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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Kardiovaskuldre Erkrankungen stellen die hiufigste Todesursache in Deutschland dar.
Zumeist sind diese Erkrankungen auf atherosklerotische GefiBBwandverdnderungen
zuriickzufiihren, denen eine chronische Entziindung der inneren Arterienwand zugrunde liegt.
Neben den klassischen Risikofaktoren Nikotinabusus, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus
und Hyperlipiddmie konnten in den letzten Jahren zahlreiche neue Risikomarker identifiziert
werden, die mit einem erhohten Risiko atherosklerotischer GefdaB3verdnderungen assoziiert
sind. Dazu gehoren auch sogenannte ,,Biomarker®, die Inflammationsvorgénge widerspiegeln.
Bei diesen Markern handelt es sich vor allem um Komponenten des humoralen
Immunsystems wie das C-reaktive Protein. Zelluldre Bestandteile des Immunsystems, deren
Beteiligung an der Entstehung der Atherosklerose gesichert ist, sind in diesem
Zusammenhang unzureichend untersucht worden. Monozyten und Lymphozyten spielen eine
entscheidende Rolle in dem Entziindungsprozess und konnen bereits in frithen Stadien der

GefilBwandverdnderung, den ,,fatty streaks®, nachgewiesen werden.

Lymphozyten des peripheren Blutes sind bisher als Risikomarker subklinischer
atherosklerotischer  GefdBlverdnderungen unzureichend beriicksichtigt worden. Die
vorliegende Studie greift diese Fragestellung auf. Bei 411 Probanden ohne kardiovaskuldre
Vorerkrankungen wurde das Ausmal} atherosklerotischer Verdnderungen der GefdBwand
mittels der sonographisch ermittelten Intima Media Dicke (IMT) der beiden Arteriae carotides

communes erfasst. Lymphozytire Zellpopulationen wurden durchflusszytometrisch bestimmt.

Es lieBen sich keine signifikanten Zusammenhénge zwischen der IMT und der Zellzahl der
Gesamtlymphozyten, der Natiirlichen Killerzellen oder der T-Lymphozyten nachweisen.
Ebenso fanden sich keine signifikanten Assoziationen der CD4+ T-Lymphozyten, CD8+ T-
Lymphozyten oder CD8+CD28- T-Lymphozyten mit der IMT. Zwei Zellpopulationen, die B-
Lymphozyten und die CD4+CD28- T-Lymphozyten, waren schwach positiv, aber signifikant
mit der IMT korreliert. Wurden diese Assoziationen in multiplen Regressionsmodellen fiir
klassische atherosklerotische Risikofaktoren korrigiert, bestand kein signifikanter

Zusammenhang mehr.



Zusammenfassung

Zusammenfassend sind in der vorliegenden Untersuchung die Zellzahl der B-Lymphozyten
und der CD4+CD28- T-Lymphozyten in univariaten Analysen mit der IMT als Marker
subklinischer Atherosklerose schwach positiv, aber signifikant korreliert. Diese Beobachtung
steht im Einklang mit anderen Untersuchungen bei Patienten mit fortgeschrittenen
atherosklerotischen Gefdfveranderungen. Allerdings sind die Assoziationen zwischen der
IMT und beiden Lymphozytenpopulationen nicht unabhingig von klassischen

atherosklerotischen Risikofaktoren.

1.2 Summary

Cardiovascular diseases are the main cause of death in Germany. Often they are attributed to
atherosclerotic changes of the vascular wall which result from a chronic inflammation of the
inner artery wall. Besides classical risk factors - smoking, hypertension, diabetes mellitus and
hyperlipidemia - many new risk markers of atherosclerosis were identified in the last years.
These include so called “biomarkers” which reflect the inflammatory process in peripheral
blood. The majority of these markers are components of the humorale immune system such as
C-reactive protein (“CRP”). In this context cellular components of the immune system have
been studied poorly even though their involvement in atherosclerosis is well established.
Monocytes and lymphocytes both play a critical role in the inflammatory process and both

can be detected already in early stages of wall lesions, the “fatty streaks”.

Circulating lymphocytes have been explored insufficiently as risk markers of subclinical
atherosclerosis. We therefore recruited 411 probands without prior cardiovascular diseases.
The degree of subclinical atherosclerosis was recorded by sonographical measurement of the
intima media thickness (“IMT”) of the common carotid arteries. Lymphocyte subpopulations

were measured by flow cytometrie.

There were no significant correlations between IMT measurements and cell counts of total
lymphocytes, natural killer cells or T-lymphocytes. Furthermore no associations were found
for CD4+ T-lymphocytes, CD8+ T-lymphocytes or CD8+CD28- T-lymphocytes with IMT.
Two lymphocyte subpopulations, B-lymphocytes and CD4+CD28- T-lymphocytes, correlated
weakly positiv but significant with IMT. These associations were no longer significant after

adjustment for classical atherosclerotic risk factors in multiple regression models.



Zusammenfassung

In summary, in univariat analysis, cell counts of B-lymphocytes or CD28-CD4+ lymphocytes
were weakly albeit significantly correlated with IMT as a marker of subclinical
atherosclerosis. This study is consistent with data from patients with advanced
atherosclerosis. However the assocations between IMT and B-lymphocyte or CD4+CD28- T-

lymphocyte counts are not independent of the classical atherosclerotic risk factors.
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2 Einleitung

2.1 Atherogenese

Laut Statistischem Bundesamt stellten ,,Krankheiten des Kreislaufs® im Jahr 2005, wie in den
Jahren zuvor, die hdufigste Todesursache in Deutschland dar (Statistisches Bundesamt, 2007).
Ihnen erlag fast jeder Zweite (44,2 %). Etwa 66 % der Herz-Kreislauf bedingten Todesfille
waren auf eine der folgenden Krankheiten zuriickzufiihren: Ischdmische Herzkrankheit,
Myokardinfarkt oder Schlaganfall. Diese Krankheitsbilder sind meist durch atherosklerotische
Wandverdnderungen der arteriellen Gefdf3e bedingt. Auch in der gesamten westlichen Welt ist

die Atherosklerose von groBer Bedeutung (Murray et al., 1997).

Diese Bedeutung begriindet das intensive Bemiihen der Wissenschaft, Therapien fiir diese
Erkrankung zu entwickeln. Hierzu ist ein Verstindnis der zugrunde liegenden
pathophysiologischen Vorgidnge notwendig. Insbesondere epidemiologische Studien trugen
zur Identifizierung von Faktoren bei, die das Risiko atherosklerotischer Gefaf3veranderungen
und kardiovaskuldrer Ereignisse erhdhen. Als solche sind inzwischen Alter, ménnliches
Geschlecht, Rauchen, erhohtes Cholesterin (Gesamt- und LDL-Cholesterin), erniedrigtes
HDL-Cholesterin, Bluthochdruck, familidire Belastung und Diabetes mellitus allgemein
anerkannt und werden oft als ,klassische Risikofaktoren® bezeichnet. Die zentrale Rolle des
LDL-Cholesterins wurde friih erkannt, so dass man eine Uberladung mit Cholesterin fiir das
Krankheitsgeschehen verantwortlich machte. In den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts
stellte sich jedoch heraus, dass dieses Konzept alleine die zugrunde liegenden Vorgénge
unzureichend erkldrt und dass an den Verdnderungen der GefiBwand ein entziindliches
Geschehen entscheidend beteiligt ist. Diese Vorstellung ist inzwischen allgemein anerkannt
(Ross, 1999). Unter Beriicksichtigung dieser Erkenntnisse werden derzeit die Beteiligung des
adaptiven und des angeborenen Immunsystems intensiv erforscht. Mdglicherweise konnen
durch gezielte Eingriffe in das Immunsystem effektive Strategien zur Prévention und

Therapie atherosklerotisch bedingter Erkrankungen entwickelt werden.

Zahlreiche Untersuchungen haben das Konzept der Entstehung der Atherosklerose als ein
entziindliches Geschehen der arteriellen Gefdlle bestitigt (Hansson, 2005; Hansson et al.,
2006). Das aktuelle Verstindnis der pathophysiologischen Vorginge beruht grof3teils auf

Tiermodellen, Zellkulturen, histologischen Untersuchungen, klinischen Erkenntnissen und
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epidemiologischen Daten. Dabei hat sich herausgestellt, dass die Hypothese der
,»Cholesteriniiberladung® mit der Vorstellung eines inflammatorischen Geschehens vereinbar
ist (Steinberg, 2002). Vereinfacht dargestellt triggert das Cholesterin eine entziindliche
Reaktion, die sich im Verlauf teilweise verselbstindigt und zu den atherosklerotischen

GefalBwandverdnderungen fiihrt.

Derzeit geht man davon aus, dass initial LDL-Cholesterin in der GefdBwand zuriickgehalten
wird (Skélén et al., 2002; Leitinger, 2003). Da es in nativer Form kein inflammatorisches
Potential besitzt, muss es chemisch verdndert werden, um eine Immunantwort hervorzurufen.
Vermutlich wird das LDL-Cholesterin dabei oxidiert. Dies fiihrt zur Freisetzung
proinflammatorischer Fette, wahrscheinlich Phospholidpide, aus der GefdBwand (Leitinger,
2003). Auch Thrombozyten sind an diesem initialen Geschehen beteiligt (Massberg et al.,
2002). Das verdnderte LDL-Cholesterin aktiviert lokal Endothelzellen und glatte
Muskelzellen der GefaBwand. Erstgenannte bilden auf ihren Oberflaichen Adhésionsmolekiile
aus, insbesondere an den Stellen des arteriellen Gefallbetts, die himodynamischem Stress
ausgesetzt sind (Dai et al., 2004; Nakashima et al., 1998; Cybulsky et al., 1991). Darauthin
werden aus der inneren GefidBwand chemotaktische Zytokine (,,Chemokine) freigesetzt
(Boring et al., 1998), zu denen beispielsweise der ,,Makrophage Stimulating Factor (MSF)*
(Smith et al., 1995) gehort. Diese Zytokine erleichtern zusammen mit den hochregulierten
Adhisionsmolekiilen, insbesondere dem ,,Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM 1)“
(Cybulsky et al., 1991), den Entziindungszellen, aus dem Blutstrom in die GefdBwand
einzuwandern. Hauptsidchlich Monozyten (Smith et al., 1995) und T-Zellen gelangen so an
den Ort des Geschehens. Diese beiden Zellgruppen und die Akkumulation von Lipiden in der
Intima zeichnen die friihen Lisionen der Geféle, die ,,fatty streaks®, aus (Stary et al., 1994).
Die Zellen der inneren GefaBwandschicht und die eingewanderten Entziindungszellen triggern
den inflammatorischen Prozess durch direkte und mediatorvermittelte Signalwege. Die
Monozyten wandeln sich in ortsstindige Makrophagen um und rdumen {iber spezielle
Rezeptoren, die Scavenger-Rezeptoren (Peiser et al., 2002) und die Toll-like Rezeptoren
(Edfeldt et al., 2002), die angesammelten Lipide ab. Zusidtzlich konnen die Toll-like
Rezeptoren bei Aktivierung den entziindlichen Prozess unterstiitzen. Thr Fehlen fiihrt zu
verminderter Atheroskleroseentstehung (Bjorkbacka et al., 2004). Ist der Abbau der Fette
nicht moglich, werden diese intrazellulir in Vakuolen gespeichert. Dabei entstehen

