); Triton X100 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe); Albumin
Fraktion V, Proteasefrei (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe); TOTO-3 ,,iodide 1mM solution” in
DMSO (Invitrogen, USA); Dako Fluorescent Mounting Medium (Dako North America Inc.; USA);
Ethanol (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe); 2-Propanol p.a. ACS,ISO (Merck KG aA,
Darmstadt); Xylol p.a. ACS,ISO Reag. Ph Eur (Merck KG aA, Darmstadt); Glycerin-Gelatine Fluka
(Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim).

4.1.3 Antikdrper

Als Primarantikérper wurde verwendet: Anti-human-LOX-1-1gG, ein polyklonaler Antikdrper aus
Kaninchen gegen die Aminosauren 143 bis 273 von humanem LOX-1 (von Dr. rer. nat. M.
Landsberger zur Verfiigung gestellt).

Der sekundére Antikorper war Anti-rabbit-lgG (whole molecule)-FITC (Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim).

4.1.4 Chemikalien zur histologischen Farbung

Fir die histologischen Farbungen wurden folgende Chemikalien verwendet:

Hé&malaun sauer nach Mayer (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe)

Eosin G (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe)

EvG Féarbekit: Eisenhamatoxylin A + B nach Weigert, im Verhéltnis 1:1 gemischt; Elastin nach
Weigert; Pikrofuchsin-Ldsung nach van Gieson (Merck KGaA, Darmstadt)

Olrot O Certistain® (Merck KGaA, Darmstadt)
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Silber-Nitrat pro analysi ACS, ISO (Merck KG aA, Darmstadt)
Natrium-Thiosulfat-Pentahydrat pro analysi ACS, ISO (Merck KG aA, Darmstadt)
Kernechtrot-Losung, Nuclear fast red solution (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim).

4.1.5 Gerate und Mikroskope (mit ihren Anwendungssystemen)

Folgende Gerate/Mikroskope wurden verwendet:

Kryotom Leica C19 (Leica Instruments GmbH, Nussloch)

Mikroskop Olympus 1X 81 (Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg) mit Soft Imaging System
analySIS® (Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg)

Laser- und Fluoreszenzmikroskop Nikon Eclipse TE 300 (Nikon Instruments Inc., USA) mit Imaging
Pro Plus® 6.0 (Media Cybernetics Inc., USA).

4.2 Methoden

4.2.1 Gewinnung und Lagerung der Proben

Das atherosklerotische Plaguematerial stammt von 37 Patienten, die im Zeitraum vom Juli 2001 bis
April 2005 in der Klinik fur Innere Medizin B des Universitatsklinikums Greifswald stationar
behandelt wurden. Im Rahmen einer medizinisch indizierten Herzkatheteruntersuchung wurde das
Material mit der Direktionalen Koronaratherektomie (DCA) gewonnen, einzeln in
MikroreaktionsgeféaRe gebracht und diese sofort in fliissigem Stickstoff gefroren. Die beschrifteten und
nummerierten Gefalle wurden bis zur Untersuchung bei —80°C gelagert. Der Autor dieser Arbeit hat
die DCA nicht selbst durchgefiihrt und war auch sonst nicht an der Probengewinnung beteiligt. Die
DCA wurde durch einen in dieser Technik erfahrenen Facharzt fur Kardiologie durchgefihrt.
Samtliches Probenmaterial wurde aus dem fur die Probenlagerung verwendeten Gefrierschrank
genommen. Die pseudonymisierten Untersuchungen der Atherektomieproben wurden mit

Genehmigung der Ethikkommission der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald durchgefihrt.

4.2.2 Direktionale Koronaratherektomie (DCA)

Die 1990 eingefiihrte Direktionale Koronaratherektomie DCA ist eines der Katheterverfahren, die in
der minimalinvasiven Therapie der KHK angewandt werden. Dabei wird ein Katheter (5-8F Diameter)
mit einer Kammer, die eine seitlich gelegene, ldngsgerichtete Offnung aufweist, in die stenosierte
Koronararterie eingebracht. Zugangsweg ist wie bei der PTCA die Arteria femoralis superficialis. In
der Kammer rotiert mit hoher Drehzahl (ca. 2000 U/min.) ein motorgetriebenes Messer. Ist die
Offnung der Kammer an der Stenose platziert, wird mit Hilfe eines auf der gegeniiberliegenden Seite
aufgeblasenen Ballons das halboffene Kammergehduse in das Plaguematerial eingedriickt. Durch den
rotierenden Schneideprozess kann die Stenose schichtweise abgetragen und das Material in ein

Reservoir hineingeschoben werden, welches sich am vorderen Ende der Kammer befindet. So kann
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das Atherom entfernt werden, ohne dal3 periphere GeféRabschnitte durch Embolisation Kleiner
Plaqueanteile verschlossen werden. Ein weiterer Vorteil der DCA ist, dal durch die Entfernung des
stenosierenden Materials die Ursache von Rezidivkomplikationen, die mit der Ballondilatation und der
Stentimplantation verbunden sind, umgangen werden kann. Indikationen der DCA sind vorwiegend
Gefdlle mit einem ausreichenden Diameter > 3,0 mm, Bifurkationslasionen, ostiale Stenosen, vendse
Bypass-Grafts, In-Stent-Restenosen oder proximale Gefastenosen, die bei alleiniger Stentbehandlung
einen Plaque-Shift (sogenanntes Schneepflugphdnomen) in den Hauptstamm oder das nicht erkrankte
Hauptgefal verursachen (Hartmann, 2006).

4.2.3 Herstellung der Gewebeschnitte mit dem Kryotom

Die Herstellung der Gefrierschnitte im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte mit dem Kryotom
Leica C19. Das Biopsiematerial wurde mit einer sauberen Pinzette aus dem Mikroreaktionsgefa
(Eppendorf-Tube) herausgenommen und in Tissue-Tek (Sakura) im gefrorenen Zustand eingebettet.
Die optimale Arbeitstemperatur lag bei —19°C. Bei dieser Schneidetemperatur war die Unversehrtheit
der fiinf Mikrometer dicken Schnitte noch gegeben. Die Gefrierschnitte wurden danach auf
Objekttragern aufgezogen, wobei auf den fur die Immunhistochemie vorgesehenen Objekttragern
jeweils ein Schnitt als Probe und ein Schnitt als Kontrolle vorgesehen waren. Fir jeden LOX-1-Schnitt
wurden die Histologieschnitte sequentiell fiir die H&E-, EVG-, Olrot- und von-Kossa-Farbungen auf je
einen eigenen Objekttrager angefertigt.

Nach der Kryotomie wurden die Schnitte fir zwei Stunden bei Raumtemperatur luftgetrocknet und
Uber 10 Minuten in —21°C kaltem Aceton fixiert.

4.2 .4 Farbeverfahren

4.2.4.1 Angewandte histologische Farbeverfahren und die Darstellung von Strukturen

Farbung Gefarbte Strukturen Farbe

H&matoxylin-Eosin (H&E) Zellkerne, Kalk blau
Zytoplasma rotlich/blaulich
Kollagen rot

Elastica-van-Gieson (EVG) Elastische Fasern blauschwarz bis schwarz
Kollagen blal3rot
Zellkerne blau bis schwarz
andere Gewebeelemente gelb

Olrot Lipide rot
Zellkerne blau

von Kossa Kalk schwarz/braun
Zellkerne rot/rosa

Tab. 4.2.1: Histologische Farbeverfahren und die Darstellung von Strukturen (nach Buhling,

1995, S.5)
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4.2.4.2 Durchfuihrung der histologischen Farbeverfahren

Es wurden die von den Herstellern fir die Farbereagenzien empfohlenen Konzentrationen und
Mischungsverhéltnisse ohne Verdinnung verwendet. Dies betrifft Mayers Hadmalaun, Eosin G, Elastin
nach Weigert (Resorcin-Fuchsin-Losung), Eisenhdmatoxylin nach Weigert (Losung A und Loésung B
im Mischungsverhaltnis 1:1), und Pikrofuchsin-Lésung nach van Gieson (Pikrinséure-Saurefuchsin-
Losung). Die Kernechtrot-Losung ist ein industriell hergestelltes Farbereagenz aus den Komponenten
Kernechtrot 0,1% in 5% Aluminiumsulfat. Zur Herstellung der Olrot-O-Losung wird entsprechend
den Angaben des Herstellers 0,2 g Olrot O Certistain® in 100 ml 2-Propanol 60% geldst, kurz
aufgekocht und filtriert. Die 2-Propanol 60%-L08sung gewinnt man durch die Mischung von 60 ml 2-

Propanol in 40 ml Aqua dest. Nachfolgend sind die Farbeverfahren stichpunktartig wiedergegeben:

Hamatoxylin-Eosin (H&E)

Schnitte in Aqua dest. bringen (1 min.)
Einstellen in Mayers Hamalaun zur Kernfarbung (15 min.)
Spulen in Aqua dest. (wenige Sekunden)
Blduen in flieBendem Leitungswasser (1 min.)
Farben in Eosin (15 min.)

Auswaschen in Wasser (1-5 min.)
Differenzieren in 80% Ethanol (2 min.)
Differenzieren in 96-100% Ethanol (2x 2 min.)
Xylol (4 min.)

10. Eindeckeln in Glycerin-Gelatine

© 0 N oo o~ w DdE

Elastica-van-Gieson (EVG)
1. Schnitte in Aqua dest. bringen (1 min.)
Elastin nach Weigert (5 min.)
Spulen in flieBendem Leitungswasser (3 min.)
Eisenhdmatoxylin nach Weigert (5 min.)
Spulen in fliefendem Leitungswasser (1 min.)
Pikrofuchsin-Ldsung (5 min.)
70% Ethanol (1 min.)
Aufsteigende Ethanolreihe und 2x Xylol (je 1-2 min.)

© 0o N o gk~ D

Eindeckeln in Glycerin-Gelatine



41 Materialien und Methoden

Olrot

Schnitte kurz in 60% 2-Propanol eintauchen
Farben in Olrot-O-L6sung (20 min.)

kurz in 60% 2-Propanol eintauchen

Spilen in Aqua dest. (wenige Sekunden)
Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun (10 min.)
Spilen in Aqua dest. (wenige Sekunden)

Blauen in flieBendem Leitungswasser (1 min.)

L N o g &~ w DdE

Eindeckeln in Glycerin-Gelatine

Von-Kossa
1. Schnitte in Aqua dest. bringen (1 min.)
2. Einstellen in 5% waéssrige Silbernitrat-Losung und 10-20 min. in hellem Sonnenlicht stehen
lassen
Spulen in Aqua dest. (wenige Sekunden)
Fixieren in 5% Natriumthiosulfat-Losung (2 min.)
Spulen in Aqua dest. (wenige Sekunden)
Gegenfarbung mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat (3 min.)

Abspllen mit Agua dest.

o N o g &~ w

Eindeckeln mit Glycerin-Gelatine

4.2.4.3 Immunhistochemische Farbeverfahren

Fur die Fluoreszenzmikroskopie wurde das ELISA-Prinzip angewandt: ein LOX-1-spezifischer
Antikorper diente als Primarantikorper, zu dem ein FITC-markierter Sekundarantikorper
hinzugegeben wurde. Der LOX-1-spezifische Antikdrper wurde von Dr. rer. nat. M. Landsberger zur
Verfligung gestellt und erbrachte im Vergleich mit den kommerziellen LOX-1-Antikdrpern eine

deutlich bessere Darstellung von LOX-1 unter dem Fluoreszenzmikroskop.

Nach der Kryotomie, Trocknung und Fixierung wurden die Kryoschnitte auf dem Objekttrager mit
einem Fettstift umrandet. Dies erleichtert das Auftragen von Fliissigkeiten zum Waschen und zur
Inkubation mit den Antikdrpern, ohne dass sich die Flissigkeitsblasen miteinander mischen. Zur
Entfernung der Flussigkeitsblasen wurden die Objekttrager auf Filterpapier abgeklopft. Dann erfolgte
das Waschen mit PBS 3x 5 Minuten. Zur Vorbehandlung der TOTO-DAKO-Zellkernfarbung wurde
Triton 0,05% (in PBS) fur finf Minuten auf alle Schnitte gegeben, anschlieRend wieder 3x 5 Minuten
mit PBS gewaschen. Zuletzt folgte die Blockierung mit 10%iger BSA-L6sung (in PBS) uber 30

Minuten.
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Nach dem BSA-Block erfolgte ohne Waschen die Inkubation mit 200 pl Primarantikdrper, allerdings
nur der Probeschnitte, die in der Kryotomie am dufBeren Ende des Objekttragers platziert wurden. Die
Primérantikorperlosung wurde aus dem priméren Antikorper und 10%iger BSA-LOsung in der
Verdiinnung von 1:100 hergestellt.

Die Kontrollschnitte wurden mit 200 pl reiner 10%iger BSA-LOsung inkubiert. Die inkubierten
Schnitte wurden in einer feuchten Kammer fur 24 Stunden (liber Nacht) bei +4°C gelagert.

Am zweiten Tag wurden die Schnitte aus der feuchten Kammer herausgenommen und 3x 5 Minuten
mit PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Inkubation sowohl der Probeschnitte als auch der
Kontrollschnitte mit einer Sekund&rantikorperlosung. Die Sekundérantikérperldsung wurde in der
Verdiinnung 1:100 aus 10% BSA-L6sung und einem FITC-markierten Anti-Kaninchen-Antikorper
(Sigma) hergestellt.

Die Inkubation fand Uber zwei Stunden bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer statt. Danach
wurden alle Schnitte 3x 5 Minuten mit PBS gewaschen und getrocknet. Zuletzt wurde 13 pl TOTO-
DAKO-Ldsung zur Zellkernfarbung auf alle Schnitte gegeben und diese mit Deckglaschen
eingedeckelt. Zur Zellkernfarbung ist wiederum die Lagerung tber 24 Stunden bei +4°C erforderlich.

Am dritten Tag konnte die Mikroskopie am Fluoreszenzmikroskop erfolgen.

4.2.4.4 Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbeverfahren

Nachfolgend sind die Farbeverfahren fiir FITC und TOTO stichpunktartig wiedergegeben.

Tag 1
1. getrocknete und in Aceton fixierte Schnitte 3x 4 min. waschen in PBS
Einstellen in 0,05% Triton (5 min.)
3x 4 min. waschen in PBS
Block in 10% BSA-L6sung (30 min.)
Probeschnitte mit 200 pl primérer Antikdrper-BSA-LOsung inkubieren (anti-human-LOX-1-
1gG in 10% BSA-L6sung, Verdunnung 1:100) (24 h)
6. Kontroll-Schnitte mit reiner 10%iger BSA-L6sung inkubieren (24 h)

o > WD

7. Lagerung in der abgedunkelten feuchten Kammer Gber Nacht bei +4°C

1. 3x 4 min. waschen in PBS
2. Probeschnitte und Kontrollschnitte mit jeweils 200 ul sekundérer Antikorper-BSA-Ldsung
beimpfen (FITC-markierter anti-rabbit 19G in 10% BSA-L0dsung, Verdiinnung 1:100) (2 h)

3. Lagerung in der abgedunkelten feuchten Kammer tber zwei Stunden bei Raumtemperatur
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4. 3x 5 min. waschen mit PBS

5. Lufttrocknung

6. Auftragen von 13 pl TOTO-DAKO und eindeckeln (TOTO in DAKO-Mounting-Medium,
Verdiinnung 1:500)

7. Lagerung tiber Nacht bei +4°C in der Objekttrager-Mappe

4.2.5 Mikroskopie

4.2.5.1 Lichtmikroskopie

Die Lichtmikroskopie wurde am Mikroskop Olympus Model IX 81F-2 (Japan) und mit dem
Anwendungsprogramm analySIS®, ebenfalls von Olympus, durchgefihrt. Alle Praparate wurden mit
200facher GesamtvergroRerung (Okular x Objektiv) fotografiert, und die Bilddateien im JPG-Format
gespeichert. Fir die H&E-Schnitte wurden zusétzliche Ubersichtsaufnahmen in 100facher

VergréRerung durchgefihrt.

4.2.5.2 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte ebenfalls in 200facher GesamtvergrofRerung sowohl fur die
Probe- als auch fur die Kontrollschnitte. Es wurde das Lasermikroskop Nikon Eclipse TE 300 mit dem
Anwendungsprogramm Image Pro Plus® verwendet. Die Belichtungszeiten betrugen fiir die FITC-
Markierung (Anregungslicht mit der Wellenldnge A = 488 nm) 3.000 ms, fur die TOTO-DAKO-
Markierung (A = 647 nm) 10.000 ms. Probe- und Kontrollschnitte wurden mit demselben Display-
Range (10 bis 1000) fotografiert, und die Bilddateien im TIFF-Format gespeichert, was fur die spatere
Bearbeitung mit entsprechender Software zur Messung der Signalintensitaten erforderlich ist.
Zuséatzlich wurden Farbkopien der Bilder im JPG-Format gespeichert. Nachdem jedem der 37
Patienten eine Patientennummer zugewiesen wurde (Pseudonymisierung), wurden insgesamt 78
Fotografien aufgenommen beziehungsweise Messungen der LOX-1-Signalintensitat durchgefuhrt. Fir
jede Fluoreszenzmikroskopieaufnahme (Probe- mit Kontrollschnitt) wurden die zugehoérigen

Histologieschnitte am Lichtmikroskop aufgenommen (siehe Anhang).
4.2.6 Auswertung
Die Auswertung der Fluoreszenzfotografien erfolgte nach der Methodik von Tolivia et al. (2006).

Anstelle des von Tolivia verwendeten Adobe Photoshop wurde in dieser Arbeit Corel PHOTO-PAINT
12 verwendet.
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Zur Auswertung verwendete Software:
e Corel PHOTO-PAINT 12 (CoreIDRAW® Graphics Suite X5, Corel Corporation,
Ottawa, Kanada)
e Scion Image (Scion Corporation, Frederick, MD, USA)
e SigmaPlot 11.0 (Sigma Plot®, Systat Software Inc., San Jose, CA, USA)

Die Fotografien der Probe- und Kontrollschnitte wurden als TIFF-Dateien mit Hilfe des Programms
Corel PHOTO-PAINT 12 in die RGB-Farbkanéle (Rot-Griin-Blau-Farbkanale) aufgeteilt, die nur in
Graustufen dargestellt werden. Aufgrund der FITC-Markierung wurden die Graustufen des Grin-
Kanals verwendet (Positivbild). Anschliefend wurden die Bilder mit Corel PHOTO-PAINT 12 in das
jeweilige Negativbild invertiert und im TIFF-Format gespeichert. Die FITC-markierten Areale
erschienen nun schwarz (Negativbild) und waren nur so fur die Messung der Signalintensitat mit Scion
Image verfligbar. Damit nur die Signalintensitdten der Gewebe gemessen wurden, wurden die
Gewebegrenzen auf jedem Bild manuell nachgezeichnet und anschlieBend die Signalintensitat
innerhalb der eingerahmten Flache gemessen. Die so gemessenen Signalintensititen wurden
tabellarisch erfafit und in einem Score aufgetragen (Tab. 4.2.2). Scion Image nahm die Messung der
FITC-Signalintensitat, das heilst des LOX-1-Signals in einem Bereich von 0 bis 255 vor, wobei der
Wert 0 auf fehlende FITC-Signalintensitat hinweist, womit die LOX-1-Expression unterhalb der
Nachweisgrenze liegen dirfte. Aufsteigende Werte bis 255 bedeuten eine zunehmende FITC-
Signalintensitat bis hin zur vollstdndigen Séattigung (Wert 255) und somit zunehmende LOX-1-
Expression. Je hoher der Score-Wert ist, desto mehr LOX-1-Expression ist wahrscheinlich vorhanden.
Die LOX-1-Signalintensitaten wurden mit den Patientencharakteristika verglichen und mit dem
Programm SigmaPlot 11.0 statistisch ausgewertet und graphisch dargestellt. Hierin wurden auch die
Korrelationen nach Spearman Rank Order berechnet. Abbildung 4.2.1 zeigt ein Organigramm Uber die
Vorgehensweise in der Auswertung der Signalintensitaten aus den Fluoreszenzfotografien (Abb.
4.2.1).