Makrophagen, die wegen ihrer zahlreichen Fetttropfchen ,,Schaumzellen® genannt werden.
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Schon in frithen Stadien der Atherogenese sind T-Zellen in der GefaBwand nachweisbar
(Stary et al., 1994). Nach derzeitigem Wissensstand erfolgt die primédre Aktivierung von T-
Zellen durch antigenprisentierende Zellen in Lymphknoten, indem ihnen dort das zu ihrem T-
Zell-Rezeptor spezifisch passende Antigen prasentiert wird. Eine zweite Aktivierung findet
lokal am Ort des Entziindungsprozesses statt. Fiir die Atherogenese konnten allerdings Ort
und Antigen der ersten Aktivierung der T-Zellen noch nicht nachgewiesen werden (Robertson
et al., 2006). Aus friihen atherosklerotischen Lisionen isolierte T-Zellen sind auf einige
Antigene reaktiv, ohne dass ein einzelnes Antigen nachgewiesen ist (Robertson et al., 2006;
Hansson et al., 2006). Moglicherweise prasentieren die Monozyten die an der Initialisierung
beteiligten, chemisch verdnderten Fette den T-Zellen und aktivieren diese dadurch (Jonasson

et al., 1986; Kishikawa et al., 1993; Yilmaz et al., 2004).

Die Immunantwort in der GefaBldsion kann iiber Zytokine zur Differenzierung von Thl
Helferzellen fiihren (Frostegard et al., 1999). Diese Zellen bilden in hohem Malle IFNy, das
Makrophagen und Endothelzellen aktivieren kann (Hansson, 2001). Wird im Tiermodell IFNy
oder dessen Rezeptor ausgeschaltet, kommt es zu einer deutlich verminderten
Atheroskleroseentstehung (Gupta et al., 1997). Aktivierte T-Zellen konnen durch weitere

Zytokine Kaskaden von Entziindungsprozessen ansto3en (Robertson et al., 2006).

Der Atherosklerose liegt pathophysiologisch also eine nicht selbstlimitierende Entziindung
der GefdBwand zugrunde. Folge dieses Geschehens kann die Entstehung einer Plaque als
unregelmafige, fokale Verdickung der inneren Wandabschnitte sein. Diese zeigt einen
typischen Aufbau. Zentral befinden sich extrazellulire Fette, Débridement sowie
Schaumzellen. Dieser Kern ist umgeben von einem Ring aus glatten Muskelzellen,
Endothelzellen, extrazelluldrer Substanz, Makrophagen (Stary et al., 1995), aktivierten T-
Zellen (Hansson et al., 1989) und Mastzellen (Jonasson et al., 1986). Die Entziindungszellen
befinden sich vermehrt an den Randbereichen der Plaque, von denen das weitere Wachstum
ausgeht (Jonasson et al., 1986; Kovanen et al., 1995). Der Herd wird zur Seite des
GefaBlumens von einer fibrosen Kappe abgetrennt. Diese kann durch die Aktivierung von
Makrophagen, Mastzellen und T-Zellen (Hansson et al., 1989), die inflammatorische
Zytokine, Koagulationsfaktoren, Radikale, vasoaktive Substanzen und Proteasen freisetzen,
degenerieren und die Plaque destabilisieren. Dadurch kann es zum Einriss der Kappe
kommen. Als Folge davon werden Gewebe freigelegt und koagulatorische Mediatoren

freigesetzt. Die akute Aktivierung des Gerinnungssystems miindet in einem lokalen
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Thrombus. Dadurch kann der Blutfluss an dieser Stelle unterbrochen werden. Die Verbindung
zwischen einem Entziindungsgeschehen in einer Plaque und lokaler Thrombose ist in

Koronargefdflen nachgewiesen (van der Wal et al., 1994).

Haufig ist es kein langsamer Prozess (Hackett et al., 1988), der das Lumen des Gefil3es
verschlieBt, sondern ein akutes Geschehen, wie beispielsweise beim Myokardinfarkt (Falk et
al., 1995; Davies, 1996). Atherosklerose kann neben akuten Ereignissen wie Schlaganfall,
Herzinfarkt und Verschluss einer Arterie der Extremititen zu chronisch progredienten
Erkrankungen, wie Niereninsuffizienz, peripher arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) und

subkortikaler atherosklerotischer Enzephalopathie (SAE) fiihren.

Das Immunsystem hat auf den atherosklerotischen Prozess nicht nur férdernde, sondern auch
inhibitorische Wirkung. Fiir die antiinflammatorischen Zytokine IL-10 (Mallat et al., 1999)
und TGFB ist dies nachgewiesen. Im Tiermodell fiihrt die Ausschaltung von IL-10 (Caligiuri
et al., 2003) oder eine Blockade des Signalweges von TGFS in T-Lymphozyten (Robertson et
al., 2003) zu verstarkter Atherosklerose. Letzteres weist auf eine TGFB vermittelte Inhibition

der T-zelluldren entziindlichen Aktivitét hin.

B-Lymphozyten sind ein weiterer Teil des Immunsystems, denen eine potentiell
antiatherosklerotische Rolle zugesprochen wird. Antikorper, die von diesen Zellen nach
Immunisierung gegen Pneumokokken gebildet werden, konnen oxidiertes LDL-Cholesterin
neutralisieren und so dessen proatherogene Wirkung unterdriicken (Binder et al., 2003). Einer
weiteren lymphozytiren Zellpopulation, den Regulatorischen T-Zellen (Ait-Oufella et al.,

2006), wird ebenfalls ein atheroprotektives Potential zugeschrieben.

Der pathophysiologische Zusammenhang zwischen dem Inflammationsvorgang in der
GefdBwand und der Entstehung der Atherosklerose ist somit belegt. Derzeit ist unklar,
inwieweit dieses Geschehen von pathologisch verdnderten humoralen und zelluldren
Entziindungsparametern im peripheren Blut begleitet ist (Hansson, 2005). Fiir klinische
Stadien der Atherosklerose konnten bereits erhohte Werte von IL-6 (Biasucci et al., 1996), C-
reaktivem Protein (Liuzzo et al., 1994), IL-7, IL-8 (Damas et al., 2003) und Fibrinogen
(Wilhelmsen et al., 1984) nachgewiesen werden. Insbesondere das C-reaktive Protein
(,,CRP) ist in diesem Zusammenhang ausfiihrlich untersucht worden. Man vermutet, dass

bereits leicht erhohte Werte Ausdruck einer so genannten Mikroinflammation sind.
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Verdnderungen von Entziindungszellen im peripheren Blut bei klinischen Stadien der
Atherosklerose sind nachgewiesen. Beispielsweise findet sich beim ,,Akuten Coronar
Syndrom (ACS)“ eine Erhohung der T-Zellen (Caliguri et al., 2000; Liuzzo et al., 2000).
Deren pathophysiologische Rolle ist letztendlich ungeklart. Verdnderungen von humoralen
oder zelluldren Entziindungsparametern im Blut konnen also direkt (kausal) oder indirekt

(konsekutiv) Ausdruck der Inflammationsvorginge in der GefdBBwand sein (Hansson et al.,

2005).

2.2 Intima Media Dicke und Atherosklerose

Durch eine sonographische Untersuchung im B-Bild-Verfahren kann der Aufbau arterieller
GefaBBe dargestellt werden (Pignoli et al., 1986; Schulte-Altedorneburg et al., 2001). Im
Léangsschnitt durch die Arterie sind die beiden begrenzenden Wénde und das Lumen zu sehen.
Die beiden inneren Schichten jeder Wand erzeugen dabei typische Signale. Diese bestehen
aus zwei aneinander liegenden Linien. Das hyperintense Signal der inneren, luminal
gelegenen Linie entsteht an der Tunica Intima, wihrend die extraluminale Linie ein
hypointenses Signal aufweist, welches durch die Tunica Media hervorgerufen wird. Der
Durchmesser jedes einzelnen Signals gibt das histologische Mal3 der korrespondierenden
Wandschicht nicht wider. Die beiden Linien zusammen entsprechen jedoch dem
histologischen Diameter beider Wandschichten (Pignoli et al., 1986; Schulte-Altedorneburg et
al., 2001) und ermoglichen damit Aussagen iiber den Aufbau der GefiBwand. Dieses Mal3
wird ,,Intima Media Dicke* (IMT) genannt.

Aufgrund ihrer oberflichlichen Lage ist die Arteria Carotis fiir eine sonographische
Untersuchung besonders geeignet. Der Intima Media Komplex kann dort einfach, prézise und
reproduzierbar dargestellt werden (Kanters et al., 1997; Bots et al., 2007). Bereits friihe
Stadien des atherosklerotischen Prozesses konnen so sichtbar gemacht werden (Persson et al.,

1994; Grobbee et al., 1994; de Groot et al., 2004).

Die IMT der Arteria Carotis wird als Marker flir generalisierte Arteriosklerose angesehen
(Bots et al., 2007; Grobee et al., 1994; de Groot et al., 2004). Zusammenhéinge mit

atherosklerotischen Risikofaktoren sind nachgewiesen. Bei weiteren wissenschaftlichen
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Fragestellungen wird die IMT herangezogen. Dazu gehdren Untersuchungen zu moglichen
atherosklerotischen  Risikofaktoren, die Abschitzung des Risikos kardio- und
zerebrovaskuldrerer Ereignisse (Lorenz et al., 2007 a) und die Verwendung als

Surrogatmarker in therapeutischen Studien (Agewall et al., 1994; Amarenco et al., 2004).

Die IMT der Arteria Carotis kann auf verschiedene Arten ermittelt werden. Einige
Untersuchungen beschrinken sich auf eine der Karotiden, wihrend andere beide Karotiden
einbeziehen. Zusitzlich kann die IMT an drei verschiedenen Gefdabschnitten, der Arteria
Carotis Communis (ACC), der Arteria Carotis Interna (ACI) und der Bifurcatio Arteriae
Carotis (BIF), und dort wiederum an der schallkopfnahen und/oder der schallkopffernen
GefilBwand bestimmt werden. Des Weiteren wird die IMT jeder GefdBwand entweder als

Mittelwert mehrerer Messungen oder als Maximum angegeben.

In der vorliegenden Arbeit wurde die IMT an beiden Karotiden in plaquefreien Abschnitten
der schallkopffernen Wand bestimmt. Dieses Verfahren ist gerechtfertigt und das derzeit
etablierte (Bots et al., 2007). Die Wand der Arteria carotis communis ist deutlich besser und
reproduzierbarer darzustellen als die der beiden distalen GefdBabschnitte, die BIF und die
ACI (Kanters et al., 1997; Espeland et al., 1996). AuBerdem ist eine Uberlegenheit anderer
Messverfahren gegeniiber der Bestimmung der IMT der ACC nicht belegt. Die Bestimmung
der IMT erfolgte an plaquefreien Abschnitten, da diese das MaBl der generellen
Atherosklerose am besten reprisentieren (Lorenz et al., 2007 b). Als Plaque wurde eine
umschriebene Verdickung der IMT ab 1,2 mm definiert. Dieser Grenzwert ist in anderen

Studien ebenfalls verwendet worden (Bots et al., 2002).

2.3 Periphere Lymphozyten als zellulare Marker subklinischer

Atherosklerose

Fir eine Reihe von atherosklerotischen Risikofaktoren ist eine Assoziation mit der IMT
nachgewiesen worden. Dies gilt insbesondere fiir die klassischen Risikofaktoren, allerdings

sind auch Zusammenhéinge mit anderen Faktoren bekannt (Simon et al., 2002).

Der Zusammenhang zwischen humoralen Inflammationsmarkern und Atherosklerose ist

intensiv untersucht worden (Tanigawa et al., 2003). Dagegen sind zelluldre Bestandteile des
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peripheren Blutes bisher unzureichend beriicksichtigt, obwohl deren pathogenetische
Relevanz in der Atherogenese gesichert ist (Hansson, 2005). Dies gilt auch fiir eine

Assoziation von zirkulierenden Lymphozytenpopulationen und subklinischer Atherosklerose.

Es sind sowohl proatherosklerotische als auch antiatherosklerotische Eigenschaften
verschiedener Lymphozytensubpopulationen nachgewiesen (Stary et al., 1994; Emeson et al.,
1988; Hansson, 2005; Robertson et al., 2006). Vergleichbar mit klassischen Risikofaktoren
kann daher eine Assoziation zwischen Lymphozytensubpopulationen und atherosklerotischen

GefaBwandveridnderungen schon in frithen Stadien der Atherosklerose vermutet werden.

Diese Fragestellung wird mit der vorliegenden Arbeit erstmalig aufgegriffen. Es soll eine
Assoziation zwischen Lymphozytensubpopulationen des peripheren Blutes und der mittleren
IMT der beiden Arteriae Carotes Communes als Surrogatmarker atherosklerotischer
GefalBwandverdnderungen untersucht werden. Dazu wurde der sonographische Durchmesser
des Intima Media Komplexes der Arteriae Carotes Communes bei einem gesunden Kollektiv
(411 TeilnehmerInnen) mit niedrigem atherosklerotischen Risiko ermittelt. Aus Blutproben
jedes Studienteilnehmers erfolgte mittels durchflusszytometrischer Messungen die

Bestimmung der Zellzahl verschiedener Lymphozytensubpopulationen.

Zusammenhdnge zwischen peripheren Lymphozytensubpopulationen und atherosklerotischen
Verdnderungen konnen sowohl durch direkte Beteilgung an den Entziindungsvorgidngen im
Gefalbett als auch indirekt als Ausdruck eines allgemeinen Entziindungsgeschehens bestehen.
Es  kann  postuliert  werden, dass erhdhte  Zahlen  proinflammatorischer
Lymphozytensubpopulationen mit erhohten IMT-Werten - als Ausdruck atherosklerotischer
GefaBverdnderungen - assoziiert sind. Andererseits ist eine Assoziation von
antiinflammatorischen Lymphozyten des peripheren Blutes mit niedrigen IMT-Werten

anzunehmen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Im Folgenden sind die verwendeten Reagenzien und Medien, die Verbrauchsmaterialen, die

eingesetzten Gerdte und die Antikorper tabellarisch aufgefiihrt.

Reagenzien, Medien, Puffer und Chemikalien:

Bezeichnung Inhalt Inhalt Menge Hersteller
FACS-Puffer BSA (Albumine 25¢g SERVA, Heidelberg
Bovine Fraction V)
NaN3 10 % 3,5ml
PBS 100 ml Linaris, Wertheim-
Bettingen
NaN3 10g SERVA, Heidelberg
FCS (fetales 25 ml PAA, Pasching
Kélberserum)
PBS (Dulbecco’s ad 500 ml (bei Linaris, Wertheim-
Phosphat Puffer) 56 ° C gelost)  Bettingen
Lysing-Solution Lysing solution 50 ml Becton  Dickinson
(Konzentrat) (BD), Heidelberg
Auqua injectabile 450 ml Braun, Melsungen
PFA 1% PFA 4% 25 ml
(Paraformaldehyd)
PFA 8¢ Sigma-Aldrich,
Deisenhofen
PBS 200 ml Linaris, Wertheim-
Bettingen
PBS 75 ml Linaris, Wertheim-
Bettingen

Tab. 1: Reagenzien, Medien, Puffer und Chemikalien
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Verbrauchsmaterialen:

Bezeichnung

Hersteller

FACS-Rohrchen 5 ml

Einmal-Pipettenspitzen (1 ml, 2 ml, 5 ml) fiir
Kolbenhubpipetten

Reaktionsgefal3 1,5 ml

Lithium-Heparin Monovette 4,7 ml
Serum-Gel Monovette 4,7 ml
Sonographiegel

Sheat fluid

Filterpipettenspitzen (10 ul, 20 ul, 100 pl, 1000 pul)
Kolbenhubpipetten (1000 ul, 200 ul, 20 pl, 10 ul)

Becton Dickinson,
Heidelberg
BD, Heidelberg

Greiner, Frickenhaausen
Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Niimbrecht
Sonogel, Roche

Dako Cytomation, Hamburg
Abimed, Langenfeld
Abimed, Langenfeld

Tab. 2: Verbrauchsmaterialen

Gerite:
Bezeichnung Hersteller
Durchflusszytometer (FACScalibur) BD, Heidelberg

Eisflockenmaschine

Megafuge 1,0 R

Sterile Werkbank HB2472

Vortex Mixer K
Sonographiegerit ,,Sonoline Sienna“
Blutdruckmanschette
Gefrierschrank — 20 °C
Kiihlschrank 4 °C

Feinwaage Ohaus

Brutschrank

ph-Meter CG 825
Spannungsquelle Consort E452
Wasseraufbereiter MilliQ UF plus

Tepa, Barbiittel

Heraeus Instruments, Harnau
Heraeus Instruments, Harnau Vortex Mixer
neolLab, Heidelberg

Siemens, Erlangen

Firma Erka, Bad Tolz

Bosch, Stuttgart

Bosch, Stuttgart

Ohaus Corparation, Florham Park
Heraeus Instuments, Hanau
Schott, Mainz

UniEquip, Martinsried

Millipore, Eschborn

Tab. 3: Gerite
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Antikorper:

Antikorper Klon Hersteller
CD3FITC/CD16CDS6PE SK7/B73.1/ MY31 BD, Heidelberg
CD19PerCP SI25C1 BD, Heidelberg
CD4PE RPA-T4 BD, Heidelberg
CDg8PerCP SK1 BD, Heidelberg
CD3APC SK7 BD, Heidelberg
CD28FITC 15E8(CLB-402) Invitrogen, Karlsruhe

Tab. 4: Antikorper

3.2 Studienteilnehmer

Im Zeitraum vom 01.09.2004 bis 30.09.2005 wurden 411 Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter

des Universitdtsklinikums des Saarlandes in die Studie eingeschlossen. Im Rahmen einer

regelmifBigen Vorstellung beim Betriebsarzt sprach dieser die Teilnehmer an.

Es galten folgende Einschlusskriterien:

Gesunde weibliche und méinnliche Personen im Alter von 25 Jahren bis 59 Jahren

Schriftliche Einwilligungserkléarung

Es galten folgende Ausschlusskriterien:

stattgehabter Herzinfarkt, Bypass-Operation oder PTCA/Koronarstent

Operationen oder Dilatation einer Halsschlagader, einer Bein- oder Beckenarterie
chronische Entziindung oder bestehende maligne Tumorerkrankung
Beschwerdesymptomatik im Sinne einer Angina Pectoris oder pAVK

stattgehabte cerebrale Durchblutungsstorungen (TIA — Symptomatik oder PRIND),
Schlaganfall, Amaurosis fugax

aktuelle systemische immunsuppressive Therapie

fieberhafter Infekt bis 5 Tage vor Studienteilnahme

fortgeschrittene chronische Nierenerkrankung (errechnete glomerulére Filtrationsrate

<30ml/(min x 1,73 m?)
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3.3 Studienablauf

Die Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter des Universitdtsklinikums wurden im Rahmen der
regelmiBigen Vorstellungen beim Betriebsarzt beziiglich einer Teilnahme an der Studie
angesprochen und aufgeklirt. Bei den betriebsérztlicherseits notwendigen Blutentnahmen
wurden fiir die Studie zusidtzliche Proben entnommen. Die Entnahme erfolgte werktags
zwischen 08:00 Uhr und 12:00 Uhr. Jeweils ein 4,7 ml Lithium-Heparin- und ein 4,7 ml
Serum-Gel-Réhrchen wurden, mit den Probandendaten versehen, sofort in Eis eingebracht.
Nach einer Lagerungszeit von einer bis fiinf Stunden erfolgten die Aufbereitung der
Blutproben und die durchflusszytometrische Messungen am Entnahmetag. Im Regelfall
wurden am gleichen Tag die Untersuchungen der Intima-Media-Dicke der Arteria Carotis
Communis, die Beantwortung des Studienfragebogens und die Blutdruckbestimmung nach
Riva Rocci (auf Vielfache ganze Zahlen von ,,5° auf- oder abgerundet, jeweils einmalig am
linken und rechten Oberarm) und Pulsmessung (palpatorisch an der Arteria radialis)
durchgefiihrt. Der Fragebogen umfasste: pAVK-, AP- oder Apoplex/TIA/PRIND- typische
Beschwerden, Interventionen jeglicher Art im Bereich des arteriellen Gefa3systems,
fieberhafter Infekt innerhalb der letzten fiinf Tage vor Blutentnahme, Raucheranamnese
(mindestens ein Zigarette innerhalb der vier Wochen vor Studienteilnahme), familidres Risiko
fiir kardiovaskuldre Erkrankungen (Herzinfarkt und/oder Schlaganfall der Eltern und/oder
Geschwister vor deren 60. Lebensjahr), bekannter Diabetes mellitus, sportliche Aktivitit,
bekannte Nierenerkrankungen, Zeitpunkt der letzten Nahrungsaufnahme vor Blutentnahme,
Medikamenten- und Alkoholanamnese, Grofle und Gewicht. Der Fragebogen ist im Anhang

abgebildet.