Zur Ermittlung der Olrot-Signalintensitét in den histologischen Schnitten wurde das Programm Corel
PHOTO-PAINT 12 verwendet. In diesem Programm wurde zur Herstellung der Graustufen der Rot-
Kanal benutzt und das Bild im TIFF-Format gespeichert. Eine Inversion war hier nicht nétig, da der
Hintergrund bereits weil} ist. Da die zuvor rotgeféarbten fetthaltigen Gewebeanteile im Rotkanal weil3
erschienen (Positivbild), muss nach manuellem Nachzeichnen der Gewebegrenzen in Scion Image
eine Subtraktion der ermittelten Signalintensitadt (des nichtfetthaltigen Gewebes) von der totalen

Signalintensitét (Wert 255) erfolgen. Daraus ergibt sich die Olrotsignalintensitit des Positivbildes.
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Score LOX-1-Signalintensitat
| 0-51
I 52 -102
i 103 - 153
v 154 - 204
V 205 - 255

Tab. 4.2.2: Einteilung der LOX-1-Signalintensitaten als Score

*Vorliegende Fluoreszenzfotographien im TIFF-Format

eProgramm: Corel-PHOTO-PAINT 12
1. Schritt| *Herstellung der Graustufen durch Verwendung des Griinkanals

eProgramm: Corel-PHOTO-PAINT 12
2 Schritt| ®Inversion ins Negativbild und Speicherung im TIFF-Format

eProgramm: Scion Image
3. Schritt| ®Manuelles Nachzeichnen der Gewebegrenzen

eProgramm: Scion Image
4. Schritt| *Messung der Signalintensitdt in den markierten Gewebefldachen

eProgramm: SigmaPlot 11.0
5 Schritt| ®Statistische Auswertung und graphische Darstellung der gemessenen Signalintensitaten

N

Abb. 4.2.1: Organigramm: Messung und Auswertung der LOX-1-Signalintensitat

4.3 Patientendaten und Definitionen

In dieser Arbeit wurden die Daten von Patienten analysiert, die aufgrund eines akuten
Koronarsyndroms oder thorakaler Beschwerden bei vorbekannter KHK zwischen 2001 und 2005 in
der kardiologischen Abteilung der Klinik fur Innere Medizin B der Universitatsmedizin Greifswald
stationér behandelt und einer Koronarangiographie mit Direktionaler Koronaratherektomie (DCA)
unterzogen wurden. Einige Patientendaten lagen bereits durch die Dissertation von Hartmann vor
(Hartmann, 2006). Andere und fir diese Arbeit erforderliche Daten wurden aus den vom Archiv der
Universitatsmedizin Greifswald zur Verfligung gestellten Patientenakten ergénzt. Alle Patientendaten

wurden retrospektiv in diese Arbeit einbezogen.
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Die fiir diese Arbeit relevanten Patientendaten wurden pseudonymisiert und umfassten vier Saulen:
(1) einige Klassische Risikofaktoren der KHK, sofern sie mefbar und in den Patientenakten
dokumentiert waren, (2) die laborchemischen Daten beziiglich Troponin und CRP, (3) das Vorliegen
eines Akuten Koronarsyndroms entsprechend der Definition (siehe Kap. 1.2) und (4) der in den
Herzkatheterprotokollen dokumentierte Stenosegrad.

Bei den Risikofaktoren der KHK wurden Alter (in Jahren), Geschlecht (mé&nnlich/weiblich) und Body
Mass Index (BMI) der Patienten, das Vorliegen von kardiovaskuldr relevanten Vorerkrankungen wie
Arterieller  Hypertonus, Fettstoffwechselstdrungen  (Dyslipoproteindmie/Hypercholesterinamie),
Kohlenhydratstoffwechselstérungen (Diabetes mellitus Typ Il) und das Rauchen beobachtet. Bei der
Hypercholesterindmie wurde zusatzlich noch die Einnahme von HMG-CoA-Reduktase-Hemmern
(Statine) bertcksichtigt.

Der Body Mass Index beschreibt das Verhaltnis des Kérpergewichts zur KérpergréRe und wird mit der
Formel Korpergewicht (kg) / KérpergroBe zum Quadrat (m?) berechnet. Der Normwert liegt bei 20,0-
25,0 kg/m% Ein BMI von > 25,0 bis 29,9 kg/m? gilt nach der Gewichtsklassifikation fiir Europa und
USA als Ubergewicht oder Praadipositas, ein BMI von > 30 kg/m? als Adipositas (Herold et al, 2007).
Fir den Arteriellen Hypertonus galten als Referenzwerte fiir die Erhéhung des systolischen und
diastolischen Blutdrucks (in mmHg) die Empfehlungen des sechsten Joint National Comittee (JNC VI,
1997), der European Society of Cardiology (Mancia et al., 2007) und der Deutschen Hochdruckliga
(DHL, 2008; Herold et al., 2011). Demnach wird als Hypertonie jene Blutdruckerhéhung definiert, ab
welcher eine Diagnostik und Therapie fiir den Patienten vorteilhaft sind. Als normaler Blutdruck
werden systolische Werte zwischen 120-129 mmHg und/oder diastolische Werte zwischen 80/84
mmHg gewertet. Ein Blutdruck < 120/80 mmHg gilt als optimal. Der arterielle Hypertonus wird in
drei Graden kategorisiert: Hypertonie Grad 1: > 140/90 mmHg, Hypertonie Grad 2: > 160/100 mmHg
und Hypertonie Grad 3: > 180/110 mmHg. Die Bereiche zwischen 130-139 mmHg fir die
systolischen Werte und 85-89 mmHg fiir die diastolischen Werte gelten als ,,hoch-normal®. In einer
neueren Version des JNC (JNC VII, 2004) werden die Blutdruckwerte zwischen 120-139/80-89
mmHg als Prahypertension zusammengefafit.

Bei der Dyslipoproteindmie/Hypercholesterindmie wurde ein Cholesterinwert von grofer als 200
mg/dl bzw. 5,2 mmol/l als Grenzwert zugrunde gelegt. Verschiedene Subtypen, etwa die Einteilung
nach atiologischen Gesichtspunkten, waren nicht dokumentiert und wurden nicht berlicksichtigt. Bei
den Patienten mit einem Diabetes mellitus lag durchgehend der Diabetes mellitus Typ Il entsprechend
der Klassifikation nach den evidenzbasierten Leitlinien der Deutschen Diabetes-Gesellschaft (DDG)
von 2001 vor. Hiernach wird der Diabetes mellitus als eine durch den Leitbefund chronische
Hyperglykdmie charakterisierte Regulationsstorung des Stoffwechsels definiert. Beim Diabetes
mellitus Typ Il kann sich diese Regulationsstérung von einer vorwiegenden Insulinresistenz mit
relativem Insulinmangel bis zu einem vorwiegend sekretorischen Defekt mit Insulinresistenz

erstrecken, wihrend es beim Diabetes mellitus Typ I durch die B-Zell-Zerstérung zu einem absoluten
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Insulinmangel kommt (Scherbaum et al., 2001). Andere Diabetes-Typen waren in der hier
untersuchten Patientengruppe nicht vertreten und sollen deshalb nicht erléutert werden.

Der Nikotinabusus wurde in ,,packyears (py) angegeben. Ein ,,packyear” entspricht der Anzahl der
Raucherjahre multipliziert mit der Anzahl der téglich gerauchten Zigarettenschachteln (1 Schachtel =
20 Zigaretten pro Tag). Dabei wurde nicht bertcksichtigt, ob der Nikotinabusus zum Zeitpunkt der
Datenerhebung noch anhielt oder bereits in der Vergangenheit beendet wurde.

Die zweite S&ule der Patientendaten stellte die laborchemischen Daten dar und umfasste die
Blutplasmaspiegel fir Troponin als spezifischen Marker einer Herzmuskelverletzung im Rahmen
eines Herzinfarktes und CRP als zentraler Entzindungsmarker. Als Referenzwerte wurden fir
Troponin < 0,1 ng/ml und fur CRP < 5,0 mg/l (Herold et al., 2007) zugrundegelegt. Diese Labordaten
wurden vor Durchfiihrung der Koronarangiographie und der DCA erhoben.

Aus den Patientenakten konnten die anamnestischen Angaben Ulber das Vorliegen eines Akuten
Koronarsyndroms und der Angina pectoris, aber auch uber friihere kardiale Ereignisse und
Koronarinterventionen entnommen werden. Fir diese Arbeit wurde lediglich jenes Akute
Koronarsyndrom berlicksichtigt, das zur stationdren Aufnahme bzw. zur Koronarintervention flihrte
und als offizielle Arbeitsdiagnose gehandelt wurde. Zur Bewertung der Angina pectoris wurden die
Kriterien der Canadian Cardiovascular Society (CCS) herangezogen. Da die instabile Angina pectoris
als eine Entitdt des Akuten Koronarsyndroms gilt, wurde diese nach der Klassifikation nach
Braunwald bewertet.

Als vierte Sdule wurden Befunde aus den Koronarangiographien herangezogen, welche in den
Herzkatheterprotokollen in den Patientenakten einsehbar waren. Neben dem Stenosegrad wurden auch

Angaben Uber die Lokalisation der Stenosen in den GefaRen und zur Morphologie gemacht.



Ergebnisse 48

5 Ergebnisse

5.1 Erhobene Patientendaten

Die uberwiegende Mehrzahl der in dieser Arbeit untersuchten Patienten hatte sich wegen thorakaler
Beschwerden/Angina pectoris in stationdre Behandlung begeben (81,1%, n = 30). Bei vier Patienten
(10,8%) wurden keine Angaben Uber Angina pectoris gemacht und drei Patienten hatten keine
Beschwerden (8,1%). Nach der CCS-Klassifikation hatten drei Patienten eine Angina pectoris 1.
Grades (10,0%), acht Patienten eine Angina pectoris 2. Grades (26,7%) und zwei Patienten eine
Angina pectoris 3. Grades (6,7%). In sechs Fallen lag eine Angina pectoris 4. Grades vor (20,0%), was
einer Ruheangina oder einer Angina pectoris bei geringster Belastung entspricht. In 11 Fallen war eine
Einteilung der Angina pectoris retrospektiv nicht mehr moglich (36,7%). 11 Patienten (29,7%) hatten
ein akutes Koronarsyndrom (ACS), das auch dokumentiert wurde. Dabei handelte es sich in sechs
Fallen um einen akuten Myokardinfarkt (54,5%, n = 6) und in funf Fallen um eine instabile Angina
pectoris (45,5%, n = 5). Bei der Unterscheidung zwischen stabiler und instabiler Angina pectoris
wurde auf die eindeutig dokumentierte Angabe einer instabilen Angina pectoris in den Patientenakten
bzw. auf die zeitlichen Vorgaben in der Braunwald-Klassifikation zuriickgegriffen. Patienten mit einer
Angina pectoris 4. Grades (Ruheangina) wurden der stabilen Angina pectoris zugeordnet, wenn nicht
ausdricklich eine instabile Angina beschrieben wurde und/oder die Beschwerden bereits langer als 1
Monat zurlicklagen. 12 Patienten hatten bereits friiher ein ACS (32,4%), davon hatten vier Patienten
aktuell erneut ein ACS. Bei 2 Personen wurden dazu keine anamnestischen Angaben gemacht (5,4%).
Insgesamt waren 23 Patienten von einem friiheren und/oder aktuellen kardialen Ischdmieereignis
betroffen (62,2%), das sind knapp zwei Drittel der untersuchten Patienten.

10 Patienten (45,5%) hatten bereits friiher eine Herzkatheteruntersuchung mit oder ohne PTCA
bekommen, wahrend 12 Patienten (54,5%) wéhrend des aktuellen stationéren Aufenthaltes zum ersten
Mal eine Herzkatheteruntersuchung bekamen. Bei 15 Patienten gab es keine Angaben zu friheren
Koronarinterventionen. Tabelle 5.1.1 zeigt eine Zusammenfassung uber das Vorliegen des Akuten

Koronarsyndroms und der Angina pectoris in diesem untersuchten Patientenkollektiv.

Von den 37 Patienten waren 26 Manner (70,3%). Das Durchschnittsalter lag bei 62,5 Jahre. Der
jlingste Patient war 46 Jahre, der alteste Patient 78 Jahre alt. Der Body Mass Index (BMI in kg/m?) lag
im Durchschnitt bei 28,6 kg/mz, was nach der Gewichtsklassifikation fir Europa und USA einem
Ubergewicht 25,0 — 29,9 kg/m?) entspricht. 17 Patienten (45,9%) hatten ein tatséchliches Ubergewicht
(BMI > 25,0 kg/m?) und 11 Patienten (29,7%) hatten sogar Adipositas (BMI > 30,0 kg/m?2). Nur neun
Patienten (24,3%) hatten Normalgewicht. Die Mehrzahl der in dieser Arbeit eingeschlossenen
Patienten hatte einen arteriellen Bluthochdruck (83,8%, n = 31) und eine Fettstoffwechselstérung

(86,5%, n = 32). Lediglich neun Personen wiesen auch einen Diabetes mellitus Typ Il auf (24,3%).
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Fast die Hélfte der Patienten waren durch das Rauchen einem zusétzlichen kardiovaskuldren
Risikofaktor ausgesetzt (40,5%, n = 15).

Hinsichtlich der laborchemischen Daten lagen fur Troponin die Blutplasmaspiegel von 12 Patienten
vor, von denen sechs unter der Nachweisgrenze < 0,04 pg/l lagen. Der durchschnittliche
Plasmaspiegel betrug 1,81 pg/l. Bei CRP lagen bei 23 Patienten die Plasmaspiegel vor mit einem
durchschnittlichen Wert von 15,3 mg/l. Somit ist der mittlere CRP-Spiegel in dieser Patientengruppe
leichtgradig erhoht. Bei 11 Patienten (47,8%) lagen die Werte unterhalb der Nachweisgrenze < 2,5
mg/Il. Die Durchschnittswerte waren bei Kreatinkinase 1,8 pmol/sl und bei Myoglobin bei 55,8 pg/l,
was in beiden Féllen normwertig war.

Tabelle 5.1.1 zeigt Gbersichtlich die fir diese Arbeit erhobenen Patientendaten.

Patientencharakteristika N =37

Alter (Jahre) 62,5+9,7

Geschlecht (ménnlich) 26 (70,3%)

Gewicht als BMI (kg/m?) 28,6 +5,3

Kardiovaskulare Risikofaktoren Acrterielle Hypertonie 31 (83,8%)
Dyslipoproteindmie 32 (86,5%)
Diabetes mellitus Typ Il 9 (24,3%)
Rauchen 15 (45,9%)
Ubergewicht (BMI > 25,0 kg/m2) 17 (45,9%)
Adipositas (BMI > 30,0 kg/m?) 11 (29,7%)

Angina pectoris/Thoraxschmerz 30 (81,1%)

- davon ACS 11 (35,5%)
Myokardinfarkt (NSTEMI/STEMI) 6 (54,5%)
Instabile Angina pectoris 5 (45,5%)

- Angina pectoris-Schweregrad Grad 1 3 (10,0%)

(nach CCS) Grad 2 8 (26,7%)

Grad 3 2 (6,7%)
Grad 4 6 (20,0%)
nicht klassifiziert 11 (36,7%)

frihere ACS 12 (32,4%)

- davon aktuell erneutes ACS 4 (33,3%)

Laborchemische Angaben Troponin (pg/l) (n=6) 1,8 (0,07; 9,6)
CRP (mg/l) (n=23) 15,3 (2,5; 72,2)
Myoglobin (pg/l) (n=17) 55,8 (23; 102)
Kreatinkinase (umol/sl) (n=29) 1,8 (0,36; 5,9)

Tab. 5.1.1: Patientencharakteristika
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Aus den Protokollen der Herzkatheteruntersuchungen konnte der Befund der Koronarangiographie
entnommen werden. Tabelle 5.1.2 gibt einen Uberblick uiber koronarangiographische Parameter wie
Lokalisation der Stenose, Stenoseldnge und Stenosegrad sowie die Morphologie von Stenosen. Von
besonderer Bedeutung war fur diese Arbeit der Stenosegrad, also die Verminderung des
L&ngsdurchmessers, wie sie nach Krakau/Lapp eingeteilt wurde (s. Tab. 1.5.3). Fast alle Patienten
(97,3%, n = 36) wiesen einen Stenosegrad 1l auf, das heif3t die betroffenen KoronargefalRe waren zu
75 bis 99% eingeengt. Lediglich eine Herzkatheteruntersuchung ergab einen Stenosegrad Il (50-74%).

Koronarbefund N =37
Lokalisation des Gefal3es RIVA 23 (62,1%)
RCX 8 (21,6%)
RCA 6 (16,2%)
Stenoseldngen (n=27) bis 10 mm 12 (44,4%)
11 bis 20 mm 13 (48%)
21 bis 30 mm 1 (3,7%)
31 bis 40 mm 1 (3,7%)
> 40 mm 0 (0%)
Stenosegrade Grad 0: < 25 0 (0%)
(nach Krakau/Lapp) Grad 1: 25-49% 0 (0%)
Grad I1: 50-74% 1(2,7%)
Grad IlI: 75-99% 36 (97,3%)
Grad IV: kompletter Verschlull 0 (0%)
Morphologie (n=26) A 1 (3,8%)
B1 8 (30,8%)
B2 8 (30,8%)
C 9 (34,6%)
Morphe (n=28) Konzentrisch 15 (53,6%)
Exzentrisch 13 (46,4%)

Tab. 5.1.2: Koronarbefund
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5.2 LOX-1-Signalintensitat im Praimmuntest

Einige Proben wurden per Zufallsverfahren stichprobenartig ausgewahlt und einem Préaimmuntest
unterzogen. Dieser Test inkubiert den Probeschnitt mit dem anti-LOX-1-Antikorper als
Primarantikorper (in Abb. 5.2.1 und Abb. 5.2.2 oben rechts). Der zugehdrige Kontrollschnitt fur das
Praimmunserum (in Abb. 5.2.1 und Abb. 5.2.2 oben links) wurde nur mit dem Serum des Kaninchens
inkubiert, welches vor der Immunisierung mit humanem LOX-1-Protein aus dem Kaninchen
entnommen wurde. Ein zweiter Kontrollschnitt (in Abb. 5.2.1 und Abb. 5.2.2 unten) wurde weder mit
anti-LOX-1-AntikOrper noch mit Praimmunserum behandelt. Praimmun-, Probe- und Kontrollschnitte
wurden mit einem sekundéren FITC-markierten Antikorper (anti-rabbit-1gG) behandelt, welcher am
Primarantikdrper bindet und in der Fluoreszenzmikroskopie durch die Anregung mit dem Laserlicht
ein meRbares Fluoreszenzsignal gibt.

Dieser Praimmuntest wies keine LOX-1-Signalintensitdt im Praimmunschnitt nach, was darauf
zuriickzufiihren ist, dass das Kaninchen vor der Immunisierung mit humanem LOX-1-Protein noch
keine anti-LOX-1-Antikorper besalR. Der Sekundarantikorper wurde nicht gebunden und die FITC-
Signale konnten nicht gemessen werden. Hingegen wurde ein FITC-Signal im Probeschnitt sichtbar,
weil die im Kaninchen nach der Immunisierung mit humanem LOX-1-Protein produzierten anti-LOX-
1-Antikérper an LOX-1 im Plaque des Atherektomiematerials gebunden waren und der

Sekundérantikorper nach dem ELISA-Prinzip an den Priméarantikdrper andockte.