Waren die Anamneseerhebung, Blutdruck- und Pulsbestimmung und die sonographische
Untersuchung nicht im direkten Anschluss an den Betriebsarztbesuch mdglich, wurde dies

innerhalb von vier Wochen nach der Blutentnahme durchgefiihrt.

3.4 Messung der Intima Media Dicke mittels Sonographie

Zur Erzeugung eines Ultraschallsignals werden an Kristallen elektrische Impulse durch den so
genannten piezoelektronischen Effekt in Wellen umgewandelt, die im medizinischen Bereich

meist Frequenzen zwischen 1 bis 40 MHz bei einer mittleren Schallintensitit von 100
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mW/cm? aufweisen. Die Ultraschallsonde dient dabei gleichzeitig als Sender und Empfanger.
Der Schall wird beim Auftreffen auf die Grenzfliche zweier Materialien unterschiedlicher
Impedanz (unterschiedlichen Schallwiderstandes) umso stirker reflektiert, je groBer deren
Differenz ist. Bei bekannter Laufgeschwindigkeit in den geschallten Geweben ist iiber die
Zeit zwischen dem Entsenden und dem Empfangen der Wellen eine Tiefenlokalisation des
Reflexionsortes moglich. Die rechnergestiitzte graphische Darstellung stellt Orte starker
Reflexion entsprechend ihrer Intensitit weil3 (echoreich) dar, wihrend bei wenig bis fehlender
Reflexion der Reflexionsort entsprechend dunkler bis schwarz (echoarm) abgebildet wird. So
entsteht ein zweidimensionales Schnittbild (B-Bild). Hohe Frequenzen fiithren dabei zu einer
guten Ortsauflosung und geringen Eindringtiefe, wéhrend dies bei tiefen Frequenzen

umgekehrt ist.

Die Tunica Intima und die Tunica Media stellen zusammen sonographisch charakteristische
Strukturen dar. Von intra- nach extraluminal tritt zuerst eine (weille) echoreiche Linie auf,
hier befindet sich der Ubergang von dem GeféBinneren und der Intima (siche Abbildung).
Direkt darunter liegt eine echoarme, im B-Bild schwarze Linie, der wieder eine echoreichere
Zone folgt. Diese Strukturen markieren den Ubergang der Grenzfliche zwischen Media und
Adventitia. Die lumennahe echoreiche und die anliegende echoarme Linie bilden zusammen
den Intima-Media-Komplex. Dessen Durchmesser korreliert sehr gut mit dem histologisch
gemessenen Durchmesser der beiden inneren GefdBwandschichten (Pignoli et al., 1986;
Schulte-Altedornburg Stroke et al., 2001). Die Darstellung der einzelnen drei Schichten eines
arteriellen Gefédlles (Tunica Intima, Tunica Media, Tunica Adventitia) mit der Widergabe des
histologischen Durchmesser ist sonographisch nicht mdoglich. An der Arteria carotis
communis gelingt die bessere Darstellung des Intima-Media-Komplexes an dem tiefer
liegenden Abschnitt der GefaBwand, der im B-Bild weiter vom Schallkopf entfernt liegt (Abb.

1). Die oberflachennahe GefaBBwand lasst sich sonographisch schlechter abbilden.

Der mit der Untersuchung betraute Doktorand wurde wéhrend einer zweiwdchigen
Ubungsphase vor Beginn der Studie an freiwilligen Probanden eingearbeitet. Fiir die
sonographische Untersuchung wurden die Probanden auf dem Riicken mit leicht
tiberstrecktem Kopf gelagert. Standardisiert wurde mit der Untersuchung der linken Arteria
carotis communis begonnen. Zur Unterscheidung der Arteria carotis communis von vendsen
HalsgefaBBen wurden die Komprimierbarkeit der Venen, die parathyreoidale Lage des

arteriellen GefdBles medial der Vena jugularis interna und die Bifurkation nach der bulbédren
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Erweiterung des Gefdles herangezogen. Die Arterie wurde in sagitaler Schnittfiihrung so
dargestellt, dass der Intima-Media-Komplex bei einem, zwei und drei Zentimetern vor dem
Bulbusbeginn gemessen werden konnte. Der Beginn des Bulbus, der sonographisch durch ein
Auseinanderweichen der Winde zu identifizieren ist, wurde im Léngsschnitt direkt an den
linken Bildrand gelegt oder durch ein X markiert. Waren die drei Messpunkte nicht in einem
Bild darstellbar, wurden bis zu drei Aufnahmen angefertigt, um eine optimale Darstellung des
Intima-Media-Komplexes am vorgesehenen Messpunkt zu erreichen. Die sonographische
Untersuchung wurde mit dem Ultraschallgerdt ,,Sonoline Sienna“ der Firma Siemens
durchgefiihrt. Der verwendete Schallkopf hatte eine Frequenz von 7,5 MHz. Die Darstellung
erfolgte ausschlieBlich im B-Bild Verfahren.

Die Vermessungen des IMT-Komplexes am gespeicherten B-Mode-Bild wurden von dem
betreuenden Arzt der Studie geblindet durchgefiihrt. Die horizontalen Balken der beiden
kreuzformigen Cursor wurden mittig auf dem Lumen-Intima- und auf dem Media-Adventitia-
Ubergang platziert. Hierbei wurde die kiirzeste Distanz zwischen den horizontalen Balken
gewdhlt. Das Sonographiegerét berechnete den Abstand der beiden Curser. Die Abbildungen
der GefiBwand der Probanden konnten anhand der Initialen und des
Untersuchungszeitpunktes, die dargestellte Gefdl3seite anhand einer Kennzeichnung (LI =
links, RE = rechts) eindeutig zugeordnet werden. Die Messung war auf plaquefreie Abschnitte
beschrinkt. Als Plaque galt eine lokale Verdickung der IMT ab 1,2 mm. An jeder der beiden
Karotiden wurden an drei definierten Messpunkten (bei 30 mm, 20 mm und 10 mm vor der
Bifurkation) die IMT bestimmt, so dass sich insgesamt sechs Messwerte ergaben (Abb. 1).

Aus diesen wurde die mittlere IMT berechnet.
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Abb. 1: Beispielhafte Darstellung des B-Bildes zur Messung der IMT

3.5 Durchflusszytometrie

Das Durchflusszytometer ist ein optisches MeBsystem zur Untersuchung von Zellen. Es
besteht aus drei Komponenten: einem Fliissigkeitssystem, einer Optik und einer Elektronik.
Die Zellen, die von einer Tréagerfliissigkeit (sheat fluid) umgeben sind, befinden sich in einem
Fliissigkeitsstrom in einer sich verjiingenden Messkiivette. Dabei vergroflert die
Beschleunigung des Flusses den Abstand der Zellen voneinander, ohne dass sich die beiden
Strome mischen (hydrodynamische Fokussierung). Die Zellen werden einzeln durch
Laserstrahlen gefiihrt, die Teil der Optik sind. Hierbei entsteht Streulicht. Die gerade
Streuung (Forward Scatter, FSC; Absorption durch die Zelle) ist ein Mal} fiir die ZellgroBe,
die seitliche Streuung (Side Scatter, SSC; Beugung) fiir die Dichte und Granularitit der
Zellen. Zusétzlich kann der Laser einen an einen Antikdper gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff
zur Emission von Licht typischer Wellenldnge anregen. Dieser spezifische Antikorper kann
beispielsweise gegen ein bestimmtes Oberflichenantigen (CD, cluster of differentiation)
gerichtet sein (Abb. 2). Durch verschiedene Kombinationen von Antikérpern (FACS-

Farbung) gelingt eine genaue Charakterisierung spezifischer Zellen. Die Intensitdt des
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emittierten Lichts ist ein Mal} fiir die Oberflaichenexpressionsdichte, also der markierten

Oberfldachenantige pro Zelle.

Das Ergebnis der Lichtstreuung durch die einzelnen Zellen wird iiber ein Computerprogramm
(CellQuestPro) ausgewertet und als Dot Plot (Frequenz der Zellen) bzw. Histogramm
(Mittlere Expressionsdichte pro Zelle) dargestellt. Um die zu untersuchende Zellpopulation
wird dann ein Gate (Eingrenzung) gelegt und die unerwiinschten Zellen aus der Auswertung
ausgegrenzt. Die gegateten Zellen konnen dann beziiglich der Expression der markierten

Oberflichenantigene weiter untersucht werden.

Streulichtdetektor

Laserstrahl

Streulicht

Abb. 2: Prinzip der Durchflusszytometrie

3.6 Standardisierte Vollblut Oberflachenfarbung

Die Analyse der Lymphozyten (T-Lymphozytenpopulationen, NK- und B-Lymphozyten)
anhand spezifischer Oberflichenantigene erfolgte aus heparinisiertem Vollblut mittels

Durchflu8zytometrie. Fiir jeden Probanden wurden jeweils 100 ul Vollblut in FACS-
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Rohrchen pipettiert. Nach Zugabe der jeweiligen Antikorper-Ansitze (Tab. 5) wurden die
Proben fiir zehn Sekunden gevortext und dann 30 min bei 4° Celsius im Kiihlschrank
inkubiert (Farbung). Die bei der durchflusszytometrischen Messung stérenden Erythrozyten
wurden durch Zugabe von 2 ml Lysing Solution und anschlieBende 10 miniitige Inkubation
bei Raumtemperatur im Dunkeln lysiert. Nach Pelletierung (1300 rpm, 4°C) wurden die
Zellen mit 2 ml FACS Puffer gewaschen. Nach erneuter Pelletierung (1300 rpm, 4°C) erfolgte
durch Zugabe von 200 pul 1 % PFA-Losung eine Fixierung. Die Proben wurden bis zur

Messung bei 4°C gelagert.
Antikorper Menge
6 ul
Lymphozyten- CD19 4 ul
Farbung
T-Lymphozyten- | CD28 2 ul
Féarbung CD4 4 ul
CD8 4 ul
CD3 0,5 ul

Tab. 5: Farbeschema zur FACS-Analyse der Lymphozytenpopulationen
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3.7 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Daten erfolgte mit der CELLQuest
ProSoftware (Becton Dickenson). Diese kann jeder Zelle die Eigenschaften zuordnen, die
iiber das oben beschriebene optische System erfasst werden. In der DotPlot Darstellung
werden die Ergebnisse in einem zweidimensionalen Koordinatensystem abgebildet.
Verschiedene Merkmale konnen so beobachtet werden. Das Programm gibt bei der
Auswertung die Anteile der einzelnen durch den Untersucher definierten Zellgruppen an der
iibergeordneten Population an. Mit Hilfe eines bekannten Blutbilds und Differentialblutbilds

lassen sich die absoluten Zellzahlen berechnen.