Praimmunserum, 200x g anti-LOX-1-Antikorper, 200x
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Kontrolle, 200x

Abb. 5.2.1: Praimmuntest (1): Vergleich der LOX-1-Signalintensitat im Praimmunschnitt (oben
links), Probeschnitt (oben rechts) und Kontrollschnitt (unten); VergréRBerung: 200x; weilRe
Pfeile: LOX-1

Praimmunserum, 200x anti-LOX-1-Antikorper, 200x

Kontrolle, 200x

Abb. 5.2.2: Praimmuntest (2): Vergleich der LOX-1-Signalintensitat im Praimmunschnitt (oben
links), Probeschnitt (oben rechts) und Kontrollschnitt (unten); VergrolRerung: 200x; weilder
Pfeil: LOX-1
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5.3 LOX-1-Signalintensitat und Stenosegrad

Insgesamt wurden an den pseudonymisierten Préparaten 78 Messungen der LOX-1-Signalintensitét
am Fluoreszenzmikroskop durchgefihrt (siehe Materialien und Methoden, Kapitel 4.2.5.2). Fir jede
Patientennummer wurde die mittlere LOX-1-Signalintensitat errechnet. Die mittleren LOX-1-
Signalintensitaten wurden in Tabelle 5.3.1 aufgetragen und gemé&R Tabelle 4.2.2 einem Score
zugeordnet. In Tabelle 5.3.1 sind zugleich die in der DCA ermittelten Stenosegrade aufgefiihrt. Bei
drei Patienten wurden die Stenosegrade in den Koronarbefunden mit 75-90% angegeben. Da diese
Unschérfe eine genaue Auswertung beziglich der Korrelation von Stenosegrad und LOX-1-
Expression verzerren wirde, wurden diese Patienten aus der Analyse genommen und in Tabelle 5.3.1
kursiv gekennzeichnet. Die Abbildungen 5.3.1 und 5.3.2 zeigen die graphische Korrelation zwischen
der mittleren LOX-1-Signalintensitdt und Stenosegrad (Abb. 5.3.1) und zwischen Score und
Stenosegrad (Abb. 5.3.2). Die Spearman Rank Order-Korrelation zeigte in beiden Vergleichen keinen
signifikanten Zusammenhang, das heiflst anhand des vorliegenden Materials konnte nicht signifikant
festgestellt werden, dal mit steigendem Stenosegrad auch die LOX-1-Signalintensitat
beziehungsweise die LOX-1-Expression (P = 0,522) zunimmt. Die Regressionsgerade zeigte sogar

eine leicht abnehmende Tendenz bei den héhergradigen Stenosen (R =-0,11).

Das Histogramm in Abbildung 5.3.3 stellt die Haufigkeit der in den Koronarbefunden dokumentierten
Stenosegrade bei den in dieser Arbeit eingeschlossenen Patienten dar (Abb. 5.3.3). Mehr als die Halfte
der Patienten hatte am betroffenen Gefal} einen Stenosegrad von 90% in der Koronarangiographie
(55,9%, n = 19). Dies bedeutet das Vorliegen einer hochgradigen bzw. kritischen Stenose bei diesen
Patienten. Jeweils vier Patienten (11,8%) hatten noch héhergradige Stenosen: 95%ige (n = 4) und
99%ige (n = 4) Stenosen. Die Ubrigen sechs Patienten verteilten sich auf gering- bis mittelgradige

Stenosen. Drei Patienten hatten die Stenosegrade 75-90%.

Im Histogramm in Abbildung 5.3.4 werden die Verteilung der Patienten im Score dargestellt: die
Mehrheit der Patienten (45,9%, n = 17) sind gemaR der Tabelle 4.2.2 in der Score-Stufe Il mit einer
LOX-1-Signalintensitdt zwischen 52 bis 102 vertreten. Acht Patienten (21,6%) wiesen LOX-
Signalintensitaten zwischen 103 und 153 auf und waren somit im Score-Grad Ill vertreten. Sieben
Patienten (18,9%) waren mit einer LOX-1-Signalintensitat zwischen 154 und 204 im Score-Grad IV
eingestuft. Hohere LOX-1-Signalintensitéten ber 205 (Score-Grad V) wurden bein keinem Patienten
beobachtet. Nur funf Patienten (13,5%) hatten relativ niedrige LOX-1-Signalintesititen von 0 bis 51,
was einem Score- Grad | entspricht (Abb. 5.3.4).
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Patienten- Mittlere LOX-1- Standard- Messungen
Nummer Signalintenstitat | abweichung | pro Patient Score Stenosegrad
1 55 24 4 2 90%
2 105 - 1 3 90%
8 82 2 2 2 95%
4 43 6 5 1 90%
5 85 - 1 2 95%
6 165 38 4 4 90%
7 76 52 2 2 90%
8 84 23 2 2 99%
9 76 - 1 2 99%
10 63 14 4 2 85%
11 118 - 1 3 80%
12 139 68 3 3 90%
13 42 9 3 1 95%
14 76 41 2 2 99%
15 75 3 2 2 85%
16 24 2 3 1 90%
17 96 23 2 2 75%
18 141 13 2 3 75-90%
19 79 - 1 2 90%
20 103 4 2 2 75%
21 65 7 2 2 90%
22 169 - 1 4 90%
23 118 73 3 3 75-90%
24 37 13 3 1 90%
25 201 60 2 4 90%
26 95 48 2 2 90%
27 132 4 2 3 70%
28 156 94 3 4 90%
29 169 26 2 4 90%
30 114 18 2 3 90%
31 94 - 1 2 75-90%
32 57 - 1 2 90%
33 158 48 2 4 99%
34 117 - 1 3 90%
35 174 31 2 4 90%
36 34 1 2 1 95%
37 55 0,04 2 2 75%
Gesamt: 78

Tab. 5.3.1: Mittlere LOX-1-Signalintensitat mit Standardabweichung, Anzahl der Messungen

pro Patient, Score und Stenosegrad (kursiv: aus der Analyse genommen [s. Text])
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Abb. 5.3.3: Anzahl der Patienten je Stenosegrad (n = 34)
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Abb. 5.3.4: Verteilung der Patienten im Score (n =37)
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5.4 LOX-1-Signalintensitat und Alter

Das Alter gilt als Risikofaktor fur die Atherosklerose und die Koronare Herzkrankheit. Trotz leicht
ansteigender Regressionsgerade, die auf eine positive Korrelation der LOX-1-Signalintensitdt mit
zunehmendem Alter schliel3en lassen konnte, konnte kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen
werden (P = 0,83) (Abb. 5.4.1). Ob ein Zusammenhang des Alters mit dem Ausprdagungsgrad von
LOX-1 besteht, kann hier nicht beantwortet werden.

5.5 LOX-1-Signalintensitat und Geschlecht

Bei den in dieser Arbeit untersuchten Patienten zeigten Manner im Durchschnitt eine hohere LOX-1-
Expression als Frauen. Der Mittelwert der LOX-1-Expression betrug bei den Ménnern 105,7 + 48, bei
den Frauen 83,8 + 37 (Abb. 5.5.1). Dies kdnnte darauf hinweisen, daf} die LOX-1-Expression auch
vom Geschlecht abhéngig ist, wie ja auch das Geschlecht ein unabh&nigiger Risikofaktor der
Koronaren Herzkrankheit ist. Der Vergleich beider Gruppen im Mann-Whitney-Rank-Sum-Test ergab
jedoch keinen signifikanten Unterschied (P = 0,168).

5.6 LOX-1-Signalintensitat und Body Mass Index (BM1)

Der Body Mass Index liefert in dieser Arbeit ebenfalls keinen Anhaltspunkt fiir einen Zusammenhang
mit dem Auspragungsgrad von LOX-1. Es besteht keine statistische Signifikanz (P = 0,587), wobei
die Regressionsgerade mit steigendem BMI leicht abféllt (R = - 0,09) (Abb. 5.6.1).

5.7 LOX-1-Signalintensitat und Zigarettenkonsum

Tabakrauchen bewirkt oxidativen Stress, sodass der Redoxstatus der Endothelzelle verandert und die
Oxidation von Biomolekilen begunstigt wird. Theoretisch kénnte hier eine erhdhte Bildung von
oxLDL und damit die Exprimierung von LOX-1 mdglich sein. Daneben reduziert Tabakrauchen die
Verfligbarkeit von NO, sodal? einerseits eine Vasokonstriktion entsteht, andererseits die

Vasoprotektion durch das Antioxidans NO verloren geht, was den oxidativen Stress weiter begunstigt.

Bei leicht ansteigender Regressionsgerade ergaben die fiir diese Arbeit zur Verfiigung stehenden
Daten keinen Anhaltspunkt fir einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Ausmal} des
Tabakkonsums und der LOX-1-Expression (P = 0,228) (Abb. 5.7.1). Bei zwei Patienten lagen keine

Angaben zum Zigarettenkonsum vor, so daR sie nicht in die Analyse einbezogen wurden.
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5.8 LOX-1-Signalintensitat und Arterieller Hypertonus

Der arterielle Hypertonus wurde als Risikofaktor der Atherosklerose und als eine relevante
EinfluBgrole auf die Expression von LOX-1-Rezeptoren in dieser Arbeit untersucht. Allerdings lassen
die vorhandenen Daten einen Vergleich mit der LOX-1-Signalintensitdt nur insoweit zu, ob ein
arterieller Hypertonus vorlag oder nicht. Angaben Uber die durchschnittliche Hohe und Dauer des
arteriellen Hypertonus konnten aus den zur Verfligung stehenden Patientenakten nicht entnommen
werden. Der gemittelte Wert aller LOX-1-Signalintensitaten der Patienten ohne arteriellen Hypertonus
in der Anamnese betrug 113,1 + 57, die der Patienten mit arteriellem Hypertonus 96,5 + 43. Die
Regressionsgerade zeigt eine leicht negative Korrelation zu den Patienten mit arteriellem Hypertonus
(R = -0,09). Der Vergleich beider Gruppen im Mann-Whitney-Rank-Sum-Test ergab aber keinen
signifikanten Unterschied hinsichtlich der LOX-1-Signalintensitdt und dem Vorhandensein eines
arteriellen Hypertonus (P = 0,607) (Abb. 5.8.1).

5.9 LOX-1-Signalintensitat und Diabetes mellitus Typ |1

Der Diabetes mellitus Typ Il wurde als Risikofaktor der Atherosklerose in die Analyse einbezogen.
Ahnlich wie beim Arteriellen Hypertonus konnte nur in Betracht gezogen werden, ob ein Diabetes
mellitus vorlag oder nicht. Bei den Fallen, in denen Diabetes mellitus vorlag, handelte es sich
durchweg um den Diabetes mellitus Typ Il. Patienten mit Diabetes mellitus hatten eine
durchschnittliche LOX-1-Signalintensitat von 99,9 + 48, Patienten ohne Diabetes mellitus von 97,2 +
38. Der Vergleich beider Gruppen ergab keinen signifikanten Unterschied (P = 0,958), beide Gruppen
sind hinsichtlich der gemittelten LOX-1-Signalintensitat nahezu gleich (R = -0,01) (Abb. 5.9.1).

5.10 LOX-1-Signalintensitat und Dyslipoproteinamie

Die Expression von LOX-1 als Rezeptor fir oxidiertes LDL muBte theoretisch bei
Dyslipoproteindmie/Hypercholesterindmie erhoht sein. Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse
beziglich des Vorliegens einer Dyslipoproteindmie und der LOX-1-Signalintensitat als Maf fur die
LOX-1-Expression ergab keinen signifikanten Unterschied im Mann-Whitney-Rank-Sum-Test
(P = 0,876) bei leicht ansteigender Regressionsgerade (R = 0,03). Patienten mit Dyslipoproteindmie
hatten eine durchschnittliche LOX-1-Signalintensitdt von 99,9 + 46, die Patienten ohne Dyslipo-
proteindmie von 95 + 49 (Abb. 5.10.1).
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5.11 LOX-1-Signalintensitat und C-reaktives Protein (CRP)

CRP wurde als ,,Entziindungsmarker im Rahmen der Atherogenese als Entziindungsgeschehen
untersucht. Als Normwert wurde < 5,0 mg/l beriicksichtigt. Bei 34 Patienten wurde CRP
laborchemisch bestimmt und dokumentiert. Bei 11 Patienten war CRP unterhalb der Nachweisgrenze
(< 2,5 mg/l), so daR sie nicht in die Analyse einbezogen wurden. Bei 3 Patienten wurde kein CRP
bestimmt. Zwischen dem CRP-Spiegel und der LOX-1-Expression zum Zeitpunkt vor der DCA gab es
keine signifikante Korrelation (P = 0,48) (Abb. 5.11.1).

5.12 LOX-1-Signalintensitat und Troponin

Troponin ist ein Marker der myokardialen Ischamie und spielt in der Diagnostik des Herzinfarktes
eine besondere Rolle, wobei der rasche Anstieg von Troponin und dessen Verlaufsprofil Aussagen
Uber Alter und Prognose eines Herzinfarktes erlauben. Es wurde der zum Zeitpunkt der Abfassung
dieser Arbeit bliche Normwert von < 0,1 pg/l gewéhlt. Leider wurden bei der Mehrheit der Patienten
keine Angaben zur Troponin-Menge zum Zeitpunkt der DCA gemacht (n = 24), bei sieben Patienten
lag das Troponin unter der Nachweisgrenze (< 0,04 pg/l) und konnte daher nicht in die Analyse
einbezogen werden. Lediglich sechs Patienten hatten ein erhohtes Troponin, wobei der hochste
gemessene Wert 9,6 pg/l betrug. Die in dieser Arbeit zur Verfligung stehenden Daten bezuglich des
Troponin-Spiegels zum Zeitpunkt vor der DCA ergaben keine signifikante Korrelation zwischen
Troponin und der LOX-1-Expression (P = 0,26) (Abb. 5.12.1).

5.13 LOX-1-Signalintensitat und Lokalisation der Stenose

Am hochsten war die LOX-1-Signalintensitdat im Ramus circumflexus der linken Herzkranzarterie
ausgepragt (RCX): die mittlere LOX-1-Signalintensitét betrug hier ca. 108 + 48. Es folgen der Ramus
interventricularis anterior (RIVA) mit 98,2 £+ 46 und schliellich die rechte Herzkranzarterie (RCA) mit
90,9 + 44. Im ANOVA-Test (Test zum Vergleichen von mehreren Gruppen) sind diese Unterschiede
wegen zu geringer Fallzahl statistisch nicht signifikant (P = 0,774). In Abbildung 5.13.1 sind die
LOX-1-Signalintensitdten in den zugeordneten Herzkranzgefalen graphisch aufgetragen (Abb.
5.13.1).
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5.14 LOX-1-Signalintensitdt und Akutes Koronarsyndrom

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war es zu prifen, ob die LOX-1-Expression bei einem akuten
Koronarsyndrom (ACS) erhoht war. Die untersuchten Patienten waren einerseits Personen, die
aufgrund eines ACS einer invasiven Koronardiagnostik zugefuhrt wurden (n = 11). Von diesen
Patienten hatten funf Patienten eine instabile Angina pectoris und sechs Patienten einen
Myokardinfarkt. Die Mehrzahl der Patienten (n = 24) wurde entsprechend den anamnestischen
Angaben aus den vorliegenden Patientenakten wegen thorakaler Beschwerden/Angina pectoris bei
vorbekannter koronarer Herzkrankheit einer Herzkatheteruntersuchung unterzogen, bei denen aber
gemal der Definition aktuell kein akutes Koronarsyndrom vorlag. Patienten mit einem ACS in der
Vergangenheit, aber ohne aktuelles ACS, wurden in die Gruppe der Patienten ,,ohne ACS“
eingeordnet, da in dieser Analyse nur das Vorliegen eines aktuellen ACS, welches unmittelbar zu
dieser Klinikaufnahme fiihrte und nicht langer als 1 Monat zurticklag, beriicksichtigt werden soll. Bei
zwei Patienten lagen keine Angaben Uber das Vorliegen oder Nicht-Vorliegen eines akuten

Koronarsyndroms vor, so daf sie nicht in diese Analyse einbezogen wurden.

Die Gruppe mit ACS wurde mit der Gruppe ohne ACS im Rahmen eines Mann-Whitney-Rank-Sum-
Tests verglichen, welcher bei allerdings geringer Fallzahl keinen statistischen Unterschied ergab
(P = 0,424). Die gemittelte LOX-1-Expression war aber in diesem Vergleich bei den Patienten mit
einem ACS hoher als bei den Patienten ohne ACS. Es lag jedoch keine signifikante Korrelation vor
(P =0,4; R =0,14). Der Mittelwert der LOX-1-Signalintensitaten der Patienten mit ACS lag bei 108 +
43, der der Patienten ohne ACS bei 94 + 48 (Abb. 5.14.1).

5.15 Stenosegrad und Akutes Koronarsyndrom

Auch der Vergleich der Stenosegrade der Patienten mit ACS und der Patienten ohne ACS ergab
keinen signifikanten Unterschied im Mann-Whitney-Rank-Sum-Test, da keine Normalverteilung
vorlag (P = 0,173). Der mittlere Stenosegrad der Patienten mit ACS betrug 92 £+ 5 (85%-99%, n = 11),
der der Patienten ohne ACS 89 + 6 (75%-99%, n = 21). Eine signifikante Korrelation zwischen den
beiden Gruppen liegt nicht vor (P = 0,249) (Abb. 5.15.1). Die Patienten, bei denen in den
Patientenakten keine eindeutigen anamnestischen Angaben zum Vorliegen bzw. Nicht-Vorliegen eines
akuten Koronarsyndroms vorhanden waren, wurden aus der Analyse ausgeschlossen (n = 2). Ebenso
wurden die Patienten mit den in den Koronarangiographieprotokollen angegebenen Stenosegraden von
,»75-90%" nicht in die Analyse einbezogen, da deren Stenosegrad nicht eindeutig zuzuordnen war
(Tab. 5.3.1).
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5.16 LOX-1-Signalintensitat und Olrot-Signalintensitat

Der Vergleich zwischen LOX-1-Expression anhand der LOX-1-Signalintensitdt mit dem Lipidgehalt
anhand der Olrot-Signalintensitat ist naheliegend, weil die Lipidakkumulation im subendothelialen
Raum durch die Rate der LOX-1-Expression beziehungsweise durch die Menge des vorhandenen
oxLDL beeinfluft, ja sogar beschleunigt zu werden scheint.

Nach Farbung und Mikroskopie wurden die Signalintensitaten von LOX-1 und Olrot miteinander
verglichen: einerseits die Einzelpréparate von LOX-1 mit ihren jeweils zugehdrigen Pendants der
Olrot-Praparate, andererseits der Mittelwert der LOX-1-Signalintensitat mit dem Mittelwert der Olrot-
Signalintensitét pro Patient.

Der Vergleich der Einzelpraparate der LOX-1-Probeschnitte mit den zugehérigen Olrot-Schnitten
erbrachte mit P = 0,007 und R = 0,3 eine positiv signifikante Korrelation (Abb. 5.16.1 und Tab.
5.16.1). Der Vergleich der Mittelwerte der LOX-1-Probeschnitte mit den Mittelwerten der
zugehorigen Olrot-Schnitte zeigte eine positive Korrelation (R = 0,3), verfehlte aber mit P = 0,06 das
Signifikanzniveau knapp (Abb. 5.16.2 und Tab. 5.16.2).

Die Praparat-Paare der Patienten mit den Probennummern 9, 25 und 32 wurden aus der Analyse
genommen, da deren Olrotpréaparate aufgrund von materialbedingten GroRenunterschieden nach der
sequentiellen Gefrierschnittanfertigung fiir die 200fache VergroRerung zu grofl waren und nur in
100facher Vergrofierung aufgenommen werden konnten. Bei Probennummer 9 wurde die 200fache
VergroRerung verwendet, im Olrot-Praparat wurden jedoch nur Gewebsanteile fotografiert, wahrend
das zugehorige LOX-1-Préparat im Ganzen fotografiert wurde und somit eine Vergleichbarkeit mit
dem Olrot-Praparat nicht mehr gegeben war. Auch fiir die Probennummern 7 und 10 wurde jeweils ein
Vergleichspaar wegen Gewebeuberlappung (7) bzw. 100facher VergroRerung (10) aus der
Auswertung genommen. Somit sind von den 72 Praparat-Paaren 7 Paare nicht in die Analyse
einbezogen. Bei allen anderen Patienten liegt fiir jeden fotografierten Gewebeausschnitt im LOX-1-

Praparat auch der entsprechende Gewebeausschnitt im Olrot-Préaparat in 200facher VergroRerung vor.