Im ersten Schritt wurden alle lymphozytiren Zellen anhand ihrer Grofle und Granularitit im
Vorwirts-/Seitwarts-Scatter charakterisiert (Abb. 3). Im folgenden Schritt wurden anhand von
Oberflichenmerkmalen drei Subpopulationen der Lymphozyten unterschieden (T-
Lymphozyten, B-Lymphozyten, Natiirliche Killerzellen) und diese dann in zwei DotPlots
nach CD3/CD19- und CD3/CD56/16- Expression aufgetrennt.

Ein zweiter Ansatz diente der weiteten Differenzierung der T-Lymphozyten (Abb. 4). Im
ersten Schritt dieser Auswertung wurden die T-Lymphozyten anhand der GrofBle und
Granularitit und der CD3 Expression bestimmt. Die T-Lymphozyten wurden unterschieden in
CD4+ Helferzellen und CD8+ Suppressorzellen und diese beiden Populationen durch das
Oberflichenmerkmal CD28 weiter unterteilt. Mit Hilfe des Blutbildes und des
Differentialblutbildes kdnnen absolute Zellzahlen berechnet werden. Das Vorgehen wird im

Folgenden graphisch verdeutlicht.
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Abbildung 3: Gatingstrategie zur Bestimmung der NK-Zellen, B- und T-Lymphozyten
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Die absoluten Zellzahlen der Lymphozytenpopulationen werden folgendermallen berechnet:

Berechnung der NK-. B- und T-Lymphozyten:

(Leukozyten/ul) x (% Anteil der Lymphozyten an allen Leukozyten im
Differentialblutbild) x (% Anteil der B-, NK- oder T-Zellen an den Lymphozyten aus
dem ersten Ansatz) = (absolute Zellzahl der B-, NK- oder T- Lymphozyten/ul)

Berechnung der CD4+ und der CD8&+ T-Lymphozyten:

(Leukozyten/ul) x (% Anteil der Lymphozyten an allen Leukozyten im
Differentialblutbild) x (% Anteil der T-Zellen an den Lymphozyten aus der
Auswertung des ersten Ansatzes) x (% Anteil der CD4+ oder der CD8+ Zellen an den
T-Lymphozyten aus dem zweiten Ansatz) = (absolute Zellzahl der CD4+ T-
Lympozyten oder CD8+ T-Lymphozyten/ul)

Berechnung der Zellzahl der CD4+CD28- und CD8+CD28- T-Lymophozyten:
(Anteil der CD4+CD28- an den an den CD4+ T-Lymphozyten oder Anteil der
CD8+CD28- T-Lymphozyten an den CD8+ T-Lymphozyten aus dem 2. Ansatz) x
(Anzahl der absoluten CD4+ oder CD8+ T-Lymphozyten/ul) = (absolute Zellzahl der
CD4+CD28- oder der CD8+CD28- T-Lymphozyten/ul)

3.8 Bestimmung weiterer Laborparameter

Die Bestimmung der Laborparameter erfolgte im klinisch chemischen Zentrallabor des

Universitétsklinikums des Saarlandes. Es wurden folgende Parameter bestimmt:

Blutbild und Differentialblutbild

Klinische Chemie: Transaminasen, y-GT, Gesamtbilirubin, Kreatinin, Glukose,
Harnsdure, Albumin, CRP, Cholesterine (Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-
Cholesterin), Triglyceride

Spontanurin auf Urin-Albumin, Urin-Gesamtprotein, Urin-Kreatinin

Urinstatus mittels Teststreifen, Urin-Sediment
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3.9 Datenverarbeitung und statistische Auswertung

Folgende Computerprogramme wurden zur Erstellung der vorliegenden Arbeit verwendet:

PC-Programm  Anwendungsbereich

Microsoft Textverarbeitung, Grafiken
Word

Microsoft Datenverwaltung

Excel

SPSS 13.0 Statistik und Grafiken

CellQuest Pro  Durchflusszytometrische Datenerfassung (Messung und Auswertung),

Grafiken

Tab. 6: verwendete Computerprogramme

Die Daten eines jeden Studienteilnehmers wurden in eine Exel-Tabelle aufgenommen.
Kontinuierliche Variabeln werden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben und
mittels Mann-Whitney-Test verglichen, nominale Variabeln werden als prozentuale Anteile

der Grundgesamtheit angegeben.

Zusammenhdnge zwischen kontinuierlichen Variablen wurden mittels Spearman-Rho
Rangkorrelation tiberpriift, die nominalen Risikofaktoren wurden mittels Mann-Whitney-
Tests in Bezug auf die IMT verglichen. In linearen Regressionsmodellen wurden diejenigen
Lymphozytensubpopulationen, die univariat signifikant mit der IMT korrelierten, und
klassische kardiovaskuldre Risikofaktoren als unabhingige Prddiktoren der abhingigen
Variable IMT f{iberpriift. Das Signifikanzniveau aller Tests wurde bei 5 % festgesetzt. Die
statistische Datenverarbeitung erfolgte mittels SPSS 13.0 (SPSS Inc., USA).
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Studienteilnehmer

Unter Beriicksichtigung der Ein- und Ausschlusskriterien konnten 411 Mitarbeiterinnen und
Mitarbeiter der Universitdtskliniken des Saarlandes, die im Rahmen einer routinemifBigen
Vorstellung beim Betriebsarzt rekrutiert wurden, in die Studie eingeschlossen werden. 271
Probanden waren weiblich (65,9 %). Das Durchschnittsalter betrug 42,4+8,9 Jahre. Die
Tabellen 7 und 8 geben die Charakterisierung der Teilnehmer hinsichtlich des

kardiovaskulédren Risikoprofils und der Leukozytensubpopulationen wider.

Eigenschaft Mittelwert+Standardabweichung  Streubreite des
resp. Prozentzahl Parameters
Weibliche Studienteilnehmer (%) 65.9
Alter (Jahre) 42,4+8.9 25-59
BMI (kg/m?) 25,2443 17,6-43,7
Gesamtcholesterin (mg/dl) 198+38 100-313
LDL-Cholesterin (mg/dl) 112435 39-238
HDL-Cholesterin (mg/dl) 68+17 28-135
Blutzucker (mg/dl) 93421 47-274
Kreatinin (mg/dl) 0,88+0,18 0,5-2.4
Systolischer Blutdruck (mmHg) 132420 90-225
Diastolischer Blutdruck (mmHg) 84+10 55-120
Mittlerer Blutdruck (mmHg) 100£12 70-152
Pulsdruck (mmHg) 48+13 25-110
Aktive Raucher % 30,4
Diabetes mellitus % 2,7

Familidre Belastung durch die Eltern 17,0

und/oder die Geschwister %

Antihypertensive Medikation % 10,2
Cholesterinsenkende Medikation % 0,5
IMT (mm) 0,429+0,008 0,22-0,93

Tab. 7: Charakterisierung der Studienteilnehmer
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Zellpopulation Mittelwert+Standardabweichung  Streubreite des
(Zellzahl/pl) Parameters (Zellzahl/pl)
Leukozyten 6747+1843 2800-14200
Neutrophile Granulozyten 3938+1470 1330-12070
Monozyten 489+167 148-1530
Lymphozyten 21294593 732-4816
B-Lymphozyten 232+104 38-589
NK-Zellen 3224154 33-1223
T-Lymphozyten 1475+468 449-3513
CD4+ T-Lymphozyten 919+319 334-2181
CD4+CD28- T-Lymphozyten  21+40 0-315
CD8+ T-Lymphozyten 4694221 94-1746
CD8+CD28- T-Lymphozyten  151+158 1-1158

Tab. 8: Darstellung der Zellzahlen der Lymphozytensubpopulationen

4.2 Assoziation der Intima Media Dicke mit kardiovaskularen

Risikofaktoren

Die mittlere IMT wurde anhand je dreier Messpunkte der rechten und der linken Arteria
carotis communis bestimmt. Es wurde ein Zusammenhang mit folgenden atherosklerotischen
Risikofaktoren untersucht: Alter, Geschlecht, Blutdruck (systolischer Blutdruck, diastolischer
Blutdruck, mittlerer Blutdruck, Pulsdruck), Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin und HDL-
Cholesterin, Body Mass Index (BMI), familidre Belastung mit kardiovaskuldren Ereignissen
vor dem 60. Lebensjahr, Diabetes mellitus und Rauchen. Mit Ausnahme des Rauchens und
der familidren Belastung sind fiir alle Risikofaktoren signifikante Assoziationen mit der IMT
nachweisbar. Das LDL-Cholesterin und das HDL-Cholesterin lagen bei drei bzw. bei einem

der 411 Probanden nicht vor.

Das Alter zeigt die stirkste Korrelation aller Risikofaktoren mit der IMT (r = 0,552, Abb. 5).
Die zweitstirkste Korrelation mit der IMT weist der systolische Blutdruck (r = 0,417, Abb. 7)
auf; die Zusammenhénge der IMT mit dem Pulsdruck, dem diastolischen und dem mittleren

Blutdruck sind signifikant (Abb. 8-10). Der Body Mass Index korreliert ebenfalls positiv (r =
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0,306, Abb. 6). Die Assoziationen der IMT mit verschiedenen Cholesterinfraktionen sind
schwicher aber signifikant ausgeprigt. Fiir das Gesamt- und das LDL-Cholesterin sind die
Koeffizienten mit r = 0,219 bzw. r = 0,218 etwa gleich groBl (Abb. 11-12). Das
atheroprotektive HDL-Cholesterin korreliert negativ mit der IMT (r =-0,125, Abb. 13).

Bei den nominalen Riskofaktoren fanden sich ebenfalls signifikante Assoziationen mit der
IMT. Mainner haben signifikant hohere IMT-Werte als Frauen (0,442+0,094 mm vs
0,422+0,075 mm, Abb. 14). Teilnehmer mit bekanntem Diabetes mellitus weisen eine
signifikant hohere IMT als Nichtdiabetiker auf (0,468+0,082 mm vs 0,428+0,078 mm, Abb.
16). Keine Unterschiede ergibt der Vergleich zwischen Probanden mit und ohne familidre
Belastung mit vorzeitigen kardiovaskuldren Ereignissen (0,443+0,091 mm vs 0,426+0,08
mm, Abb. 17). Aktive Raucher unterscheiden sich nicht signifikant in Bezug auf die IMT von
Nichtrauchern (0,426+0,075 mm vs 0,430+0,085 mm, Abb. 15).

Fiir 408 Studienteilnehmer liegt das C- reaktive Protein (CRP) vor. Allerdings wurde durch
das Zentrallabor des Universitdtsklinikums des Saarlandes wihrend der Studiendurchfithrung
der ausgegebene untere Grenzwert herabgesetzt. Bei 204 Probanden, die zu Beginn
eingeschlossen wurden, betrug der vom Labor ausgegebene untere Grenzwert 3 mg/l, bei den
folgenden 161 Teilnehmern 0,6 mg/l. Das hoch sensitive (hs)-CRP, dessen unterer Grenzwert
bei 0,2 mg/l liegt, konnte bei 43 Probanden bestimmt werden. Um einen
proatherosklerotischen mikroinflammatorischen Entziindungsprozess nachzuweisen, sind 3
mg/l als unterer Grenzwert nicht ausreichend. Die Population der Probanden, bei denen das
hs-CRP bestimmt wurde, ist mit 43 Teilnehmern zu klein, um daraus Aussagen iiber den

Zusammenhang mit der IMT abzuleiten.

Bei den 161 Teilnehmern, deren CPR ab einem unteren Grenzwert von 0,6 mg/l vorliegt,

korreliert die IMT nicht signifikant mit diesem Entziindungsparameter (r=0,130, p=0,101).
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ohne positiver Familienanamnese fiir kardio- und
cerebrovaskuldre Ereignisse (Mann-Whitney-Test; 2-

seitig nicht signifikant)

4.3 Assoziation der Intima Media Dicke mit Lymphozytenpopulationen

Die vorliegende Arbeit untersucht den Zusammenhang zwischen der IMT als Marker
subklinischer atherosklerotischer Gefdfverdnderungen und den Lymphozytensubpopulationen
des peripheren Blutes. Beriicksichtigt wurden hierbei die Gesamtlymphozyten, die

Natiirlichen Killerzellen, die B-Lymphozyten, die T-Lymphozyten, die CD4+ T-
Lymphozyten sowie die CD8+ T-Lymphozyten. Bei den beiden Letztgenannten wurden
zusitzlich die CD28- Subpopulationen bestimmt. Nicht bei allen 411 Studienteilnehmern liegt

die Zahl aller Lymphozytenpopulation vor. Die Lymphozytenbestimmung war bei zwei
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Probanden nicht mdglich. Die T-Lymphozyten und die B-Lymphozyten konnten in fiinf
Féllen nicht bestimmt werden. Die Zellzahlen der CD4+ und CD8+ T Lymphozyten
einschlieBlich der entsprechenden CD28- Subpopulationen und bei den Natiirlichen

Killerzellen lagen die Zellzahlen bei sechs Teilnehmern nicht vor.

Signifikante Korrelationen zwischen der IMT und den Gesamtlymphozyten (Abb. 18), den T—
Lymphozyten (Abb. 19), den CD4+ T-Lymphozyten (Abb. 20), den CD8+ T-Lymphozyten
(Abb. 22), den CD8+CD28- T-Lymphozyten (Abb. 23) und den Natiirlichen Killerzellen
(Abb. 24) sind nicht nachweisbar (jeweils r < 0,1). Das Signifikanzniveau erreichen formal
die Assoziationen der IMT mit der Zellzahl der CD4+CD28- T-Lymphozyten (r = 0,109, Abb.
21) und mit der Zellzahl der B-Lymphozyten (r = 0,122, Abb. 25).
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4.4 Assoziation der B-Lymphozyten und CD4+CD28- T-Lymphozyten mit

atherosklerotischen Risikofaktoren

Die vorliegende Studie untersucht Assoziationen der IMT sowohl mit kardiovaskuldren
Risikofaktoren als auch mit Lymphozytensubpopulationen. Zusétzlich wurden Korrelationen
zwischen kardiovaskuldren Risikofaktoren und den einzelnen Lymphozytensubpopulationen
untersucht. Diese Korrelationen sind jedoch nicht primérer Gegenstand der vorliegenden
Untersuchung. Die folgende Darstellung beriicksichtigt daher nur die Korrelationen der
kardiovaskuldren Risikofaktoren mit den beiden Zellpopulationen, fiir die sich signifikante

Zusammenhdnge mit der IMT ergeben (Tab. 9).

Fiir das Alter lasst sich eine signifikante positive Korrelation mit den CD4+CD28- T-
Lymphozyten (r=0,248) und mit den B-Lymphozyten (r=0,124) nachweisen. Bei einzelnen
anderen Risikofaktoren ergeben sich ebenfalls schwache, formal signifikante

Zusammenhénge mit einer der beiden Zellpopulationen (Tab. 9 und 10).
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Risikofaktor B-Lymphozyten CD4+CD28- T-
(Zellzahl/ul) Lymphozyten
(Zellzahl/pl)
Alter (Jahre) r 0,124 0,248
p 0,013 < 0,001
BMI (kg/m?) r 0,151 0,042
p 0,002 ns
Systolischer Blutdruck r 0,039 0,097
(mmHg)
p ns Ns
Diastolischer Blutdruck r 0,008 0,031
(mmHg)
p ns ns
Mittlerer Blutdruck (mmHg) r 0,024 0,070
p ns Ns
Pulsdruck (mmHg) r 0,040 0,123
p Ns 0,013
Gesamtcholesterin (mg/dl) r 0,096 0,122
p ns 0,014
LDL-Cholesterin (mg/dl) r 0,120 0,073
p 0,016 ns
HDL-Cholesterin (mg/dl) r -0,133 0,093
p 0,007 Ns

Tab. 9: Korrelation der Zellzahl der B-Lymphozyten und der CD4+CD28- T-Lymphozyten mit

atherosklerotischen Risikofaktoren (Spearman-Rho Rangkorrelation, 2-seitig signifikant)
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Nominaler atherosklerotischer CD4+CD28- T- B-Lymphozyten

Risikofaktor Lymphozyten (Zellzahl/ul)
(Zellzahl/pl)

Raucher vs Nichtraucher 19,6 vs 21,8 268,9 vs 216,2

p ns <0,001

Famildre vs keine familédre Belastung 26,0 vs 20,2 234,5 vs 231,9

p ns ns

Diabetiker vs Nichtdiabetiker 28,6 vs 21,0 268,3 vs 231,3

p ns ns

Mainnliche vs Weibliche Teilnehmer 17,5 vs 23,1 237,1 vs 229,8

p <0,001 ns

Tab. 10: Vergleich der Zellzahl der CD4+CD28- T-Lymphozyten und der B-Lymphozyten mit nominalen
atherosklerotischen Risikofaktoren

4.5 Assoziation der Intima Media Dicke mit B-Lymphozyten und
CD4+CD28- T-Lymphozyten unter Bericksichtigung atherosklerotischer

Risikofaktoren

Neben einem Grofteil der klassischen Risikofaktoren korrelieren in der vorliegenden Arbeit
die B-Lymphozytenzahl und die Zahl der CD4+CD28- T-Lymphozyten mit der IMT. Um die
Unabhéngigkeit dieser Assoziationen von etablierten kardiovaskuldren Risikofaktoren zu
iiberpriifen, wurden lineare Regressionsmodelle errechnet, die diese klassischen
Risikofaktoren und die Anzahl der B-Lymphozyten respektive der CD4+C28- T-
Lymphozyten als unabhédngige und die IMT als abhingige Variablen berticksichtigen (Tabelle
11 und 12). Bei beiden Lymphozytenpopulationen ist der Zusammenhang zwischen den
Zellzahlen und der IMT nach Korrektur fiir klassische kardiovaskuldre Risikofaktoren nicht
mehr signifikant (siche jeweils Modell 2). Bereits bei Einschluss des Alters der
Studienteilnehmer (siehe jeweils Modell 1) besteht keine signifikante Assoziation der beiden

Zellpopulationen mit der IMT mehr.
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Nicht Standardfehler =~ T-Wert Signifikanz
standardisierter
Koeffizient
Modell 1
(Konstante) 0,221 0,018 12,144 <0,001
Alter (Jahre) 0,005 0,000 11,391 <0,001
B-Lymphozyten 6,26E-005 0,000 1,82 0,070
(Zellzahl/ul)
Modell 2
(Konstante) 0,134 0,037 3,589 <0,001
Alter (Jahre) 0,004 0,000 8,775 <0,001
B-Lymphozyten 5,74E-0005 0,000 1,641 0,102
(Zellzahl/ul)
Geschlecht -0,013 0,008 - 1,609 0,108
(weiblich)
BMI (kg/m?) 0,000 0,001 - 0,238 0,812
Mittlerer 0,001 0,000 3,893 <0,001
Blutdruck
(mmHg)
Gesamtcholesterin 0,000 0,000 1,371 0,171
(mg/dl)
HDL-Cholesterin 0,000 0,000 - 1,431 0,153
(mg/dl)
Nikotin -0,005 0,008 - 0,617 0,537

Tab. 11: Multiples Regressionsmodel der IMT unter Beriicksichtigung der B-Lymphozyten

abhéngige Variable: IMT
aufgenommene Variablen im Modell 1:
aufgenommene Variablen im Modell 2:

Alter, Zellzahl B-Lymphozyten

Alter, B-Zellzahl, Geschlecht, BMI, Nikotin, mittlerer
Blutdruck, HDL-Cholesterin, Gesamtcholesterin
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Nicht Standardfehler =~ T-Wert Signifikanz
standardisierter
Koeffizient
Modell 1
Konstante 0,232 0,017 13,306 <0,001
Alter (Jahre) 0,005 0,000 11,280 <0,001
CD4+CD28- T- - 1,51E-005 0,000 -0,0164 0,870
Lymphozyten
Modell 2
Konstante 0,14 0,038 3,724 <0,001
Alter (Jahre) 0,004 0,000 8,749 <0,001
CD4+ CD28- T- -3,64E-005 0,000 -0,406 0,685
Lymphozyten
Geschlecht -0,013 0,008 -1,541 0,124
(weiblich)
BMI (kg/m?) 2,29E-005 0,001 0,023 0,981
Mittlerer 0,001 0,000 3,802 <0,001
Blutdruck
(mmHg)
Gesamtcholesterin 0,000 0,000 1,490 0,137
(mg/dl)
HDL-Cholesterin 0,000 0,000 -1,59 0,113
(mg/dl)
Nikotin -0,002 0,008 0,198 0,843

Tab. 12: Multiples Regressionsmodell der IMT unter Beriicksichtigung der CD4+CD28- T-Lymphozyten
Abhingige Variable: IMT

Aufgenommene Variablen Modell 1:
Aufgenommene Variablen Modell 2:

Alter, Zellzahl CD4+CD28- T-Lymphozyten

Alter, Zellzahl CD4+CD28- T-Lymphozyten,

Geschlecht, BMI, Mittlerer Blutdruck, Gesamtcholesterin, HDL-
Cholesterin, Nikotin
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5 Diskussion

In einer Querschnittsstudie wurde bei 411 gesunden Probanden die Assoziation der mittleren
IMT der Arteria Carotis Communis mit allgemein anerkannten atherosklerotischen
Risikofaktoren und mit Lymphozytensubpopulationen untersucht. Dabei fanden sich fiir zwei
Zellpopulationen, die CD4+CD28- T-Lymphozyten und die B-Lymphozyten schwach

positive, aber signifikante Zusammenhénge.