Tabelle 5.16.1 zeigt alle fir den Vergleich der LOX-1- und Olrot-Signalintensitaten verwendeten
Einzelpréparate. Die aus der Auswertung genommenen Préparate sind kursiv hervorgehoben und zur
besseren Ubersichtlichkeit in Abbildung 5.16.1 nicht in die Darstellung einbezogen. In Tabelle 5.16.2
sind die Mittelwerte der LOX-1- und Olrotsignalintensititen fiir jeden Patienten entsprechend der
Patientennummer (Pat.Nr.) aufgelistet und in Abbildung 5.16.2 graphisch dargestellt. Die Patienten
mit der Patientenummer 9, 25 und 32 wurden aus der Analyse genommen und kursiv gekennzeichnet.
Da nur jene LOX-1-Préaparate mit ihren entsprechenden Olrot-Praparaten verglichen wurden, wurden
die Mittelwerte der LOX-1-Signalintensitdten neu berechnet. Dies galt fiir die Pat.Nr. 6, 7, 10, 12, 16,
23, 33, 35 (vgl. Tab. 5.3.1 und Tab. 5.16.2).
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Laufende
Nummer der LOX-1- LOX-1- Olrot- Olrot-
Einzelpraparate | Probennummer | Signalintensitat | Praparatnummer | Signalintensitét

1 1(1)-probl 79 1(2) Ol 188
2 1(1)-prob2 33 1(2) Ol (2) 197
3 1(2)-prob1 71 1(2) Ol 232
4 1(2)-prob2 36 1(2) Ol (2) 231
5 2-prob 105 20l 239
6 3-probl 83 30l 193
7 3-prob2 81 301(2 193
8 4(1)-prob1 35 4(1) Ol 239
9 4(1)-prob2 40 4(1) OI (2) 232
10 4(1)-prob3 41 4(1) OI (3) 241
11 4(2)-probl 50 4(2) Ol 214
12 4(2)-prob2 48 4(2) Ol (2) 216
13 5-prob 85 5 Ol 214
14 6-probl 195 6 Ol 246
15 6-prob2 178 6 Ol (2) 244
16 7-probl 113 70l 241
7-prob2 39 701 (2) 243

17 8-probl 67 8 Ol 244
18 8-prob2 100 8 0l (2) 246
9-prob 76 9-0l 202

9-prob2 76 9-01 (2) 212

19 10(1)-probl 68 10 OI (1) 225
20 10(1)-prob2 53 10 Ol (2) 230
10(2)-prob 52 10(2) Ol 248

21 11-prob 118 110l 199
22 12(2)-probl 100 12 Ol 156
23 12(2)-prob2 100 12 Ol (2) 148
24 13-probl 42 13 0l (1) 173
25 13-prob2 34 1301 (2) 186
26 13-prob3 51 13 Ol (3) 187
27 14-prob2 105 14 0Ol (2) 167
28 14-probl 47 14 Ol 178
29 15-probl 77 15 Ol 166
30 15-prob2 72 15 0l (2) 160
Bill 16-probl 25 16 Ol (1) 200
32 17-probl 80 17 Ol (1) 209
86 17-prob3 113 17 Ol (3) 190
34 18-probl 132 18 Ol 237
35 18-prob?2 150 18 Ol (2) 217
36 19-prob 79 19 Ol 172
37 20-probl 106 20 Ol 183
38 20-prob2 100 20 01 (2) 187
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39 21-probl 70 21 Ol 211
40 21-prob2 60 2101 (2) 216
41 22-prob 169 22 Ol 201
42 23-probl 189 23 Ol 251
43 23-prob2 119 2301 (2) 252
44 24-probl 27 24 01 (1) 178
45 24-prob2 54 24 0l (2) 185
46 24-prob3 33 24 01 (3) 195

25-prob1 152 25 Ol 248

25-prob2 244 2501 (2) 251
47 26-probl 129 26 Ol 249
48 26-prob2 61 26 Ol (2) 251
49 27-probl 135 27 Ol 248
50 27-prob2 129 2701 (2) 248
51 28-probl 179 28 Ol 249
52 28-prob2 236 28 01 (2) 217
53 28-prob3 52 28 Ol (3) 194
54 29-probl 187 29 Ol 191
55 29-prob2 151 29 Ol (2) 196
56 30-probl 126 300l 225
57 30-prob2 101 3001 (2) 216
58 31-prob 94 310l 212

32-prob 57 320l 208
59 33-probl 124 330l 202
60 34-prob 117 34 0Ol 200
61 35-probl 196 350l 224
62 36-probl 33 36 Ol (1) 171
63 36-prob2 35 36 Ol (2) 154
64 37-probl 55 370l 240
65 37-prob2 55 3701 (2 243

Tab. 5.16.1: LOX-1-Signalintensitat und Olrot-Signalintensitat (Einzelwerte) (kursiv: aus der

Analyse genommene Praparat-Paare [s. Text]; s. Abb. 5.16.1)
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Patienten- Mittlere LOX-1- Mittlere Olrot-
Nummer Signalintenstitat Signalintensitat
1 55 212
2 105 239
3 82 193
4 43 229
5 85 214
6 187 245
7 113 241
8 84 245
9 76 206
10 60 228
11 118 199
12 100 152
13 42 182
14 76 172
15 75 163
16 25 200
17 96 199
18 141 227
19 79 172
20 103 185
21 65 213
22 169 201
23 154 252
24 37 186
25 201 249
26 95 250
27 132 248
28 156 220
29 169 193
30 114 220
31 94 212
32 57 208
33 124 202
34 117 200
35 196 224
36 34 163
37 55 242

Tab. 5.16.2: Mittlere LOX-1- und Olrotsignalintensitaten im Vergleich
(kursiv: aus der Analyse genommen [s. Text])
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5.17 LOX-1-Signalintensitat und Statintherapie

Untersucht wurde ein Zusammenhang zwischen der LOX-1-Expression und der Einnahme von HMG-
CoA-Reduktase-Hemmern (Statine). Etwa die Hélfte der in dieser Arbeit untersuchten Patienten
(45,9%) erhielt eine medikamentdse Therapie mit Statinen. Bei allen Patienten wurden nur Statine zur
Therapie der Dyslipoproteindmie oder zur Sekundarprophylaxe der koronaren Herzkrankheit
verwendet. Nur in einem Fall lag eine Kombinationstherapie eines Statins mit dem
Nikotinsaurederivat Ezetimib und zusétzlicher LDL-Apherese vor. Dieser Fall wurde aus der Analyse
genommen, da die Kombinationstherapie zur Verfalschung der Ergebnisse fuihren wiirde.

Der Mittelwert der LOX-1-Signalintensitét betrug bei den mit einem Statin behandelten Patienten 97 +
44 und war damit geringer ausgepragt als in der Gruppe der Patienten, die keine Statine einnahmen
(114 = 53). In der kleinen Gruppe von Patienten, bei denen nach Durchsicht der Aktenlage keine
Angaben zur medikamentdsen Therapie mit einem Fettsenker bei stationdrer Aufnahme vorlagen,
betrug der Mittelwert der LOX-1-Signalintensitat 77 £ 22. Im Mann-Whitney-Rank-Sum-Test fand
sich kein statistisch signifikanter Unterschied (P = 0,36).

Unberucksichtigt blieb, mit welcher Dauer und Dosierung die Patienten die Statine einnahmen.

Ebenso wurde auch die Art des Statins nicht berlcksichtigt, wobei die Mehrzahl der Patienten
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Atorvastatin (Sortis®) einnahm (16,2%), gefolgt von Pravastatin (Pravasin®) und Cerivastatin
(Lipobay®) (jeweils 10,8%). Abbildung 5.17.1 zeigt die LOX-1-Signalintensitat in Abhéngigkeit von
der Statintherapie, was in Tabelle 5.17.1 auch tabellarisch wiedergegeben wird. Abbildung 5.17.2

zeigt Haufigkeit der verwendeten Statine.
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Abb. 5.17.1: LOX-1-Signalintensitat und Statintherapie (n = 36)

Laufende LOX-1-

Pat.Nr. Signalintensitat | Stenosegrad | Therapie mit Statinen
1 55 90% Pravastatin 40 mg %2 Tbl. z.N.
2 105 90% Atorvastatin 10 mg 1x1
3 82 95% kein Statin
4 43 90% keine Angaben
5 85 95% Cerivastatin 0,4 mg
6 165 90% kein Statin
7 76 90% keine Angaben
8 84 99% Cerivastatin 0,4 mg
9 76 99% kein Statin
10 63 85% keine Angaben
11 118 80% kein Statin
12 139 90% Cerivastatin 0,4 mg
13 42 95% Cerivastatin 0,4 mg z.N.
14 76 99% kein Statin
15 75 85% Atorvastatin 10 mg
16 24 90% Simvastatin 40 mg %2 Thl. z.N.
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17 96 75% keine Angaben

18 141 75-90% kein Statin

19 79 90% keine Angaben

20 103 75% keine Angaben

21 65 90% Atorvastatin 80 mg z.N., Ezetimib 10 mg, LDL-
Apherese

22 169 90% kein Statin

23 118 75-90% Pravastatin 40 mg z.N.

24 37 90% Atorvastatin 40 mg 1x1

25 201 90% kein Statin

26 95 90% Atorvastatin 20 mg z.N.

27 132 70% Fluvastatin ret. 80 mg z.N.

28 156 90% kein Statin

29 169 90% kein Statin

30 114 90% Atorvastatin 20 mg

31 94 75-90% kein Statin

32 57 90% kein Statin

33 158 99% Pravastatin 20 mg 1x1 z.N.

34 117 90% Pravastatin 20 mg 1x1

35 174 90% Atorvastatin 20 mg %2 Thl. z.N.

36 34 95% kein Statin

37 55 75% kein Statin

Tab. 5.17.1 Statintherapie, LOX-1-Signalintensitat und Stenosegrad (kursiv: aus der Analyse
genommen)

Cerivastatin Pravastatin
(10,8%) (10,8%)

Simvastatin

Atorvastatin
(2,7%)

/ (16,2%)

Fluvastatin
(2,7%)

keine Statintherapie keine Angaben
(37,8%) (16,2%)

aus der Analyse
genommen (2,7%)

Abb. 5.17.2: Einnahme der Statine nach Art und Haufigkeit (n = 37)
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5.18 Histologische Einteilung in Atherosklerose-Stadien (nach AHA)

Tabelle 5.18.1 zeigt eine Ubersicht tber die histopathologische Beschaffenheit der Plaques mit
entsprechender Zuordnung zu den Atherosklerose-Stadien nach AHA (Stary et al., 1995; s. Tab. 1.5.1
und Abb. 1.5.2). Diese Tabelle bezieht sich auf das ausgewéhlte Bildmaterial im Anhang (Kap. 8).

Pat.Nr. Prap.Nr. Atherosklerose-Stadium (AHA)
1 1(2) Fibrotische Léasion (Stadium VIII)
2 2 Fibroatherom (Stadium V)

3 3 Fibrotische Léasion (Stadium VIII)
4 4 (1) Fibroatherom (Stadium V)
5 5 Fibrotische Lé&sion (Stadium VIII)
6 6 Fibrotische Lé&sion (Stadium VIII)
7 7 Fibrotische Léasion (Stadium VI1II)
8 8 Fibrotische Lé&sion (Stadium VIII)
9 9 Fibrotische Lé&sion (Stadium VIII)
10 10 (1) Fibroatherom (Stadium V)
11 11 Fibroatherom (Stadium V)
12 12 (2) Fibroatherom (Stadium V)
13 13 Fibroatherom (Stadium V)
14 14 Fibroatherom (Stadium V)
15 15 Fibrotische Lé&sion (Stadium VIII)
16 16 Kalzifizierte Lasion (Stadium VII)
17 17 Fibroatherom (Stadium V)
18 18 Fibroatherom (Stadium V)
19 19 Kalzifizierte Lasion (Stadium V1)
20 20 Fibroatherom (Stadium V)
21 21 Fibrotische Lé&sion (Stadium VIII)
22 22 Fibrotische Lé&sion (Stadium VIII)
23 23 Fibroatherom (Stadium V)
24 24 Fibrotische Léasion (Stadium VIII)
25 25 Fibroatherom (Stadium V)
26 26 Fibroatherom (Stadium V)
27 27 Fibrotische Lé&sion (Stadium VIII)
28 28 Fibrotische Lé&sion (Stadium VIII)
29 29 Fibroatherom (Stadium V)
30 30 Kalzifizierte Lasion (Stadium VII)
31 31 Fibrotische Lé&sion (Stadium VIII)
32 32 Fibroatherom (Stadium V)
33 33 Fibrotische Lé&sion (Stadium VIII)
34 34 Fibroatherom (Stadium V)
35 35 Fibroatherom (Stadium V)
36 36 Fibrotische Lé&sion (Stadium VII1I)
37 37 Fibroatherom (Stadium V)

Tab. 5.18.1: Histologische Einteilung in Atherosklerose-Stadien (nach AHA)
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6 Diskussion

6.1 Nachweis und Quantifizierung von LOX-1

In dieser Arbeit erfolgte der Nachweis von LOX-1 in atherosklerotischen Plaqueproben, die aus
menschlichen Herzkranzgefaen im Rahmen einer medizinisch indizierten Direktionalen koronaren
Atherektomie (DCA) gewonnen wurden. Als Nachweismethode wurde ein immunhistochemisches
Verfahren nach dem ELISA-Prinzip mit LOX-1-spezifischen Antikérpern und farbstoffmarkierten
(FITC) Sekundarantikérpern und anschlieender Quantifizierung der Fluoreszenzsignale durch die
Fluoreszenzmikroskopie verwendet. In dieser Arbeit konnte die Spezifitit des verwendeten
Primarantikdrpers anti-human-LOX-1-1gG in den Prdimmuntests sowie in den Probe- und Kontroll-
schnitten des untersuchten Materials aufgezeigt werden. Die Kontrollschnitte wurden nicht mit anti-
human-LOX-1-1gG inkubiert; der FITC-markierte Sekundarantikdrper fand seine spezifische
Bindungsstelle nicht und das Fluoreszenzsignal blieb aus. Sowohl in den Probeschnitten als auch in
den Kontrollschnitten ist eine gewisse Autofluoreszenz sichtbar, wie sie besonders fir Kollagen
typisch ist (Shin et al., 2010).

In der Literatur wurde die hier verwendete Methode bisher lediglich zur qualitativen Untersuchung,
also Sichtbarmachung von LOX-1 angewandt. Die quantitative Untersuchung von LOX-1 erfolgte
zumeist mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) der mRNA von LOX-1 und mit Western Blot. Mit
dem Aufkommen von fluoreszierenden Proteinen und der kontinuierlichen Weiterentwicklung sowohl
von Fluoreszenzfarbstoffen als auch der Mikroskope ist die Fluoreszenzmikroskopie zunehmend in
den Mittelpunkt der Forschung am lebenden Gewebe (in vivo) bzw. an Zellen und organischen Proben
(in vitro) geruckt (Brown, 2007). Aufgrund der hohen Spezifitdt der Fluoreszenzfarbstoffe
(Fluorochrome) bzw. der mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikorper (Fluorophore) spielt
die Anwendung der Fluoreszenzmikroskopie zum Beispiel in der Tumordiagnostik bereits eine
besondere Rolle (Shin et al., 2010). Neue diagnostische Verfahren sind durch Beurteilung und
Vergleich des Fluoreszenzverhaltens der inzwischen vielfaltig zur Verfligung stehenden
Fluoreszenzfarbstoffe an untersuchten Geweben auch in vielen anderen Bereichen der Medizin
denkbar. Haufig verwendete Fluorochrome sind Fluoresceinthiocyanat (FITC, griin), AlexaFluor 568

(grtin), Rhodamine (rot) oder Diaminophenylindol (DAPI, blau).

In dieser Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Mikroskopie. Die parallele Anwendung von Fluoreszenz-
mikroskopie und Histologie sollte neben dem Nachweis von LOX-1 in der Fluoreszenzmikroskopie
auch eine lokale Zuordnung von Zellstrukturen ermdglichen sowie die Zusammensetzung der Plaques
visuell aufzeigen konnen. Somit konnte eine Beurteilung anhand der Stadien nach AHA zumindest
versucht werden (s. Tab. 5.18.1 und Anhang). Histologisch stellten sich die Plaques als amorphe
Masse dar, die viel Fett oder kollagene Fasern und teilweise auch verkalkte Herde aufwiesen. Zellen,

zum Beispiel Makrophagen, waren bis auf einige Zellkerne nicht abgrenzbar. Demnach entsprechen
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die meisten Proben fortgeschrittenen atherosklerotischen Lasionen mit den histologischen Merkmalen
der Stadien V (Fibroatherom) oder VIII (Fibrotische Lé&sion) (s. Tab. 1.5.1, Abb. 1.5.2, Tab. 5.18.1).
Voraussetzung fir einen Vergleich von Zellstrukturen und der Lokalisation der LOX-1-Expression ist
das sequentielle Auftragen der Gewebeschnitte, was in dieser Arbeit am Kryotom gelungen ist. Der
Nachweis der LOX-1-Expression konnte alternativ auch als Nachweis der LOX-1-mRNA-Expression
im Probengewebe durch die Anwendung von Lasermikrodissektion und anschliefender RT-PCR
moglich sein. Auch Proteomanalysen sind vorstellbar, sofern die Probenmenge ausreicht.

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Quantifizierung von LOX-1 ist die Erzeugung und Beurteilung
der Fluoreszenzsignale eine Aufgabe, die von Beginn an sorgféltig beachtet, vorbereitet und
durchgefuhrt werden muRR. Im Mittelpunkt steht dabei die Frage, ob die erzeugten und fotografierten
Fluoreszenzsignale valide sind. Prinzipiell ist eine zuvor festgelegte und standardisierte
Vorgehensweise erforderlich, die fur alle in der Arbeit betreffenden Préaparate gilt, um die Ergebnisse
auch miteinander vergleichen zu kénnen. Dartiberhinaus sollte vor dem Fotografieren der Praparate
die beste Strategie hinsichtlich der Parparatherstellung, der Auswahl der Fluoreszenzfarbstoffe und der
Signalerzeugung bzw. -messung ausgetestet werden, um falsche Signale und Artefakte zu vermeiden.