Das untersuchte Kollektiv weist, verglichen mit der Durchschnittsbevolkerung, ein niedriges
atherosklerotisches Risiko auf. Nicht eingeschlossen wurden Probanden mit bekannten oder
anamnestischen Hinweisen auf kardio- und cerebrovaskulédre Ereignisse. Die Mehrheit der
Studienteilnehmer ist weiblich (66 %), das Durchschnittsalter ist niedrig (42,4+8,9 Jahre), der
mittlere systolische und der diastolische Blutdruck ist normotensiv und das mittlere
Gesamtcholesterin liegt im Normalbereich. Nur ein geringer Anteil der Probanden wurde mit
Antihypertensiva (10,2 %) und/oder mit Cholesterinsenkern (0,5 %) behandelt. Bei wenigen
Probanden lag ein bekannter Diabetes mellitus (2,7 %) vor, ein Teil war zum Zeitpunkt der

Teilnahme Raucher (30,4 %).

5.1 Intima Media Dicke und atherosklerotische Risikofaktoren

Die mittlere IMT wurde mit atherosklerotischen Risikofaktoren korreliert. Dabei fanden sich
signifikante Zusammenhénge fiir einen Grofteil allgemein akzeptierter atherosklerotischer
Risikofaktoren: Alter, BMI, systolischer, diastolischer und mittlerer Blutdruck sowie
Pulsdruck, Gesamt-, LDL- und (invers) HDL-Cholesterin, Diabetes mellitus und Geschlecht.
Signifikante Korrelationen zwischen der IMT und den Risikofaktoren wurden in zahlreichen
anderen Studien nachgewiesen und stiitzen die Validitidt der vorliegenden Untersuchung
(Stensland-Bugge et al., 2000; Howard et al., 1993; Gariepy et al., 1998; Ferriéres et al.,
1999; de Michele et al., 2002; Gariepy et al., 1993; Howard et al., 1991; Saba et al., 1999;
Oren et al., 2003; Zureik et al., 1999; Heiss et al., 1991; Hanefeld et al., 1999; Mykkénen et
al., 1997; Salonen et al., 1991; Bolinder et al. 1997). Da ebenfalls eine Studienpopulation mit
niedrigem atherosklerotischen Risiko untersuchte wurde (N=1031, 536 Manner, 49,6+8,6
Jahre; 477 Frauen, 49,7£8,5), lassen die Ergebnisse von Ferrieres (Ferricres et al., 1999) mit

Einschrankungen eine Vergleichbarkeit zu. Wie in der vorliegenden Untersuchung bestehen
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die grofiten Korrelationskoeffizienten in dieser Studie fiir das Alter (Ménner r=0,50, Frauen
r=0,48) und fiir den systolischen Blutdruck (Ménner r=0,38, Frauen r=0,32), wihrend die

anderen Risikofaktoren niedrigere Korrelationskoeffizienten aufweisen.

Im Widerspruch zu anderen Untersuchungen steht, dass in der vorliegenden Studie Raucher
keine hohere IMT aufweisen als Nichtraucher. Beide Gruppen sind etwa gleich alt (42,6+8,7
Jahre vs 42,349,0 Jahre; ns). Mehrere Studien fanden bei Rauchern signifikant hhere IMT-
Werte als bei Nichtrauchern (Howard et al., 1994, Gariepy et al., 2000; Simon et al., 2002).
Allerdings haben andere Studien gerade bei Frauen ebenfalls keine Verbindung von erhdhten
IMT-Werten mit dem Rauchen gezeigt. In der vorliegenden Untersuchung ist der Frauenanteil
hoch. Beispielsweise untersuchten Stensland-Bugge et al. (2000) bei 3128 Erwachsenen
mittleren Alters den Zusammenhang der IMT zu 15 Jahren zuvor erfassten
atherosklerotischen Risikofaktoren. Wéhrend bei den Ménnern ein Zusammenhang zwischen
dem Rauchen und erhohter IMT bestand, konnte dies bei den Frauen nicht nachgewiesen
werden. Weitere Untersuchungen (Gariepy et al., 2000; Ferrieres et al., 1999) fanden
ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen der IMT bei Raucherinnen und Nichtraucherinnen,
wihrend dieser bei minnlichen Teilnehmern vorlag. Ursache des fehlenden Zusammenhangs
in der vorliegenden Untersuchung diirfte unter anderem die geringe Expositionsdauer
(14,3£11,6 PY) sein. Da die IMT die Belastung mit Risikofaktoren iiber einen Zeitraum
widerspiegelt (Grobbee et al., 1994; Simon et al., 2002), wird das Rauchen erst iiber ldngere
Zeit zu relativ erhohten IMT Werten fiihren. In der vorliegenden Untersuchung ist die Dauer
des Nikotinkonsums dafiir moglicherweise zu gering. Des Weiteren befinden sich in der
Gruppe der ,,nicht-aktiven Raucher* sowohl ,.,ehemalige Raucher* als auch ,,Nie-Raucher*.
Dadurch diirfte der Unterschied der IMT zu der Gruppe der aktiven Raucher ebenfalls

geringer ausfallen.

Genetische Faktoren beeinflussen ebenfalls die Entstehung atherosklerotischer
Gefilverdnderungen. In diesem Zusammenhang sind bei Probanden mit familidrer Belastung
erhohte IMT-Werte gefunden worden (Juonala et al., 2006; Wang et al., 2003; Fox et al.,
2003). Als ein solches familidres Risiko galt in der vorliegenden Studie ein Herzinfarkt oder
Schlaganfall der Eltern oder Geschwister vor dem 60. Lebensjahr. Ein Zusammenhang
zwischen der famildren Belastung und der IMT konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.
Zuriickzufiihren ist dies eventuell auf das niedrige Durchschnittsalter der Studienteilnehmer,

so dass entsprechende Ereignisse bei Eltern und Geschwistern noch nicht eingetreten sind.
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Moglicherweise ist die Studienpopulation fiir die Beantwortung einer solchen Fragestellung

nicht grof genug.

Bei insgesamt 408 Studienteilnehmern wurde das C-reaktive Protein (CRP) als Marker der
sogenannten Mikroinflammation bestimmt. Jedoch waren die Bestimmungen nur bei einem
Teil der Teilnehmer sinnvoll verwertbar, da bei der Labordiagnostik der ersten 204 Probanden
ein unterer Grenzwert von 3 mg/l bestand, so dass geringgradig erhohte CRP Werte
entsprechend einer Mikroinflammation (etwa 0,5-3 mg/1) nicht erkannt werden. Bei weiteren
161 Probanden erfolgte die Angabe des CRP ab einem unteren Grenzwert von 0,6 mg/1, bei
43 Probanden wurde das hs-CRP mit einem unteren Grenzwert von 0,1 mg/l bestimmt. Eine
signifikante Korrelation mit der IMT bestand in keiner der Gruppen. Das C-reaktive Protein
ist ausfiithrlich untersucht und galt als vielversprechender Marker zur Erkennung von
Risikopatienten in der Primdr- und Sekundérprivention. Vorteil der Erfassung dieser
humoralen Komponente des Immunsystems ist die einfache Bestimmung, die im Rahmen
wissenschaftlicher Fragestellungen aus Analysen eingefrorener Proben noch Jahre nach der

Probengewinnung moglich ist.

Nachdem anfanglich grofle epidemiologische Arbeiten erhohte CRP Werte als wichtige
Pradiktoren zukiinftiger kardiovaskuldrer Ereignisse propagierten (Ridker, 1999), stufen
nachfolgende epidemiologische Arbeiten den Zusammenhang von CRP und der Inzidenz
kardiovaskuldrer Ereignisse nur als moderat ein (Danesh et al., 2004) und kommen zu dem
Schluss, dass die Erfassung des CRP und dhnlicher humoraler Marker nur einen sehr geringen
Informationsgewinn mit sich bringt (Wang et al., 2006). Aktuelle Studien konnten zwar eine
univariate Assoziation zwischen dem hs-CRP und der IMT nachweisen (Makita et al., 2005;
Lorenz et al., 2006), unter Beriicksichtigung anderer Risikofaktoren waren diese aber nicht
mehr vorhanden. Dariiber hinaus ist die pathogenetische Relevanz des C-reaktiven Proteins in

der Atherogenese nicht sicher geklért (Yeh, 2005; Pepys et al., 2003).

5.2 Intima Media Dicke und Lymphozytensubpopulationen

In der vorliegenden Querschnittsstudie wurde in einem grof3en Kollektiv mit einem niedrigen
atherosklerotischen Risiko die Assoziation zwischen der IMT und

Lymphozytensubpopulationen untersucht. Deren Beteiligung an der Atherogenese ist belegt
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(Hansson, 2005; Hansson et al., 2006). Vergleichbare Untersuchungen fiir
Lymphozytensubpopulationen sind bisher nicht an einem solchen Kollektiv durchgefiihrt
worden, flir die Gesamtzahl der peripheren Leukozyten ist jedoch ein positiver
Zusammenhang mit erhohten IMT-Werten beschrieben (Loimaala et al., 2006). In der
vorliegenden Untersuchung bestehen schwache, aber signifikante Korrelationen fiir die B-
Lymphozyten und die CD4+CD28- T-Lymphozyten. Unter Beriicksichtigung klassischer
atherosklerotischer Risikofaktoren ist in multiplen Regressionsmodellen eine signifikante

Assoziation der beiden Subpopulationen mit der IMT nicht nachweisbar.

5.2.1 Intima Media Dicke und Natiirliche Killerzellen

Natiirliche Killerzellen sind in allen Stadien atherosklerotischer GefaBBwandveridnderungen
nachgewiesen worden. Sie befinden sich in sehr kleiner Zahl vornehmlich im Randbereich
frither atherosklerotischer Lasionen (Millonig et al., 2002). In einer kleinen Studie fanden sich
bei élteren Menschen mit einem erniedrigten Knochel-Arm-Index als Marker einer
generalisierten Atherosklerose erhohte NK-Zellzahlen im peripheren Blut (Bruunsgard et al.,
2001); die Autoren interpretieren diesen Umstand als Nachweis eines allgemein erhohten
Entziindungsniveaus. Eine andere Untersuchung (Clerc et al., 1997) mit einer kleinen Fallzahl
(N=29) fand bei manifester Atherosklerose, definiert als eine nachgewiesene KHK oder
pAVK, ebenfalls hohere NK-Zellzahlen als bei Kontrollen ohne nachgewiesene oder ohne
klinische Atherosklerose. Dazu passend wiesen Whitmann (Whitmann et al., 2004) und
Ramsamy (Ramsamy al., 2005) in Mausmodellen bei abgeschwéchter NK-Zell-Funktion

verminderte atherosklerotische Gefaflverdnderungen nach.