Bei der Herstellung der Praparate wurden am Kryotom zuvor diejenige Schneidetemperatur und
Schichtdicke getestet, die am wenigsten zu ZerreiRungen im Probenschnitt fihrten. Bei der tblichen
Schneidetemperatur von -21°C im Kryotom war das in Tissue Tek® (Sakura) eingebettete
Probenstiick, das Kryostat, sprode und es kam haufig zu ZerreiRungen. Je kalter die Arbeitstemperatur,
desto sproder und reiRanfalliger war das Kryostat. Letztlich war die Arbeitstemperatur von -19°C am
ehesten geeignet, ein rasches und sauberes Anschmiegen des Probenschnitts auf dem Objekttrager zu
ermdglichen, ohne das es zu ZerreiRungen am Messer oder zu Einrollungen auf dem Objekttréager
kam. Auch die Schichtdicke von 4 um spielte dabei eine Rolle, wohingegen gréRere Schichtdicken
von 5 um und mehr haufiger zu Versteifungen und Einrollungen des Probenschnitts fiihrten. Geringere
Schichtdicken haben wiederum dazu beigetragen, dal3 es zur Falten- und RiRbildung in den Schnitten
kam. In dieser Arbeit wurden samtliche Praparate am gleichen Kryotom mit einer Schichtdicke von 4
um bei einer Temperatur von -19°C hergestellt. Ein kritisches Moment ist die Ubertragung des in
einer Eppendorf-Tube bei -80°C im Tiefkihlschrank aufbewahrten Plaquematerials in das im Kryotom
vorgekihlte, aber noch nicht gefrorene Tissue Tek®, ohne daR es dabei zum Auftauen kommt. Das
versehentliche Auftauen und Wiedergefrieren kann zu Bewegungen in der Plague und damit zu
Zerreilungen und Artefakten fihren. AulRerdem fuhren Denaturierungen an Molekilen und
potenziellen Bindungsstellen fur die Antikorper letztlich zu verfalschten Fluoreszenzsignalen. Das
Tissue Tek® darf keine Luftblasen enthalten, die beim Schneiden am Messer zu Zerreiungen des
Kryostats fihren. Auch die Objekttrager missen sauber und staubfrei sein, um Artefakte zu
vermeiden. Der Transport des Probenmaterials in den Eppendorf-Tuben erfolgte grundsatzlich mit

flissigem Stickstoff. Insgesamt wurden so gleiche und einheitliche Herstellungsbedingungen
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geschaffen. Dennoch kénnen Artefakte nicht immer vermieden werden, insbesondere kénnen schon
bei der Entnahme der weichen Plagueproben im Rahmen der DCA Quetschungen und ZerreiRungen
auftreten, die dann in Kauf genommen werden massen (Linf3 et al. in LinB, Fanghanel, 1998).

Ein standardisiertes Vorgehen war auch flr die Phase der Préaparatfarbung anhand eines
Farbeprotokolls vorgesehen, um fiur alle Praparate, aber auch fur die Antikdrper die gleichen
Bedingungen vorzuhalten. Auch Anleitungen von Herstellern und grundlegende laborpraktische
Regeln sind exakt einzuhalten, um bestmdgliche Ergebnisse zu erzielen (,,good laboratory practise®)
(Matz, 2003). Einflulfaktoren wie die Lagerung und Handhabung der Antikorper, die
Raumtemperatur, die Qualitat der Waschlésungen, die Verwendung von stets frischen Pipettenspitzen
und Eppendorftuben und die Inkubationszeiten wurden konstant gehalten, so daR unterschiedliche
Fluoreszenzmuster nicht auf Schwankungen oder Fehler in der Durchfiihrung des Farbeprotokolls
zurtickzufiinren sind (Matz, 2003). Auch die Vorbereitung und Durchfiihrung der Férbeverfahren
wurde durchgehend von der gleichen Person und am gleichen Arbeitsplatz ausgefiihrt (Matz, 2003).

Zuvor wurden drei verschiedene Primérantikdrper an humanem Plazentagewebe auf ihr
Fluoreszenzverhalten getestet (Donaldson, 1998). Das blutgeféRreiche Plazentagewebe ist reich an
LOX-1-Rezeptoren und damit gut als Testgewebe geeignet. Es wurden ein im Kaninchen hergestellter
und gereinigter polyklonaler anti-human-LOX-1-1gG (von Dr. rer. nat. M. Landsberger zur Verfiigung
gestellt) sowie zwei industriell hergestellte anti-human-LOX-1-1gG getestet: HyCalf (Ziege) und R&D
(Maus) von Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim. Die mit dem Antikorper aus Kaninchen
inkubierten Praparate zeigten nach der Anwendung des Sekund&rantikorpers ein deutliches,
leuchtendes und kontrastreiches Fluoreszenzverhalten, so daB dieser Antikorper fur die weitere Arbeit
am besten geeignet war. Als Ursache kommt dafur in Betracht, dal polyklonale Antikdrper eine
Mischung von heterogenen Antikdrpern sind, die gegen mehrere Epitope desselben Antigens gerichtet
sind, wahrend monoklonale Antikdrper homogener und nur gegen ein Epitop des Antigens spezifisch
sind (Boenisch in Kumar, Rudbeck, 2009). Vorteil der polyklonalen Antikorper ist, dal3 ihre Fahigkeit
zur Erkennung verschiedener Epitope eines Antigens nicht so anféllig gegen schadliche Effekte von
prdanalytischen Prozessen ist. Allerdings bringen sie ein groReres Risiko fiir Kreuzreaktionen mit sich.
Aufgrund der Heterogenitat von polyklonalen Antikdrpern variiert deren Affinitit gegen das Antigen
zwischen niedrig bis hoch, so daR exzessives Waschen zwangslaufig zu einem Verlust der Farbung
fihren kann (Boenisch in Kumar, Rudbeck, 2009). Unspezifische Bindungen wurden durch das
Blocken mit Serum-Albumin (BSA) vermieden, was auch in dieser Arbeit bei der Préparatherstellung
standardisiert angewendet wurde (Donaldson, 1998). Auch eine lange Inkubationszeit und eine
moglichst hoch verdiinnte Antikorperldsung hilft unspezifische Bindungen und Hintergrundfarbung zu

vermeiden (Boenisch in Kumar, Rudbeck, 2009).

Der Vergleich des Fluoreszenzverhaltens von Kontrollschnitt und Praimmunschnitt, welche nur mit

dem sekundédren Antikorper inkubiert wurden, ergab die gleiche schwache, unspezifische
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Autofluoreszenz, was insbesondere bei Antiseren aus Kaninchen auftreten kann (Donaldson, 1998).
Diese unvermeidbare Autofluoreszenz ist auch im Probeschnitt gleich schwach ausgeprégt, so daR sie
bei der Beurteilung der Fluoreszenzsignale und bei vergleichbarer Schnittflache vernachléssigt werden
kann. Daraus ergibt sich, dal? die allein im Probeschnitt auffallend etikettierenden FITC-Signale auf
die spezifische Bindung des anti-human-LOX-1-1gG am LOX-1-Rezeptor zurlickzufiihren ist und
somit die Fluoreszenzsignale valide sind. Weiterhin wurde die optimale Antikorper-Verdinnung
ausgetestet, die in dieser Arbeit mit einer Verdunnung des Primérantikérpers von 1:100 die besten
Ergebnisse hinsichtlich der Minimierung unspezifischer Férbung und der maximalen Darstellung der
spezifischen Farbung erzielte (Donaldson, 1998; Boenisch in Kumar, Rudbeck, 2009). Vor der
Inkubation mit den Antikdrpern wurden alle Probenschnitte zur Erhaltung der Epitope und
Bindungsstellen mit Aceton fixiert und die Permeabilitdt mit Triton X100 verbessert, damit die

Antikdrper besser zu ihren Bindungstellen gelangen (Donaldson, 1998).

Die Fluoreszenzmikroskopie muB in einem abgedunkelten Raum erfolgen, um das sogenannte
,Photobleaching®, den Verlust der Intensitdt der Fluoreszenz zu vermeiden, welcher durch die
llumination der Fluorochrome durch Licht (oder auch Luft) auftreten kann (,,Verbleichen®).
Zusétzliches Licht fiihrt auRerdem zur Fluoreszenzanregung auRerhalb des Fokus, so daB diese dann in
den Focus hineinstrahlt und die Messungen verfalscht (Brown, 2007). Photobleaching vermindert das
Fluoreszenzsignal und fuhrt zu falschen MelRergebnissen (Herman, 1998). Zwei weitere MalRnahmen
zur Vermeidung von Fluoreszenzverlust ist die Minimierung der Expositionszeit auf das
Notwendigste, in der die Fluorochrome mit Laserlicht bestrahlt werden, und die Reduktion der
Energieintensitat, mit der die Farbstoffe zur lllumination angeregt werden (Herman, 1998). In dieser
Arbeit war fur FITC eine Belichtungszeit (Expositionszeit) von 3.000 ms und fir TOTO die
Belichtungszeit von 10.000 ms optimal. Je nach Fluoreszenzfarbstoff reichen in der Regel
Belichtungszeiten zwischen 125 bis 2.000 ms aus, fiir TOTO > 5.000 ms. Zudem ist es erforderlich,
das fir den Fluoreszenzfarbstoff passende Anregungslicht (Exzitationslicht) auszuwahlen, indem
durch die Vorschaltung eines Filters nur diejenige Wellenlédnge transmissionieren kann, durch die das
Objekt optimal zur Fluoreszenz angeregt wird. Dies ist besonders hilfreich, wenn mehrere Farbstoffe
eingesetzt werden (LinB et al. in LinB, Fanghanel, 1998). In dieser Arbeit wurde fir FITC eine
Wellenldnge (X) von 488 nm und fur TOTO von 647 nm verwendet. Diese Wellenlédngen sind weit
genug voneinander entfernt, so daf es nicht zu Uberlappungen der Wellenbereiche kommt, in denen
die Fluorochrome durch die Verwendung des jeweils anderen Exzitationslichtes zur Fluoreszenz
angeregt werden (Herman, 1998; Robinson et al. in Kumar, Rudbeck, 2009). Durch diesen Filter kann
auch der Kontrast verbessert werden. Als Kontrast bezeichnet man die Erkennbarkeit bzw.
Unterscheidbarkeit von unspezifischer vs. spezifischer Fluoreszenz, oder auch die Erkennung
einzelner Fluorochrome, wenn mehrere Fluoreszenzfarbstoffe verwendet wurden (Herman, 1998). Der
Kontrast der FITC-Fluorochrome wird am besten durch einen Filter mit einer maximalen

Transmission von 490 nm fiir das Exzitationslicht ermdglicht. Hingegen lassen Breitbandfilter zwar
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mehr Fluoreszenzsignal, aber weniger Kontrast zu. Je enger die Breite des Wellenlangenbereiches ist,
desto spezifischer und kontrastreicher kdnnen Fluorochrome voneinander unterschieden werden. Dies
hat eine wichtige Bedeutung fir die Messung von Signalintensitaten nur eines einzigen Farbstoffs,
z.B. FITC fur LOX-1, weil kein zusatzliches und strendes Licht von anderen Fluoreszenzfarbstoffen
gemessen wird, da diese ja durch den schmalen Wellenl&ngenbereich nicht zur Emission angeregt
wurden. Allerdings stellt reflektiertes Exzitationslicht ein Problem dar, da es bei der Messung von
Signalintensitaten ja auf das Emissionslicht ankommt. Dichroische Spiegel blenden das reflektierte
kurzwellige Exzitationslicht aus und leiten das langerwellige Emissionslicht zum Detektor, zur
Fotokamera oder zu einem elektronischen Verstérker (,,Photomultiplier) weiter, wo es betrachtet und
fotografiert werden kann (Abb. 6.1.1). Die Aufnahmen kénnen am Computer, der sozusagen eine
,»digitale Dunkelkammer* darstellt, bearbeitet werden. So konnen beispielsweise die Fotografien
farblich untermalt (LOX-1 griin, Zellkerne rot) oder Schérfeneinstellungen noch nachtrdglich
vorgenommen werden. Fir die Messungen der Signalintensitaten sollten aber nur die Graustufen-
darstellung im TIFF-Format verwendet werden. Auch die Verwendung der Bildbearbeitungs- und

Auswertungssoftware muf3 vorher festgelegt sein und dann fiir die gesamte Arbeit beibehalten werden.

Detektor

‘/Sperrﬁlter

——— 1
Strahlteiler
—

Lichtquelle

Anregungsfilter

Objektiv

Praparat

Abb. 6.1.1: Schematischer Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops (aus: Wikipedia)

Eine Herausforderung stellt die Autofluoreszenz dar, die von der unspezifischen Féarbung, etwa durch
Kreuzreaktionen zu unterscheiden ist. Bestimmte Zell- oder Gewebekomponenten neigen zu
Autofluoreszenz, z.B. Kollagen. Aber auch Zellen, die reich an flavinhaltigen Molekiilen (z.B. FAD-
Koenzyme im Zitratzyklus) oder reduzierten Pyridinnukleotiden (z.B. NADH) sind, haben eine
biologische Autofluoreszenz. Flavine kénnen bei Lichteinfall mit einer Wellenldnge von 450 nm
illuminieren und Licht mit einer Wellenlange von 515 nm emittieren. NADH absorbiert

Exzitationslicht von A = 340 nm und emittiert Licht von A = 460 nm (Robinson et al. in Kumar,
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Rudbeck, 2009). Auch Fixierungslésungen konnen eine erhdhte Autofluoreszenz nach sich ziehen,
insbesondere Aldehyde (Glutaraldehyd). Um die Autofluoreszenz in fixierten Zellen zu minimieren,
konnen sie vor Auftragen des Primérantikorpers mit 0,1%iger Natriumborhydrat in Phosphat-
gepufferter Waschldsung (PBS) gewaschen werden (Robinson et al. in Kumar, Rudbeck, 2009). Auch
der Einsatz entsprechender Filter ist mdglich, welche die eigentliche Fluoreszenz maximieren und die
Autofluoreszenz relativieren kdnnen. Zuletzt kénnen auch die Praparation der Probe, die Spezifitat der
Antikorper und die Performance des Detektors EinfluR auf die Bildentstehung
(,,Hintergrundleuchten*) haben. Nach Robinson et al. (2009) sollten ideale Fluorochrome folgende
Eigenschaften haben: (a) einen Absorptionsgipfel (absorption peak) innerhalb eines begrenzten
Wellenldngenbereiches im Exzitationslicht, (b) eine helle, kréftige Fluoreszenz (high quantum yield),
(c) ein enges Emissionspektrum, das vom Detektor erfasst werden kann, (d) eine gute Fotostabilitat
(relative Unempfindlichkeit gegen Photobleaching), (e) Farbstoffeigenschaften, die nicht durch die

Konjugation am Antikorper oder durch Zell- und Gewebeeigenschaften in der Probe veréndert werden.

6.2 LOX-1-Expression und Lipidgehalt der Plaques

Es wurde auch die Messung der Signalintensitat der Olrot-Praparate vorgenommen, um die LOX-1-
Expression mit dem Fettgehalt der histologischen Préparate zu vergleichen. Der direkte Vergleich der
beiden Signalintensitaten in den Einzelpraparaten ergab eine signifikant positive Korrelation (R = 0,3;
P = 0,008). Allerdings zeigte der Vergleich der Mittelwerte dieser Signalintensitaten zwar auch eine
positive Korrelation, die aber nicht signifikant war (R = 0,3; P = 0,06). In dieser Arbeit kann bestatigt
werden, daB ein hoher Lipidgehalt mit einer erhdhten LOX-1-Expression einhergeht. Die
experimentell ~ versuchte  Methodik des  Vergleichens der  fluoreszenzmikroskopischen
Signalintensitdten mit den histologischen Signalintensitdten ohne Fluoreszenzfarbstoff bei
entsprechender Auswahl des Farbkanals in der Auswertungssoftware war erfolgreich. Ahnliche
Versuche wurden in einer Studie von Koopman (2001) présentiert, in der sogar die kombinierte Olrot-
und Immunfluoreszenzfarbung von Skelettmuskelproben in ein und demselben Gewebeschnitt gelang.
In dessen Studie wurden die Lipidanteile mit Olrot, die Myosinmolekiile mit FITC-markierten
Antikorpern und die Zellkerne mit DAPI dargestellt. Neben der lichtmikroskopischen Darstellung
gelang auch die fluoreszenzmikroskopische Darstellung von Olrot-gefirbten Strukturen unter
Verwendung eines speziellen Filters. Im Ergebnis konnte Koopman (2001) zeigen, daR die
Farbintensitdten der Lipidstrukturen in der lichtmikroskopischen wie in der fluoreszenz-
mikrosopischen Anwendung im similéren Verhaltnis stehen. Die Aussagekraft von Signalintensititen
in lichtmikroskopisch durchgefithrten Olrotfarbungen wurde somit bestitigt, so daR sie in dieser

Arbeit angewandt werden konnten.
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6.3 LOX-1-Expression als diagnostischer Marker beim Akuten Koronarsyndrom

Troponin und Kreatinkinase (CK) bzw. die myokardspezifische MB-Isoform der Kreatinkinase (CK-
MB) gelten als ,,Herzmarker in der Diagnostik akuter Koronarsyndrome (ACS). In dieser Arbeit
wurde CK nicht berlcksichtigt, da es bei den meisten Patienten, bei denen CK dokumentiert wurde,
unter 3,25 pmol/l und damit im Normbereich lag. Lediglich bei zwei Patienten wurde eine CK
oberhalb des Normbereiches gemessen, wobei der maximale Wert bei 5,91 pumol/l lag. Hinsichtlich
CK-MB lagen nur 2 Werte vor, die normwertig waren. Der Vergleich der LOX-1-Expression mit
einem Herzmarker beschrénkte sich hier auf Troponin.

In dieser Arbeit konnte ein Zusammenhang zwischen LOX-1-Expression und Troponin nur angedeutet
werden, wenn auch ohne signifikante Korrelation. Eine gezieltere Untersuchung der Beziehung von
LOX-1-Expression und Troponin beziehungsweise CK, CK-MB und Myoglobin bedarf des
entsprechenden Studiendesigns.

Hayashida et al. stellten 2005 eine Studie mit dem Ergebnis vor, da im Serum geltstes LOX-1
(soluble LOX-1, sLOX-1) in der akuten Phase des Akuten Koronarsyndroms erhoht ist. In ihrer
Untersuchung stellten sie bei den Patienten mit einem Akuten Koronarsyndrom fest, dal? sie bereits bei
stationdrer Aufnahme Peak-Werte von sLOX-1 zeigten — und zwar im Gegensatz zu den
Patientengruppen mit (1) einer symptomatischen ischdmischen Herzkrankheit, (2) mit einer bekannten,
aber beschwerdefreien koronaren Herzkrankheit, (3) mit einer akuten nicht-kardialen und (4) mit einer
chronischen nicht-kardialen Erkrankung. Hayashida et al. (2005) zogen daraus die Schluf3folgerung,
dafl3 im Serum geldstes LOX-1 nicht die GroRRe von atherosklerotischen Plaques oder das Ausmal? der
Atherosklerose allgemein reflektiert, sondern eher die Instabilitat einer atherosklerotischen Plaque,
welche zu einem Akuten Koronarsyndrom fiihre. Der sLOX-1-Spiegel steigt sogar bereits an, bevor
eine Schadigung des Myokards apparent wird. Die bisherigen Serum-Marker fir akute koronare
Ereignisse, Troponin und CK-MB, zeigen nicht die Plaqueinstabilitit, sondern die Schadigung des
Myokards an. Es muf3te also bisher immer erst zur Myokardschadigung kommen, bis ein ACS — in der
Regel ein Myokardinfarkt — im Blut von Patienten laborchemisch bestétigt werden konnte. Unterstellt
man fur sLOX-1 im Serum einen Cut-off-Wert von 1,0 ng/ml, so kann sLOX-1 signifikant ACS-
Patienten von nicht-ACS-Patienten, die ebenfalls einer PTCA unterzogen wurden, unterscheiden. Die
Sensitivitat betrug damals 81% und die Spezifitdt 75% fur die Diagnose eines ACS. Ebenso konnte
sLOX-1 die ACS-Patienten ohne Troponin-Erhdhung (instabile Angina pectoris ohne
Myokardschadigung) von den nicht-ACS-Patienten mit einer Sensitivitat von 91% und Spezifitat von
83% unterscheiden (Hayashida et al., 2005). Dies macht sLOX-1 zu einem mdglichen Biomarker in
der Frihdiagnostik des Akuten Koronarsyndroms — die Detektion der Plaqueinstabilitat konnte
nitzlicher sein als der Nachweis der myokardialen Schédigung oder Nekrotisierung, besonders bei
ACS ohne Q-Wave-Veranderungen und ohne Troponin-Anstieg (Vohra et al., 2006). Zudem kdnnte

die Bestimmung von sLOX-1-Serumspiegeln eine Beurteilung der allgemeinen LOX-1-Expression
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und Aktivitat der KHK reflektieren (Kume et al., 2001). Nakamura et al. (2010) entwickelten neben
monoklonalen  Antikdrpern mit hoher Sensivitdt und Spezifitit ein chemilumineszentes
Nachweisverfahren (CLEIA, chemiluminescent enzyme immunoassay) fiir SLOX-1, welches 125-mal
sensitiver als ELISA ist und sLOX-1-Konzentrationen von 8 pg/ml detektieren kann.

Eine Limitation erfahrt sLOX-1 allerdings dadurch, dafll es plaquespezifisch ist und nicht, wie
Troponin, myokardspezifisch. Die Sensitivitdt kdnnte bei Patienten mit generalisierter Atherosklerose
oder peripherer arterieller VerschlulRkrankheit (paVK) vermindert sein bzw. zu falsch positiven

Ergebnissen fihren.

Zur Bestimmung des geldsten LOX-1 im Serum standen fur diese Arbeit keine Blutproben der
Patienten zur Verfligung. Auch konnte keine bessere Vergleichbarkeit der LOX-1-Expression in den
Probeschnitten mit Troponin unternommen werden, welches eventuell aus den Blutproben noch hatte

nachbestimmt werden konnen.

Patienten mit einem Akuten Koronarsyndrom hatten in dieser Untersuchung eine etwas héhere LOX-
1-Expression in den Plaques. Die mittlere LOX-1-Signalintensitat lag bei den Patienten mit einem
ACS bei 108 + 43, bei den Patienten ohne ACS bei 94 + 48 (s. Abb. 5.14.1). Diese Ergebnisse gehen
mit den oben angefiihrten Aussagen konform: sowohl im Serum geldster LOX-1 als auch in den
Plaques detektierter LOX-1 sind bei einem Akuten Koronarsyndrom erhéht. Wenn kein ACS vorliegt,
dann ist LOX-1 in den Plaques zwar vorhanden, aber in geringerer Auspragung. Fur diesen Vergleich
wurde nur das Vorliegen eines aktuellen ACS beriicksichtigt, unabhéngig davon, ob friiher bereits ein
ACS stattgefunden hatte.

6.4 LOX-1-Expression und Stenosegrad als prognostische Marker beim Akuten

Koronarsyndrom

Ein Vergleich zwischen der LOX-1-Expression in atherosklerotischen Plaques und dem Stenosegrad,
der bei Patienten mit der Diagnose einer Koronaren Herzkrankheit oder eines Akuten
Koronarsyndroms im Rahmen einer invasiven Koronardiagnostik gemessen wurde, ist bisher nicht
publiziert worden.

Wirde die These stimmen, dal? mit steigender LOX-1-Expression der Stenosegrad zunimmt, dann
waére der Stenosegrad ein pathophysiologisches Korrelat, ein sichtbar gewordener Ausdruck fiir die
LOX-1-Expression. Die Messung des Stenosegrades in der Herzkatheteruntersuchung wére somit eine
Methode zur Bestimmung der ,,Aktivitit“ der Atherosklerose. Der Stenosegrad ist in der Praxis
leichter zu messen als die LOX-1-Expression in den Plaques. Es ware dann zu prifen, wieweit der

Stenosegrad - und mit ihm die LOX-1-Expression - prognostische Aussagen Uber das Auftreten eines
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ACS machen kénnte. Allerdings bliebe die Messung des Stenosegrades weiterhin nur jenen Patienten

vorbehalten, die einer Koronarangiographie unterzogen werden.

In dieser Arbeit konnte keine signifikante Korrelation zwischen LOX-1-Expression und Stenosegrad
festgestellt werden. Der Zusammenhang zwischen LOX-1-Expression und Stenosegrad koénnte in
weiteren Untersuchungen mit einem groReren Patientenpool und mit standardisierter und genauer
Messung und Dokumentation des Stenosegrades in der Koronarangiographie besser beleuchtet
werden. Daruberhinaus ist zu berticksichtigen, dal die Beurteilung des Stenosegrades wahrend der
Herzkatheteruntersuchung vom Untersucher abhdngig und dadurch sehr subjektiv ist. Die Angabe
eines Stenosegrades im Koronarangiographie-Protokoll ist keine objektive GréRe. Da die Proben-
gewinnung fur diese Arbeit nur durch einen in der DCA erfahrenen Facharzt fir Kardiologie erfolgte,
ist das Risiko interindividueller Unterschiede hiermit ausgeschlossen. Genauere und objektive
Aussagen uber den Stenosegrad konnten aber durch zusétzliche Messungen oder Untersuchungen
moglich gemacht werden, zum Beispiel durch die Anwendung des intravaskularen Ultraschalls
(IVUS) mit sorgfaltiger Dokumentation des Melortes, des Stenosegrades und des GefaRdurchmessers
(Intima-zu-Intima-Durchmesser). MeRmethoden mit Hilfe der Kernspintomographie (Kardio-MRT)
sind noch zu ungenau und ersetzen die Koronarangiographie nicht (Horstick et al., 2004).

In Kapitel 5.3 wurde auf eine leicht abnehmende Tendenz der LOX-1-Expression bei den
hohergradigen Stenosen hingewiesen, die aber ohne statistische Signifikanz war (P = 0,522) (s. Abb.
5.3.1 und Abb. 5.3.2). Abnehmende LOX-1-Expression bei héhergradigen Stenosen wiirde bedeuten,
dal3 diese weniger (LOX-1-exprimierende) Zellen aufweisen, aber eher viel Fett, nekrotisches oder
sogar kalzifiziertes Material beinhalten. Geringere LOX-1-Expression bedeutet auch, dal? die in dieser
Arbeit beschriebenen pathophysiologischen und pathobiochemischen Prozesse, die LOX-1 im
subendothelialen Raum der von der Atherosklerose betroffenen Gefale verursacht, weniger zum
Tragen kommen. Eine Plague, die nur totes Material beinhaltet, ist zwar ein Hindernis fur den
Blutstrom und kann Symptome verursachen (Angina pectoris), wére aber nur dann prognostisch
relevant, wenn sie von ihrer Basis aus kontinuierlich ins Lumen wachst, bis sie das GefaR verschliefit
oder ein kritisches MalR hinsichtlich der Sauerstoffversorgung des stromabwarts gelegenen
Myokardareals tberschritten hat. Die Realitat erlaubt aber eine solche Vorhersagbarkeit nicht, es sei
denn, die stetig wachsende Plaque &ndert sich in ihrer Geschlossenheit und inneren Zusammensetzung
nicht, was aber kaum anzunehmen ist (Davies et al., 1985; Davies, 2000). Zudem ist eine
Einschatzung der Wachstumsgeschwindigkeit von Plaques gar nicht méglich.

Beriicksichtigt man, dall akute Koronarsyndrome und der plétzliche Herztod bei bis zur Halfte der
betroffenen Patienten die Erstmanifestation einer KHK darstellen (Herold et al., 2011; Schneider,
2005), muB von anderen die Prognose bestimmenden Faktoren ausgegangen werden. 73% der
plétzlichen Herztode gehen auf akute Koronarthrombosen zurlick (Davies, 1992). Auch in

transmuralen Herzinfarkten herrschen okklusive und persistierende Koronarthrombosen vor (Davis,
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2000). In den Morgenstunden (6-12h) ereignen sich 40% aller Herzinfarkte aufgrund der Zunahme der
Gerinnungsaktivitat in dieser Zeit, wodurch eine zirkadiane Rhythmik der Infarkthdufung entsteht
(Herold et al.,, 2011). Auch eine von Falk (1985; 1989) innerhalb der Plaque beobachtete
Schichtstruktur thrombotischen Materials mit unterschiedlichem Alter sowie distale Embolisationen
spielen bei unstabilen Plaques eine Rolle. In mehr als 75% stellen sich infarktbezogene Thromben
nach Thrombolyse so dar, daR sie sich Uber bis dahin gering- bis mittelgradigen Stenosen entwickelt
und so einen Herzinfarkt verursacht haben (Van de Werf et al., 2003; Davies, 2000; Falk et al., 1995).
In einer Arbeit von Mehr (2006) wurde dargestellt, daf} Patienten mit Herzinfarkt und therapeutischer
Intervention (PTCA mit Stentimplantation) zu 33% einen kompletten Gefalverschlufl hatten
(Stenosegrad 100%). In 20% lag ein Stenosegrad von 90-99%, in 36% ein Stenosegrad von 75-90%
vor. Mit kleiner werdendem Stenosegrad nahm in der Untersuchung von Mehr (2006) zwar auch die
Anzahl der Patienten mit einem Herzinfarkt ab, aber immerhin hatten noch 9% der 173 untersuchten
Patienten bei einem Stenosegrad von 50-75% einen Herzinfarkt, 2% hatten ihn sogar bei einem
Stenosegrad von weniger als 50%. Um die Rolle der Atherothrombose beim Akuten Koronarsyndrom
starker zu beriicksichtigen, wurden von Virmani et al. (2000) eine modifizierte AHA-KIlassifikation

auf der Basis einer préaziser beschriebenen Morphologie der Plaque vorgeschlagen (Tab. 6.4.1).

In dieser Arbeit hatten die Patienten mit einem ACS einen im Mittel héheren Stenosegrad (92 £+ 5 vs.
89 * 6), jedoch ohne statistische Signifikanz (P = 0,249) (s. Abb. 5.15.1). Aber die Patienten mit
einem ACS wiesen in der Koronarangiographie nicht in jedem Fall hochgradige Stenosen auf. Das
Vorkommen der Stenosegrade reichte bei den Patienten mit ACS von 85% bis 99% (n = 11), wahrend
die Patienten ohne ACS mit Stenosegraden zwischen 75% bis 99% auffielen (n = 21). In der Gruppe
mit ACS befanden sich drei Patienten, die in der Koronarangiographie einen Stenosegrad von 99%
aufwiesen, in der Gruppe ohne ACS nur ein Patient. Diese Daten deuten darauf hin, daf die
Korrelation der Héhe des Stenosegrades mit der Wahrscheinlichkeit des Eintretens eines ACS nicht
gesichert ist. Die alleinige und allméhliche Zunahme einer Stenose reicht flir ein akutes ischdmisches
Ereignis als Erklarung nicht aus. Die Pathophysiologie des ACS ist komplexer (Libby, 2001). Die

prognostische Aussagekraft des Stenosegrades im Hinblick auf ein ACS ist fraglich.

Auch in der Literatur wird anstelle des Stenosegrades zunehmend die Vulnerabilitdt wvon
atherosklerotischen Plaques thematisiert und mit einem ACS assoziiert. Es scheint ein zunehmender
Konsens dariiber zu bestehen, dal? andere morphologische und pathophysiologische Merkmale der
Plaques den meisten akuten koronaren Ereignissen zugrunde liegt bzw. die Wahrscheinlichkeit fir das
Auftreten fir ein ACS erhdéht — der Stenosegrad bekommt eine zunehmend marginale Bedeutung
(Libby, 2001; Virmani et al., 2000). Angiographisch dargestellte Stenosen sagen nichts Uber die
Plaquevulnerabilitat aus, weil der Stenosegrad nicht mit der GrofRe der Plague identisch sein muf
(Davies, 1995). Es wird eine ,,aktive Plaqueruptur® (Ruptur durch proteolytische Enzyme) von der

»passiven Plaqueruptur unterschieden (Thrombusbildung auf Plaqueerosionen oder die
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mechanische Uberanspruchung bei diinnen Fibrosekappen) (Bertrand et al., 2002). Die Morphologie
einer instabilen Plaque ist assoziiert mit einer diinnen Plaguekappe, einem grofRen Lipidpool und
einem Ubergewicht an Entziindungszellen innerhalb der Plaque, die Gber glatten Muskelzellen und
kollagener Matrix liegen (Van der Wal et al., 1999).

Auf der Basis zunehmender Evidenz inflammatorischer Mechanismen beim Akuten Koronarsyndrom
ist der ,,inflammatorischen Vulnerabilitdt” einer Plaque vermehrt Aufmerksamkeit gewidmet worden
(Maseri et al., 2003; Di Stefano et al., 2009). Bei der Prognose eines ACS kdme es demnach weniger
auf den Stenosegrad als viel mehr auf die ,,Lebendigkeit einer Plaque an: eine Plaque ist umso
rupturanfalliger, wenn sie viele lebende Zellen und Makrophagen beinhaltet, die LOX-1 und andere
destabilisierende Faktoren produzieren bzw. die Plaque bestindig umbauen (,,Remodeling®) — auch
wenn diese Plagque nach der Einteilung von Krakau et al. (2005) noch nicht als hochgradig
stenosierend einzuschatzen ist (s. Tab. 1.5.3). In Kapitel 5.14 wurde dargestellt, daf die in dieser
Avrbeit betrachteten Patienten mit einem ACS eine hohere LOX-1-Signalintensitat aufwiesen als die
ohne ACS (108 * 43 vs. 94 £ 48) (s. Abb. 5.14.1). Das zeigt, dal die Plaques beim ACS mit mehr
LOX-1-exprimierenden Zellen besetzt waren. Es lag jedoch keine Signifikanz vor (P = 0,4).

Ganz neu ist die Forschung Uber eine Beteiligung von Stammzellen an der Bildung von Neointima, die
sich zu endothelialen Zellen und glatten Muskelzellen differenzieren kdnnen. Tsai et al. (2012)
beobachteten im Mausmodell Restenosen im Sinne einer neointimalen Hyperplasie 6-8 Wochen nach
Implantation eines zellfreien Venengrafts zur Arteria carotis. Demnach wirde eine zusatzliche
Ursache fiir GefaRverengungen zu differenzieren sein: neben der Atherosklerose als inflammatorisch
vermittelte Lipidakkumulation in der GefdBwand auch eine stammzellvermittelte Neointima-
verdickung als Reaktion auf Endothelschdden. Hier kdme dann doch wieder der Stenosegrad in
Betracht, da die oben genannten pathophysiologischen Zusammenhange zwischen einer vulnerablen
atherosklerotischen Plaque und der Thrombose bei einer blofRen Neointimaverdickung theoretisch
keine Rolle spielen. Zu bedenken ist jedoch, dal} die neointimale Hyperplasie bei Tsai et al. (2012)
nach einer Angioplastie und innerhalb des Graftmaterials zutage trat, was eine Spétfolge der
Angioplastie bedeuten wiirde. Dies ware wiederum fir Patienten nach einer PTCA relevant, zumal die
Patienten nach Angioplastien in der Regel eine medikamenttse Sekundarprophylaxe gegen die
Atherosklerose erhalten. Tsai et al. (2012) erwéhnten aber auch eine inflammatorische Reaktion in der
Frihphase der neointimalen Hyperplasie. Ob es sich hier um zwei unabhéngige Prozesse handelt oder
Verknupfungen zwischen Atherosklerose und der Neointimabildung durch vaskulére Stammzellen
(oder Stammzellen anderen Ursprungs) bestehen, mul die Forschung in der Zukunft zeigen. Und ob
LOX-1 mit seinen Einflussen auf die Genaktivitit der Zelle (NF-.B-Weg) hier ebenfalls eine Rolle

spielt, ist derzeit unklar.
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Lasion Beschreibung Thrombose
Nichtatherosklerotische intimale L&sion
Intimaverdickung intimale Akkumulation von glatten Muskelzellen | keine

ohne Anwesenheit von Lipiden oder Makro-

phagen
Intimale Lipidein- Akkumulation von Schaumzellen ohne Nekrose keine
lagerung (,,fatty oder fibroser Kappe
streak®)
Fortgeschrittene atherosklerotische Lésion
Pathologische glatte Muskelzellen in proteoglykanreicher Matrix | keine
Intimaverdickung mit extrazellul&rer Lipidansammlung ohne

Nekrose
Atherom mit fibréser | Akkumulation von Makrophagen mit Nekrosen keine
Kappe und fibroser Kappe
Atherom mit diinner von Makrophagen infiltrierte, diinne fibrose keine

fibroser Kappe

Kappe (< 65 um), wenig/keine glatten Muskel-
zellen, groRer Nekroseherd; Hamorrhagie

innerhalb der Plague mdglich

Lasion mit akutem Thrombus

Plaqueruptur

Fibroatherom mit Plaqueruptur; luminaler

Thrombus kommuniziert mit Nekroseherd

okkludierend oder
nicht okkludierend

Plaqueerosion

Fibroatherom mit Plaqueruptur ohne

Kommunikation des Thrombus mit Nekroseherd

gewohnlich nicht
okkludierend

Kalzifizierte Knétchen

verkalkte Knotchen auf fibrokalzifizierter Plaque;

wenig oder keine Nekrose

gewohnlich nicht
okkludierend

Lasionen mit abgeheiltem Thrombus

fibrosiert Kollagenreiche Plaque mit signifikanter luminaler | keine
(nicht verkalkt) Stenose
fibrokalzifiziert groRe verkalkte Areale mit wenig keine

(mit oder ohne
Nekrose)

Entziindungszellen oder Nekrose

Tab. 6.4.1: Modifizierte AHA-KIlassifikation nach Virmani et al. (2000)
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Abhilfe konnte die Weiterentwicklung der intravaskularen Ultraschalldiagnostik (I\VUS) bringen,
welche zwar auch im Rahmen einer Koronarangiographie durchgefiihrt werden muf, die aber
zumindest die Biopsieentnahme erspart. Nicht-invasive Ultraschall-Messungen im B-Modus werden
schon langst in der Diagnostik von GeféaBverdnderungen eingesetzt, insbesondere in den peripheren
Extremitétenarterien (Arteria femoralis, Arteria poplitea u.a.) oder in den extrakraniellen HalsgefaRen
(Arteria carotis). Zumindest konnen bei diesen relativ oberflachlich gelegenen Geféalien
GeféaRquerschnitte, Plaquegréfen und Lumen-Intima-Verhaltnisse ausgemessen werden.

Die intravaskuldre Ultraschalltechnik wurde schon 1990 mit Hilfe der Mikroskopie anhand
korrespondierender histopathologischer Schnitte validiert (Nishimura et al., 1990). Mit heutigen
Techniken ist die Unteruchung der Arterienwand und des Gefaltlumens in hoher Aufldsung sowie eine
Plaqueklassifikation in vivo mdoglich (Nair et al., 2002). Bezliglich des koronaren Gefalbaumes
erlaubt die IVUS Rickschlisse auf die Charakteristik und (In-) Stabilitat von atherosklerotischen
Plaques. So zeigen insbesondere lipidreiche, exzentrische Plaques mit einem groRen Plaguevolumen
ein echoarmes Areal, was als Indikator fiir deren Instabilitat herangezogen werden kann (Yamagishi et
al., 2000). Allerdings ist auch der Graustufen-IVUS in der morphologischen Unterscheidung von
kalzifizierten und dichten fibrotischen Plagques (starke Signalreflexion) einerseits, und lipidreichen,
fibrosierenden und eingebluteten Plaques (schwache Signalreflexion) andererseits eingeschrénkt. Die
Notwendigkeit zur praziseren Untersuchung der Plaqueszusammensetzung resultierte in der
Entwicklung von Ultraschallmethoden mit Anwendung von Radiofrequenzsignalen und deren
Spektralanalysen (virtuelle Histologie) mit enger Korrelation zur Histologie ex vivo und in vivo (Nair
et al.,, 2002; Kaufmann, 2009). Inzwischen sind farbliche histomorphometrische Darstellungen
(Colour-coded virtual histology), Elastographien beziglich biomechanischer und elastischer
Eigenschaften der Arterienwand, Palpographien der Plaqueoberflachen (Rupturen, Erosionen) und die
Darstellung von Neovaskularisationen in Plaques mdglich. Auch ,,molekulares Imaging* von Plaques
durch die Anwendung von echogenen Mikropartikeln oder sogar Nanopartikeln (Tracern), die auf
bestimmte molekulare Strukturen auf Zell- und Plaqueoberflachen ausgerichtet sind, sind in der
Erprobung (Kaufmann, 2009; Hamilton et al., 2004).

Geht man von der Tatsache aus, daf? lipidreiche Plaques eine héhere LOX-1-Expression aufweisen
(s. Kapitel 5.16), so konnten im Rahmen der virtuellen Histologie oder dem ,,molekularem Imaging®
bei der IVUS-Anwendung auch Aussagen Uber die LOX-1-Expression mdglich werden. Dann kénnte
IVUS auch prognostische Angaben (ber ein ACS erlauben, da lipidreiche Plaques eher zu
Plaqueinstabilitaten und Plaquerupturen neigen (Yamagishi et al., 2000). In gleicher Sitzung wére
dann eine prophylaktische Stentimplantation von als vulnerabel und potentiell rupturgefahrdet

detektierten Plaques denkbar.

Ishino et al. (2007) untersuchten bei hypercholesteroldmischen Ratten, ob das Ausmal der LOX-1-

Expression mit der Plaqueinstabilitit assoziiert ist. Sie berechneten einen Plaque-Instabilitats-Index,
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der sich aus dem Verhaltnis von Fett- und Makrophagengehalt der Plaque und der Beschaffenheit und
Dicke der fibromuskulédren Kappe zusammensetzt. Je lipidreicher und makrophagenreicher die Plaque
und je dunner die fibromuskuldre Kappe sind, desto wahrscheinlicher findet eine Destabilisierung der
Plaque statt, was sich im groRer werdenden Plaque-Instabilitats-Index ausdriickt (Abb.6.4.2). Er
konnte nachweisen, dafll der Plaque-Instabilitats-Index signifikant mit der LOX-1-Expression
korreliert (Ishino et al., 2007; Kuge et al., 2008).

LOX-1 vermittelt nicht nur Lipidaufnahme und Schaumzellbildung, sondern noch verschiedene andere
pathophysiologische Effekte. Seine Rolle in der Degradierung von extrazellularer Matrix durch
Induktion von Matrixmetalloproteinasen und der Induktion der Apoptose von vaskuldren Muskelzellen
macht ihn zu einem mafRgeblichen Faktor fur die Beschaffenheit und Dicke der fibromuskuléren
Kappe und demnach flr die Stabilitdt oder Instabilitat (Vulnerabilitat) der Plaque insgesamt (s. Abb.
2.5.1). Der Plague-Instabilitats-Index kénnte ein Messinstrument flr die LOX-1-Expression und LOX-
1-Aktivitat sein, was eine oxLDL-Aufnahme bedeuten wirde. Wieweit der Plaque-Instabilitats-Index
eine zuverlassige Vorhersage tber das Auftreten von ACS ermdglicht, mull abgewartet werden.
Hypothetisch wiirde ein hoher Plaque-Instabilitits-Index ein hohes Risiko fiir ein Akutes
Koronarsyndrom bedeuten. Ein Cut-off-Wert wurde von Ishino et al. (2007) nicht angegeben.
Allerdings bliebe fur die Berechnung des Plague-Instabilitats-Index die Limitation, dall immer eine
invasive Koronardiagnostik (mit allen dazugehdérigen Risiken und Komplikationen) und mit Biopsie
und anschlielender histologischer Beurteilung des Bioptates erfolgen muf. Der Kosten-Nutzen-
Aufwand ist unklar und dirfte in der Praxis eventuell Schwierigkeiten bei der Umsetzung bereiten.
AuBerdem ist eine Koronarangiographie allein zur Abschatzung der Prognose eines ACS nicht

zugelassen.

Typical unstable plaque Typical stable plaque

Lipid core area (macrophages + extracellular lipid deposits)

Plaque instability index =
Fibromuscular cap area (smooth muscle cells + collagen fibers)

<FgEee « endothelial cells, «=>» : smooth muscle cells, === : collagen fibers,

: macrophages, (;j) : extracellular lipid deposits

Abb. 6.4.2: Stabile und instabile Plague und ihre Beurteilung durch den Plaque-Instabilitats-
Index (Quelle: Libby, 2001)
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Inoue et al. (2010) formulierten einen LOX-Index und evaluierten dessen prognostischen Wert flr
KHK und Schlaganfall. Der LOX-Index errechnet sich aus dem Produkt der Blutplasmakonzentration
des LOX-1-Liganden-enthaltenden Apolipoprotein B (LAB) und der l6slichen Form von LOX-1 im
Plasma (sLOX-1).

LOX-Index = LAB x sLOX-1

In ihrer Studie war ein héherer LOX-Index mit der Inzidenz von KHK und insbesondere Apoplex
signifikant assoziiert. Die Resultate bestdtigten den LOX-Index als Pradiktor fur die Inzidenz von
kardiovaskuldren Erkrankungen. Diese Studie wurde allerdings an einer japanischen Kohorte
durchgefuhrt, so dal? die Validitat des LOX-Index noch an anderen ethnischen Populationen gepruft

werden muB. Inwieweit der LOX-Index in der Klinik Verwendung finden kann, muf? sich zeigen.

In einer 2011 abgeschlossenen Arbeit der Arbeitsgruppe ,.Molekulare Kardiologie® an der
Universitatsmedizin Greifswald (Stecher, 2011) wurde via Bioassay indirekt nachgewiesen, dal die
LOX-1-Expression beim Akuten Koronarsyndrom erhéht ist. Es wurde gefunden, daB in vitro die
LOX-1-Proteinexpression auf Endothelzellen von humanen Nabelschnurvenen deutlich erhoht ist,
nachdem sie mit dem Serum von Patienten mit einem Akuten Koronarsyndrom inkubiert wurden.
Verglichen wurde mit einer Kontrollgruppe von Patienten ohne ACS bzw. nachweisbarer KHK. Dies
galt sowohl fur die Inkubation mit arteriellem Blut, das wahrend der Herzkatheteruntersuchung aus der
Aortenwurzel entnommen wurde, als auch fir vengses Blut, das aus dem Koronarsinus entnommen
wurde. Daraus wurde die Schluf3folgerung gezogen, daR wahrend des Akuten Koronarsyndroms
Mediatoren im arteriellen und vendsen Blut sind, die die LOX-1-Expression induzieren. Als
Mediatoren wurden Zytokine wie TNF-o, die Interleukine IL-1a, IL-1pB, IL-6 und IL-8 sowie MCP-1
genannt, ohne dal? alle in der zitierten Arbeit im Serum bestimmt wurden. AuBerdem wurde gezeigt,
daB die Konzentration von oxLDL beim ACS erhéht ist, und da mit steigender oxLDL-Konzentration
auch die LOX-1-Expression zunimmt, und zwar sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene.
Unter Statintherapie nahm die LOX-1-mRNA-Expression trotz steigender ox-LDL-Konzentration
beim ACS im Trend ab. Zudem herrscht beim Akuten Koronarsyndrom ein akuter NO-Mangel (Yazici
et al., 2007) durch gesteigerte Superoxidanionen-Produktion, was zur Steigerung der Expression von
LOX-1, aber reaktiv auch von eNOS fiihrt. Als weiteres interessantes Ergebnis wurde présentiert, dal
mit steigender LOX-1-Expression tendenziell der Serumspiegel fur den Gewebe-Plasminogenaktivator
(,,tissue-type plasminogen activator, tPA) abnimmt, was eine Storung der Fibrinolyse, also eine
erhéhte Thrombogenitit bedeutet, wobei Ridker et al. (1993) eine erhohte tPA-Konzentration als
Risikomarker fur zukinftige Myokardinfarkte bewerteten.

All diese Daten lassen vermuten, da beim Akuten Koronarsyndrom die LOX-1-Expression durch
vermehrte Aktivitdt von Mediatoren im Serum erhoht ist und dal? hohe oxLDL-Spiegel und niedrige

tPA-Spiegel die Prognose eines ACS beeinflussen kénnen.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, daR die Stabilitdt der Plaque, also ihre morphologische
Beschaffenheit, eine entscheidende Rolle fiir ein ACS spielt, unabhdngig davon, wie hoch der
Stenosegrad ist und wie weit die Stenose in das Gefasslumen hineingewachsen ist.

Wenn man davon ausgeht, dass das ACS uberwiegend aufgrund einer Plaqueruptur, also als Folge
einer vorangegangenen Plaquedestabilisierung erfolgt, so hat hierfir die LOX-1-Expression eine
groRere Relevanz, nicht aber der Stenosegrad.

Daraus folgt, daf die Plaqueinstabilitdt genauso ein therapeutischer Zielpunkt sein mul3 wie die
Progression einer atherosklerotischen Stenose. Die Sicherung der Plaquestabilitét gilt wahrscheinlich
als neue Herausforderung in der Atherosklerose-Forschung (Newby et al., 1999; Gutstein et al., 1999).
Bereits jetzt werden in der Klinik die Statine nicht mehr nur als Cholesterinsenker, sondern auch als
,Plaquestabilisatoren* zur Sekundérprophylaxe der Koronaren Herzkrankheit eingesetzt (Nishikawa et
al., 2005).

6.5 LOX-1-Expression und patientenbezogene klinische Parameter

In dieser Arbeit wurde eine Reihe von patientenbezogenen und klinischen Parametern auf ihre
Korrelation mit der LOX-1-Expression hin untersucht. Dazu wurden Body-Mass-Index (BMI), Alter
und Geschlecht, aber auch die Risikofaktoren Zigarettenrauchen, Arterieller Hypertonus, Diabetes
mellitus und Dyslipoproteindmie, ferner die Laborparameter Troponin und CRP und schlieBlich die
Therapie mit einem HMG-CoA-Reduktase-Hemmer herangezogen. Es standen die dokumentierten
Befunde in den Patientenakten aller in dieser Arbeit eingeschlossenen 37 Patienten zur Verfugung,
welche im Zeitraum zwischen Juli 2001 und April 2005 im Rahmen einer DCA in stationarer
Behandlung waren. Es lagen jedoch nicht zu allen Patienten alle Daten zu den in dieser Arbeit
untersuchten Parametern vor, so daB die Patientengruppe des zu betrachtenden Parameters
entsprechend kleiner war. Es wurden keine Patienten ausgeschlossen. Die inkomplette Datenerfassung
beruhte in einigen Féallen aus der unvollstandigen Patientenakte und/oder dem Kontaktverlust mit den

Patienten.

Alle Versuche, eine Korrelation zwischen LOX-1-Expression und den ausgewahlten Parametern
aufzuzeigen, ergaben keine signifikanten Ergebnisse. Eine Ursache kdnnte in der geringen Fallzahl
bestehen. Bei einigen Parametern waren sogar negative Korrelationen angedeutet, zum Beispiel beim
Body-Mass-Index oder beim Arteriellen Hypertonus. Positive Korrelationen gab es — wie zu erwarten
war — beim Zigarettenrauchen und der Dyslipoproteindmie. Auch das Alter korrelierte eher positiv mit
der LOX-1-Expression. Manner hatten durchschnittlich hthere LOX-1-Signalintensitaten als Frauen
(103,8 vs. 82,7).

Hinsichtlich des kardiovaskuldren Risikoprofils handelte es sich retrospektiv. um eine relativ

heterogene Gruppe. Die Mehrzahl der Patienten wiesen die klassischen Risikofaktoren Bluthochdruck
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(83,8%) und Fettstoffwechselstérung (86,5%) auf. Ein Vergleich der LOX-1-Expression mit und ohne
Vorliegen dieser Risikofaktoren war nur bedingt moglich, weil der jeweilige Anteil der Patienten ohne
Bluthochdruck bzw. Dyslipoproteindmie relativ klein war. Andererseits ist dabei aber von zwei
pathophysiologischen Voraussetzungen fir die LOX-1-Expression auszugehen, die bei den meisten
Patienten gegeben war, wobei in dieser Arbeit die LOX-1-Expression mit der Arteriellen Hypertonie
eher negativ, mit der Dyslipoproteindmie eher positiv korrlierte. Anders verhielt es sich beim Diabetes
mellitus, einem anderen klassischen Risikofaktor fir die KHK: etwa drei Viertel der Patienten waren
Nichtdiabetiker, gleichwohl der Vergleich der LOX-1-Expression bei den Diabetikern mit der von
Nichtdiabetikern keinen Unterschied zeigte. Nur beim Zigarettenrauchen teilten sich die Patienten in
zwei Lager zu fast gleichen Anteilen auf. Bei den Nichtrauchern (0 packyears) war die mittlere LOX-
1-Expression entsprechend am niedrigsten, wenn auch ohne signifikante Relevanz gegenuber den
Rauchern. Erkennbar war aber, daf mit zunehmendem Zigarettenkonsum in Menge und Zeit

(packyear) auch der LOX-1-Gehalt in den Plaques zunahm.

In der Zusammenschau folgt daraus, daf die LOX-1-Expression von vielen Faktoren beeinfluf3t
werden kann. Das gleichzeitige Vorliegen mehrerer Risikofaktoren in den verschiedensten
Kombinationen erschwert den Vergleich der LOX-1-Expression in Bezug auf einzelne Risikofaktoren.
Eine sorgfaltigere Auswahl der Patienten ist am ehesten durch prospektive Studien zu gewahrleisten,
in denen von Beginn an nur Patienten mit relativ dhnlichem Risikoprofil in einer
Untersuchungsgruppe bericksichtigt und einer Kontrollgruppe gegeniibergestellt werden. Um eine
groitmdgliche Einheitlichkeit und Vergleichbarkeit zu gewdhrleisten, missen Untersuchungen

eventuell auf wenige ausgewahlte Parameter eingegrenzt werden.

Um den inflammatorischen Aspekt der Atherosklerose zu beleuchten, wurde der relativ unspezifische
Entziindungsparameter CRP in diese Arbeit einbezogen. Ein positiver Zusammenhang ergab sich hier
nicht. Interessant ware eine Untersuchung tber den Einflul eines langerfristig erhéhten CRP-Spiegels

auf die LOX-1-Expression in vitro und in vivo, z.B. bei chronischen Entziindungen (Li et al., 2004).

Ein interessantes Ergebnis erbrachte der Vergleich der Signalintensitaten von denjenigen Patienten,
die mit einem HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (Statin) therapiert wurden und denjenigen, die keine
Statine bekamen. Die Patienten ohne Statintherapie hatten durchschnittlich hohere Signalintensitaten
fir LOX-1 (114 vs 97), also eine hohere LOX-1-Expression. In verschiedenen Studien wurde die
inhibierende Rolle von Statinen in der LOX-1-Physiologie studiert, zum Beispiel von Jantzen et al.
(2008). Da Statine via HMG-CoA-Reduktase-Hemmung direkt in den Cholesterinstoffwechsel einer
Zelle eingreifen und die LOX-1-Expression mit dem Lipidgehalt der Zelle bzw. Plaque einhergeht
(s. Kap. 5.17.), scheinen Statine die LOX-1-Expression zumindest indirekt Gber die Hemmung der
Cholesterinbiosynthese gunstig zu beeinflussen und somit plaquestabilisierend zu wirken. In der
vorliegenden Arbeit konnte dies auch auf fluoreszenzmikroskopischem Wege bestatigt werden.

Inwieweit Statine die LOX-1-Expression direkt hemmen und somit einen zusétzlichen nitzlichen
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Effekt vorweisen kdnnen, miissen weitere Studien zeigen (Maron et al., 2000; Lefer et al., 2001;
Morawietz et al., 2006; Mehta et al., 2001). Derzeit ist davon auszugehen, dal} die Mevalonsédure, das
durch die HMG-CoA-Reduktase aus dem 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A entsteht, die
MRNA fur die eNOS destabilisiert und somit die NO-Produktion hemmt (Laufs et al., 1997). Eine
Hemmung der Mevalonsdure-Produktion mit Hilfe der Statine wiirde eine vermehrte eNOS-
Expression, NO-Produktion und dadurch eine Verbesserung des oxidativen Milieus in der Zelle
bewirken. AulRerdem scheinen Statine direkt positiven Einflu} auf die eNOS-Expression zu nehmen
(Laufs et al., 1998; Herndndez-Perera et al., 1998), und wurden deshalb von Lefer et al. (2001) als
NO-freisetzende bzw. zellprotektive Substanzen bezeichnet. Dartberhinaus fordern Statine durch eine
vermehrte NO-Freisetzung die anderen antiinflammatorischen Eigenschaften von NO in der Zelle, z.B.
die Verzdgerung der Thrombozyten-Aggreation und der Leukozyten-Adhasion am Endothel und die
Entscharfung von reaktiven Sauerstoffspezies, und dies sogar unter normalen Serum-
Cholesterinwerten (Pruefer et al., 1999; Scalia et al., 2001). Man kann daraus weiter schlul3folgern,
dal3 die Statine nicht nur die Arzneistoffe gegen Hypercholesterindmie, sondern auch gegen die
Endotheliale Dysfunktion darstellen. Es liegt auf der Hand, daf’ durch diese antiinflammatorischen und

antioxidativen Effekte der Statine auch das LOX-1-System positiv beeinflut zu werden scheint.

Das Probenmaterial stammte von Patienten, die in der Klinik flr Innere Medizin B, Abteilung fur
Kardiologie der Universititsmedizin Greifswald, einem high-volume-Zentrum fiir invasive
Koronarinterventionen, mit einer Direktionalen koronaren Atherektomie (DCA) behandelt wurden.
Alle DCA wurden von nur einem mit der DCA sehr erfahrenen Facharzt fur Kardiologie durchgefiihrt.
Dadurch konnten Unterschiede hinsichtlich des Probenmaterials vermieden werden, die eventuell
auftreten wiirden, wenn es etwa von mehreren und/oder weniger erfahrenen Arzten gewonnen wird
(Hartmann, 2006). Die Erfahrung des durchfilnrenden Arztes spielt durchaus eine Rolle auf die
Versehrtheit der Plagues. Dadurch kann von einer guten Vergleichbarkeit des Materials ausgegangen
werden, was fur das hier vorliegende Patientengut als vorteilhaft zu werten ist. Es bleiben aber die
individuellen Unterschiede bei den Patienten: jeder Koronarbaum ist ein Unikum und kann auch dem
erfahrenen Arzt Herausforderungen und Schwierigkeiten bereiten, die er erst wéhrend der Intervention
bewéltigen kann. Als Vorteil erweist sich auch, da nur Patienten in diese Studie eingeschlossen
wurden, die noch nicht operiert waren, z.B. mit einem aortokoronaren Venenbypass (ACVB). Das

Plaquematerial stammte also aus rein koronaren Gefalien.

Nicht in jedem Fall war bei den in dieser Arbeit untersuchten Patienten ein aktuelles Akutes
Koronarsyndrom die Indikation fir die DCA. Vier von flinf Patienten hatten Angina pectoris (81,1%,
n = 30), von denen sechs Patienten (54,5%) ein ACS im Sinne eines NSTEMI oder STEMI und finf
Patienten (45,5%) ein ACS im Sinne einer instabilen Angina pectoris hatten. Beim Vergleich der
LOX-1-Expression mit und ohne ACS lag der Schwerpunkt auf das zum Zeitpunkt der DCA aktuell

vorliegende akute Koronarsyndrom, unabhéngig davon, ob bereits friher ein ACS vorlag — soweit dies
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aus den Patientenakten zu entnehmen war, da die ACS-Anamnese leider nicht standardisiert war und
nicht bei allen Patienten Angaben zu ACS in der Anamnese vorlagen. Es sollte nur die LOX-1-
Expression beim aktuell vorliegenden ACS bertcksichtigt werden. Aus diesem Grunde wurden friiher
stattgehabte ACS in die Gruppe der Nicht-ACS gezahlt. Auch Patienten mit einer stabilen Angina
pectoris oder gar ohne Symptomatik wurden in die Nicht-ACS-Gruppe gerechnet. Es konnte gezeigt
werden, dal3 in den Plaques bei den Patienten mit akutell vorliegendem ACS eine im Trend hoéhere
LOX-1-Expression vorlag als in der Nicht-ACS-Gruppe. Die Ergebnisse waren jedoch statistisch nicht
signifikant.

Die Uberwiegende Mehrzahl der Koronarinterventionen fand im Ramus interventricularis (RIVA) der
linken Koronararterie statt (62,1%). Beziglich der Lokalisation der Stenose scheint die LOX-1-
Expression im Ramus circumflexus (RCX) der linken Koronararterie am hdchsten zu sein, gefolgt
vom RIVA und der rechten Koronararterie (RCA). Die Unterschiede waren aber nicht signifikant (P =
0,774).
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7 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden Proben von 37 Patienten untersucht, die im Rahmen einer Direktionalen
koronaren Atherektomie (DCA) entnommen wurden. Das entnommene atherosklerotische
Plaquematerial wurde histologisch und immunhistochemisch untersucht. Im Mittelpunkt stand dabei
die  fluoreszenzmikroskopische  Messung der Signalintensitdt fir LOX-1 nach der
immunhistochemischen Farbung mit einem FITC-markierten Antikorper nach dem ELISA-Prinzip

(Enzyme-linked immunosorbent Assay).

LOX-1 ist ein Glykoprotein aus der ,,Lectin-like“-Familie vom C-Typ und ein Scavenger-Rezeptor der
Klasse E auf Membranoberflachen von Endothelzellen blutgefdireicher Organe sowie von
Makrophagen. Der Hauptligand ist oxidiertes Low Density Lipoprotein (oxLDL).

In dieser Arbeit konnte LOX-1 mit den oben vorgestellten Methoden nachgewiesen werden. Der
visuelle Aspekt der Probeschnitte zeigt im Vergleich zu den zugehérigen Kontrollschnitten besonders
an den Plaqueoberfléchen, in einigen Proben auch im subendothelialen Bereich LOX-1-reiche Areale,
welche mit FITC-Fluoreszenz dargestellt werden konnten. Danach wurden die LOX-1-
Signalintensitdten der einzelnen Préparate fiir jeden Patienten gemittelt und mit ausgewéhlten
Patientenmerkmalen verglichen. Die Patientenmerkmale wurden einerseits aus den Patientenakten
entnommen, zum Beispiel Angaben (ber korperbezogene Daten (z.B. BMI), Anamnese (z.B.
Vorliegen eines akuten Koronarsyndroms), Risikofaktoren, Vorerkrankungen und Labordaten.
Andererseits wurden Befunde herangezogen, die in der Herzkatheter-Untersuchung ermittelt wurden
(Stenosegrad). Der Vergleich der LOX-1-Signalintensitat mit den ausgewahlten Patientenmerkmalen
ergab keine signifikanten Korrelationen. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang der LOX-1-

Expression mit den nachfolgend aufgezéhlten Parametern konnte nicht nachgewiesen werden:

e Stenosegrad

o Alter

e Geschlecht

e Body Mass Index (BMI)
e Zigarettenkonsum

o Arterieller Hypertonus

o Diabetes mellitus Typ Il
o Dyslipoproteindmie

e Troponin

e C-reaktives Protein

e Akutes Koronarsyndrom
o Lokalisation der Plaques

e Statintherapie
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Der Vergleich zwischen LOX-1-Signalintensitat und Stenosegrad bestétigte die Hypothese nicht, dal
mit zunehmendem Stenosegrad auch die LOX-1-Signalintensitdt und damit die LOX-1-Expression
zunehmen wirden (P = 0,522). Der Stenosegrad erlaubt demnach keine Aussage Uber die LOX-1-
Expression in menschlichen atherosklerotischen Plaques.

Ein siginfikantes Ergebnis ergab der Vergleich zwischen LOX-1-Signalintensitait und Olrot-
Signalintensitat, was darauf schlieBen lait, dafl die LOX-1-Expression mit zunehmendem Fettgehalt
steigt. Die Ergebnisse waren signifikant positiv, wenn die Einzelpraparate der Probeschnitte mit den
entsprechenden Pendants der Olrot-Schnitte verglichen wurden (P = 0,007). Der Vergleich der
Mittelwerte der Signalintensitaten je Patient zeigte einen positiv korrelierenden Zusammenhang,
jedoch ohne statistische Signifikanz (P = 0,06). Die Olrot-Farbung wurde zur histologischen
Darstellung von Lipiden in den Plaques angewandt.

Im Akuten Koronarsyndrom (ACS) scheint die LOX-1-Expression etwas ausgepragter zu sein als bei
Patienten ohne ACS. Die Mittelwerte sowohl der LOX-1-Signalintensitét als auch der Stenosegrade
sind bei Patienten mit ACS hoher als bei den Patienten ohne ACS. In dieser Arbeit sind diese
Ergebnisse jedoch nicht signifikant (P = 0,4). Die Plaqueruptur bzw. Plaqueinstabilitat sind zumindest
theoretisch das Bindeglied zwischen einem Akuten Koronarsyndrom und der Aktivitdt von LOX-1 in
der Plaque. Das Ergebnis der vermehrten LOX-1-Expression in Plaques von Patienten mit einem ACS
stimmt auch mit der Beobachtung anderer Autoren tberein, da im ACS erhdhte Werte des im Serum
gelosten LOX-1 (sLOX-1) meRbar sind. Da sLOX-1 im ACS bereits erhoht ist, noch bevor es zum
Untergang von Myokardgewebe und dem darauffolgenden Anstieg von Troponin oder CK-MB, den
bisherigen Markern der Infarktdiagnostik, kommt, kénnte sLOX-1 ein neuer diagnostischer Marker in
der Friherkennung eines ACS sein (Ishino et al., 2007). Der Vorteil ware die friihzeitigere Einleitung
von TherapiemalRnahmen bei einem ACS oder langfristig eine LOX-1-spezifsche Therapie bei
symptomatischer KHK. Problematisch bleibt allerdings die geringere Spezifitat von sLOX-1 fiir die
Koronararterien, da es auch bei Atherosklerose anderer arterieller GefaRe erhoht sein kann. SLOX-1

wurde in dieser Arbeit nicht berticksichtigt, da keine brauchbaren Blutproben der Patienten vorlagen.

Ein fur die weitere Forschung sicher interessantes Ergebnis ergab der Vergleich der LOX-1-
Signalintensitaten zwischen den Patienten, die eine lipidsenkende Therapie mit einem HMG-CoA-
Reduktase-Hemmer (Statin) erhalten hatten und denen, die kein Statin einnahmen. Demnach war die
mittlere LOX-1-Signalintensitét bei den Patienten ohne Statintherapie mit 114 + 53 deutlich hoher als
die mit Statintherapie (97 + 44). Eine statistische Signifikanz konnte jedoch nicht festgestellt werden
(P = 0,36). Weitere Untersuchungen missen zeigen, wieweit die Statine direkt ins LOX-1-System
eingreifen und eine relevante giinstige Beeinflussung von LOX-1 durch die Statine vorliegt. Ein
indirekter Effekt der Statine auf LOX-1 wird derzeit aus der Hemmung der Cholesterinbiosynthese,
der Hauptwirkung der Statine, abgeleitet. Weitere Forschung, etwa tber Effekte auf die Endotheliale

Dysfunktion und die Verbesserung der zelluldren NO-Versorgung, ist vielversprechend.
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LOX-1, 1997 von Sawamura erstmalig beschrieben und kloniert, steht seither im Interesse der
Atheroskleroseforschung. IThm wird die Rolle eines Dreh- und Angelpunktes in der Atherogenese oder
zumindest eine Verstarker- oder Beschleunigerfunktion im Prozess der Atherosklerose zugeschrieben
(Cilingiroglu et al., 2005). Im Zusammenspiel mit Hypercholesterindmie, Hypertension und
Inflammation kommt es nicht nur zur vermehrten LDL-Aufnahme durch das Endothel, sondern auch
zur verstarkten Oxidation von LDL in vasalen und subendothelialen R&umen, indem ein oxidatives
Milieu erzeugt wird. LOX-1 scheint hier eine entscheidende Rolle zu spielen, da es uber den
Transkriptionsfaktor NF-.B verschiedene Signalwege aktiviert, die eine Inflammation, Apoptose und
endotheliale Dysfunktion mit Verlust der antioxidativen NO-Produktion nach sich ziehen. Zudem ist
die Aufnahme von oxidiertem LDL (oxLDL) durch LOX-1 auf Endothelzellen und inshesondere
Makrophagen keinen negativen Feedback-Mechanismen unterworfen. OXLDL und andere reaktive
Sauerstoffspezies unterhalten und verstarken das oxidative Milieu. Im weiteren Verlauf kommt es zur
Lipidakkumulation, Makrophagenmigration und die Ausbildung eines Atheroms mit einer
Plaquekappe, welche mehr oder weniger stabil ist. Die Stabilitdt der Plaque ist abhédngig von der
Aktivitat und Menge der MMP-produzierenden Makrophagen. Je hoher der Fettgehalt und der Anteil
an Makrophagen in der Plague, desto instabiler und rupturanfélliger (vulnerabler) die Plaque. Dabei
korreliert die Auspragung von LOX-1 mit dem Fettgehalt, was in dieser Arbeit gezeigt werden konnte.
Fettgehalt, Makrophagen und die Beschaffenheit der Plaguekappe bestimmen (ber die Vulnerabilitat
einer atherosklerotischen Plaque — und damit auch Uber die Prognose eines Akuten Koronarsyndroms.
LOX-1 ist malRgeblich daran beteiligt.

Diese Arbeit hat versucht, diese Zusammenhange zu zeigen. Es ist erfreulich, dal weltweit eine rege
Forschungsarbeit Gber LOX-1 geleistet wird und diverse Versuche unternommen werden, LOX-1 fiir
diagnostische und therapeutische Anwendungen zu erschlielen. Wieweit das LOX-1-System auch als
Target fur die Arzneimitteltherapie in Frage kommt, muBl die Zukunft zeigen (Chen et al., 2007). Bis
tiber LOX-1 ein neuer Weg in der Therapie der Atherosklerose beschritten (Rabbani et al., 1999) und
insbesondere bei der medikamentdsen Plaquestabilisierung ein pradiktiver Zusatznutzen erzielt werden
kann, dlrfte die Behandlung der Risikofaktoren, aber auch die konsequente Ausschopfung der primér-
und sekundarpraventiven Mdoglichkeiten beziiglich Erndhrung und Lebensstil auch weiterhin eine
Schlisselrolle in der Pravention und Therapie der Koronaren Herzkrankheit sein. Auch der Umgang

mit Akuten Koronarsyndromen wird von einem besseren Verstdndnis von LOX-1 profitieren.
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8 Anhang

Die folgenden Abbildungen zeigen von jedem Patienten (Pat.Nr.) je ein Praparat (Prap.Nr.) aus der
Fluoreszenzmikroskopie (Probe- und Kontrollschnitt) mit den zugehdrigen histologischen Schnitten.

Die gesamte Bilddokumentation befindet sich auf der CD-Rom im hinteren Buchdeckel.

LOX-1, Probe, 200x Kontrolle, 200x

" 100 pm

Olrot, 200x von Kossa, 200x,

— 100 pm

A 100

ADbb. 8.1.1: Pat.Nr. 1; Prap.Nr. 1 (2); oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak und
FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak), (weiler Pfeil: LOX-1; gestrichelter Preil: Zellkern);
oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E
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Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung, 200x (Pfeil: kollagene Fasern); unten links: Olrot-
Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x (Pfeil: Kalk)
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FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-markierter
Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung, 200x; unten

links: (")Irot-Férbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.3: Pat.Nr. 3; Prap.Nr. 3; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak und
FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-markierter
Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung, 200x; unten
links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x (Pfeil: Kalk)
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Abb. 8.1.4: Pat.Nr. 4; Prap.Nr. 4 (1); oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak und
FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-markierter
Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung, 200x (Pfeil:
kollagene Fasern); unten links: Olrot-Farbung, 200x (Pfeil: Lipiddepots); unten rechts: von-

Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.5: Pat.Nr. 5; Prap.Nr. 5; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak und
FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-markierter
Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung, 200x; unten

links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.6: Pat.Nr. 6; Prap.Nr. 6; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak und
FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-markierter
Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung, 200x; unten

links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.7: Pat.Nr. 7; Prap.Nr. 7; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak und
FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-markierter
Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung, 200x; unten

links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x



105 Anhang

LOX-1, Probe, 200x Kontrolle, 200x

. EVG, 200x

- N ? Olrot, 200x von Kossa, 200x

2 AN
[ | S e
100 wm "#;.. 100 wm

Abb. 8.1.8: Pat.Nr. 8; Prap.Nr. 8; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak und
FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-markierter
Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung, 200x; unten
links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x



Anhang 106

LOX-1, Probe, 200x Kontrolle, 200x

H&E, 100x EvG, 200x

200 pm

BT -
Olrot, 200x il &
EvG, 200x ; A Jsg ) |
10 L)
Y AT
p .
o 4
‘ 5 e
N

Olrot, 200x von Kossa, 200x 5 AN

/ 2,
~
D «
e % 5 Y
[ « Z
J v S
’ \( -
.. AN 3 .
\ »
&4 ’r,‘ A
v h

{1\, -~
7 / | 3
Uity { . et
4, / =
0 i : TN
Y, v ‘:l > Sy
Vi L9 { =
i i : ) L -




107 Anhang

von Kossa, 200x VIR

-t
. AEETRIRE
& 7 100 pm

Abb. 8.1.9: Pat.Nr. 9; Prap.Nr. 9; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak und
FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-markierter
Anti-rabbit-Ak); 2. Reihe links: H&E-Farbung, 100x; 2. Reihe rechts: EvG-Farbung, 200x; 3.
Reihe links EvG-Farbung, 200x; 3. Reihe rechts Olrot-Farbung, 200x; 4. Reihe links Olrot-

Farbung, 200x; 4. Reihe rechts von-Kossa-Farbung, 200x; 5. Reihe links von-Kossa-Farbung,
200x
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Abb. 8.1.10: Pat.Nr. 10; Prap.Nr. 10 (1); oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,
200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x (Pfeil: Lipiddepots); unten rechts: von-Kossa-Farbung,
200x
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Abb. 8.1.11: Pat.Nr. 11; Prap.Nr. 11; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,
200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.12: Pat.Nr. 12; Prap.Nr. 12 (2); oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Olrot, 200x - Y 00 um von Kossa, 200% - o 100 pm

Abb. 8.1.13: Pat.Nr. 13; Prap.Nr. 13; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak) (Pfeil: LOX-1); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x
(FITC-markierter Anti-rabbit-Ak) (Pfeil: Zellkerne); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte
rechts: EvG-Farbung, 200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x (Pfeil: Lipidakkumulation);

unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.14: Pat.Nr. 14; Prap.Nr. 14; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak

und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-

markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 100x
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Abb. 8.1.15: Pat.Nr. 15; Prap.Nr. 15; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.16: Pat.Nr. 16; Prap.Nr. 16; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); 1. Reihe links: H&E-Farbung, 100x; 1. Reihe rechts: EvG-
Farbung, 100x; 2. Reihe links: Olrot-Farbung, 100x; 2. Reihe rechts: Olrot-Farbung, 200x;
unten links: von-Kossa-Farbung, 100x; unten rechts: von Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.17: Pat.Nr. 17; Prap.Nr. 17; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

100x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.18: Pat.Nr. 18; Prap.Nr. 18; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,
200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x (Pfeil: Artefakt); unten rechts: von-Kossa-Farbung,
200x
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Abb. 8.1.19: Pat.Nr. 19; Prap.Nr. 19; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x (Pfeil:
Kalkschollen)
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Abb. 8.1.20: Pat.Nr. 20; Prap.Nr. 20; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x



Anhang 120

LOX-1, Probe, 200x Kontrolle, 200x

~ ~ = ; f_i-‘ s X i.‘ 1 )
R N \:‘*’ ,v‘ -
S N 3 3 ) \_-v N \* — i
) S NN g — R
b -~ N N »;- - < = s -_:- ~:." .
- X X . =3 b
o SN S ™y .;‘/\
\ : ' )
. /2 T T
<. 4 - s %
ol ’
H&E, 200x e EvG, 200x
100 100 wm
— \\\‘{ N ‘ - 2 3
5 S
| o
= = . ;
.\\‘;'“n “‘4 . ~ ’
P 0 >
L 4 1
Olrot, 200x e von Kossa, 200x

Abb. 8.1.21: Pat.Nr. 21; Prap.Nr. 21; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,
200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x (Pfeil: Artefakt, Gewebezerreiung); unten rechts: von-

Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.22: Pat.Nr. 22; Prap.Nr. 22; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.23: Pat.Nr. 23; Prap.Nr. 23; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak

und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak);

oben rechts:

Kontrollschnitt,

200x (FITC-

markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

200x; unten links: (")Irot-Féirbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.24: Pat.Nr. 24; Prap.Nr. 24; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.25: Pat.Nr. 25; Prap.Nr. 25; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,
200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x (Pfeil: freigesetztes Olrot); unten rechts: von-Kossa-
Farbung, 200x
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Abb. 8.1.26: Pat.Nr. 26; Prap.Nr. 26; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,
200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x (Pfeil: Lipidakkumulation); unten rechts: von-Kossa-
Farbung, 200x
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Abb. 8.1.27: Pat.Nr. 27; Prap.Nr. 27; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 100x
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Abb. 8.1.28: Pat.Nr. 28; Prap.Nr. 28; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x



Anhang

128

LOX-1, Probe, 200x

« 4
-
-~ . 5
X P e
Nas o of Y
-~ -'~.-q‘,‘:
‘- . & ¥
A NNy

H&E, 200x EvG, 200x
v . : 100 ym BN " 100 ym
- - )
. \.._ X Y
:‘“\\ !’\‘ : \ 1 s
) A
\
\ \ ;
| A
X | Y
S P
i
3
A f'
§ : .t}:’,f‘ § Olrot, 200x von Kossa, 200x
g & % ° 100 pm

5

Abb. 8.1.29: Pat.Nr. 29; Prap.Nr. 29; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,
200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x (Pfeil: Kalk)
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Abb. 8.1.30: Pat.Nr. 30; Prap.Nr. 30; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x (Pfeil: Zellkern); mitte rechts:
EvG-Farbung, 200x (Pfeil: kollagene Fasern); unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts:
von-Kossa-Farbung, 200x (Pfeil: Kalk)
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Abb. 8.1.31: Pat.Nr. 31; Prap.Nr. 31; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,
200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.32: Pat.Nr. 32; Prap.Nr. 32; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,
200x; unten links: Olrot-Farbung, 100x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.33: Pat.Nr. 33; Prap.Nr. 33; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.34: Pat.Nr. 34; Prap.Nr. 34; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.35: Pat.Nr. 35; Prap.Nr. 35; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x (Pfeil: Gewebelberlappung);

mitte rechts: EvG-Farbung, 100x; unten links: Olrot-Farbung, 100x (Pfeile: Artefakte); unten
rechts: von-Kossa-Farbung, 100x
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Abb. 8.1.36: Pat.Nr. 36; Prap.Nr. 36; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak
und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak); oben rechts: Kontrollschnitt, 200x (FITC-
markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

100x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Abb. 8.1.37: Pat.Nr. 37; Prap.Nr. 37; oben links: LOX-1-Probeschnitt, 200x (anti-LOX-1-Ak

und FITC-markierter Anti-Kaninchen-Ak);

oben rechts:

Kontrollschnitt, 200x (FITC-

markierter Anti-rabbit-Ak); mitte links: H&E-Farbung, 200x; mitte rechts: EvG-Farbung,

200x; unten links: Olrot-Farbung, 200x; unten rechts: von-Kossa-Farbung, 200x
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Publikationsliste

Eine Veroffentlichung der Methoden und Ergebnisse, die in dieser Arbeit vorgestellt wurden, ist unter
dem Titel ,,LOX-1-Expression korreliert mit dem Fettgehalt von atherosklerotischen Plaques.
Fluoreszenzmikroskopische Ergebnisse bei Patienten nach Direktionaler Atherektomie bei Akutem

Koronarsyndrom.* in Vorbereitung.

Es liegen keine weiteren Publikationen vor.
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