Eine signifikante Korrelation der NK-Zellen mit der IMT konnte in der vorliegenden Arbeit
nicht gefunden werden. Zusammenhinge zwischen den Natiirlichen Killerzellen und der IMT
als Atherosklerosemarker sind bisher nicht bei einem Kollektiv mit einem niedrigen
atheroskerotischen Risiko untersucht worden. Tanigawa und Mitarbeiter (2003) fanden bei
einem deutlich dlteren und nur aus ménnlichen Teilnehmern bestehenden Kollektiv bei
Rauchern in einem univariaten Modell einen negativen Zusammenhang zwischen diesen
GroBen. Unter Beriicksichtigung anderer kardiovaskuldrer Risikofaktoren war dieser
Zusammenhang in der multivariaten Analyse nicht signifikant. Diese negative Assoziation

steht nicht mit den Daten aus den erwéhnten Tierexperimenten im Einklang.
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Die erwidhnten Studien weisen bei deutlichen methodischen Limitationen auf eine
Verdnderung der NK-Zellzahl im peripheren Blut im Rahmen klinisch manifester
Atherosklerose hin, wihrend dies aufgrund der vorliegenden Daten in préklinischen Stadien
nicht angenommen werden kann. Moglicherweise begiinstigt eine Erhohung der NK-Zellen
das Auftreten klinischer Stadien bei fortgeschrittener Atherosklerose oder ist Folge einer
solchen. Insgesamt ist die Rolle der NK-Zellen in der Atherogenese unzureichend untersucht

und sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

5.2.2 Intima Media Dicke und B-Lymphozyten

In Plaques sind B-Lymphozyten nachgewiesen worden (Jonasson et al., 1986). Sie befinden
sich auch in der Adventitia. Es wird angenommen, dass sie von dort aus den
Entziindungsprozess beeinflussen (Ramshaw et al., 1990). Im Tiermodell an Mausen fiihren
die Beeinflussung der B-Zellen mit konsekutiver Zellzahlverminderung (Major et al., 2002)
oder durch genetische Schidigung (Caligiuri et al.,, 2002) zu einer vermehrten
Atheroskleroseentstehung. Dabei muss eine atheroprotektive Wirkung durch die Produktion
spezifischer Antikorper oder durch Immunmodulation angenommen werden. Auch scheint bei
Menschen nach Splenektomie mit nachfolgender Stérung der B-Lymphozyten das Risiko
kardiovaskuldrerer Erkrankungen erhoht (Hansson, 2005), so dass B-Lymphozyten insgesamt

eine atheroprotektive Wirkung zugesprochen wird.

In einer Arbeit von Tanigawa (Tanigawa et al., 2003) konnte keine Beziehung zwischen der
IMT und der Gesamtzahl der B-Zellen des peripheren Blutes unter Beriicksichtigung
atherosklerotischer Risikofaktoren nachgewiesen werden. Fiir die Untergruppe der CD 80
expremierenden B-Lymphozyten bestand jedoch eine signifikant positive Korrelation. Das
Teilnehmerkollektiv ist allerdings beziiglich des hoheren atherosklerotischen Risikoprofils

mit dem der vorliegenden Studie nicht vergleichbar.

In der vorliegenden Untersuchung liegt eine signifikant positive Korrelation der IMT mit der
Anzahl der peripheren B-Lymphozyten vor. Der Korrelationskoetfizient ist im Vergleich zu
den klassischen Risikofaktoren kleiner (r=0,122). In der multiplen Regressionsanalyse lag die
Assoziation auflerhalb des Signifikanzniveaus, so dass kein unabhidngiger Zusammenhang

nachweisbar ist.
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Die aufgefiihrten Untersuchungen zur Rolle der B-Lymphozyten in der Atherosklerose sind
somit uneinheitlich: Tiermodelle weisen auf eine atheroprotektive Wirkung hin, wéhrend
periphere B-Lymphozytenpopulationen bei Menschen mit erhohten IMT Werten assoziiert
sind. Eine mogliche Erkldrung fiir die Erhohung der peripheren B-Zellen bei erhdhter IMT
konnte sein, dass diese Ausdruck eines allgemeinen Entziindungsgeschehens ist. Diese
Vermutung wird unterstiitzt von der Beobachtung, dass die CD 80 expremierenden B-
Lymphozyten, die von Tanigawa (Tanigawa et al., 2003) mit der IMT in Zusammenhang
gebracht werden konnten, als Marker chronischer Entziindungen gelten. Beispielsweise
weisen B-Lymphozyten aus élteren atheroskleroseempfindlichen Maéusen hohere
Expressionen dieses co-stimulatorischen Molekiils auf als die vergleichbarer jiingerer Mause
(Afek et al., 2004). Wihrend die CD80 positiven B-Lymphozyten also einen chronischen
Entziindungsprozess widerspiegeln, konnten lokale B-Lymphozyten inhibitorisch auf den
Entziindungsprozess wirken. Letzteres wire iiber die Sekretion von IL-10 denkbar, einem
antiatherosklerotischen Zytokin (Lund et al., 2005). Denkbar ist auch eine spezifische
Immunitét, welche gegen die Atherosklerose triggernde Antigene gerichtet ist und so einen
atheroprotektiven Effekt (Hansson, 2002) hat. B-Lymphozyten der vorliegenden
Untersuchung sind nicht weiter subspezifiziert worden. In der zukiinftigen Forschung sollte
die funktionelle und immunphanotypische Heterogenitit der B-Lymphozyten beriicksichtigt

werden.

5.2.3 Intima Media Dicke und T-Lymphozytensubpopulationen

T-Lymphozyten, welche anhand von Oberflichenmerkmalen weiter unterteilt werden konnen,
wurden auf einen Zusammenhang mit der IMT als Marker fiir das Ausmal atherosklerotischer
GefiBwandverdanderungen hin untersucht. Fiir die Zahl der Gesamtlymphozyten, der T-
Lymphozyten, der CD8+ T-Lymphozyten, der CD8+CD28- T-Lymphozyten und der CD4+
T-Lymphozyten konnte keine signifikante Korrelation mit subklinischer Atherosklerose

nachgewiesen werden.

Nur wenige Untersuchungen haben sich bisher mit diesem Zusammenhang beschéftigt. Dazu
gehort die bereits zitierte Studie von Tanigawa (Tanigawa et al., 2003) an 557 Ménnern
zwischen 61 und 74 Jahren ohne ausgeprigtes atherosklerotisches Risikoprofil. Hier wurde
ebenfalls eine Assoziation zwischen der IMT und den T-Lymphozytensubpopulationen

vermutet. In der genannten Untersuchung korrelierte weder deren Gesamtzahl noch die der
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CD4+ und der CD8+ Lymphozyten unter Beriicksichtigung kardiovaskuldrer Risikofaktoren
signifikant mit der IMT.

CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten sind in atherosklerotischen GefdB3ldsionen beschrieben
(Frostegard et al., 1999) worden, im Plaque ist ihr Verhiltnis im Allgemeinen dhnlich wie im
peripheren Blut (Jonasson et al., 1986). Uber die Funktion der CD8+ T-Zellen im Rahmen der
Atherogenese ist wenig bekannt. Eine FErhéhung im peripheren Blut bei
koronarangiographisch nachgewiesener KHK ist in Verbindung mit einer CMV-Infektion
beschrieben, scheint davon aber auch unabhingig zu bestehen (Jonasson et al., 2003). Bei
Maiusen verandert ein Fehlen der CD8+ Lymphozyten nicht das histologische Bild (Elhage et
al., 2004) im Vergleich zu Kontrollen; andererseits konnte eine proatherogene Wirkung bei
entsprechend stimulierten Zellen festgestellt werden (Ludewig et al., 2000). Die Ergebnisse
dieser Arbeit weisen nicht auf eine Bedeutung der CD8+ T-Lymphozyten in der frithen

Atherogenese hin.

Zwischen der IMT und den CD8+CD28- T-Lymphozyten fand sich ebenfalls keine
Assoziation. Auffillig ist, dass die Anzahl der CD28- Zellen durchschnittlich um fast das
Vierfache hoher ist als die der CD4+CD28- Zellen. Die Ursache hierfiir ist unklar.
Moglicherweise verlieren die CD8+ Zellen das CD28 Molekiil frither als die CD4+ T-
Lymphozyten. Bei dem CD28 Molekiil handelt sich um ein co-stimulatorisches Molekiil der
Zellaktivierung, welches im Rahmen chronischer Entziindungsprozesse eine Rolle spielt.
Allgemein wird angenommen, dass das Fehlen dieses Oberflichenproteins Ausdruck einer

Zellalterung ist (Vallejo et al., 2004).

5.2.4 Intima Media Dicke und CD4+ T-Lymphozyten

Im vorliegenden Studienkollektiv korreliert die IMT nicht signifikant mit den CD4+ T-
Lymphozyten. In der erwdhnten Studie von Tanigawa (Tanigawa et al., 2003) ergab sich unter
Berticksichtigung anderer Risikofaktoren ebenfalls keine signifikante Korrelation der IMT
mit dieser Lymphozytenpopulation. Nachweisbar war dies jedoch fiir die Untergruppe der
CD45RO+CD4+ T-Lymphozyten, die als Gedéchtniszellen bezeichnet werden. In einer
weitaus kleineren Studie an Patienten mit primidrem Anti Phospholipid Syndrom ist die
Assoziation mit CD45RO+CD4+ T-Lymphozyten ebenfalls nachgewiesen worden (Ames et
al., 2005).
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T-Lymphozyten spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung der Atherosklerose (Robertson
et al., 2006). Sie sind in frithen Stadien sowohl im Tiermodell (Song et al., 2001) als auch bei
Menschen (Stary et al., 1994) in histologischen Untersuchungen nachgewiesen. Auch im
spateren Krankheitsverlauf, der atherosklerotischen Plaque, sind diese nachzuweisen (Stemme
et al., 1992). Vor allem CD4+ T-Lymphozyten scheinen beteiligt (Roselaar et al., 1996). Sie
sind in groBerer Anzahl im menschlichen Plaque zu finden als CD8+ Zellen (Frostegérd et al.,
1999). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Entstehung der Atherosklerose durch
Abschwichung oder Ausschaltung des adaptiven Immunsystems unterdriickt wird (Hansson,
2005). Verschiedene Tierexperimente heben ebenfalls die Bedeutung der CD4+ T-
Lymphozyten hervor. Zhou (Zhou et al., 2000) verstirkte durch den Transfer von CD4+ T-
Lymphozyten in immundefiziente Maiduse die pathologischen Gefdlverdnderungen.
Gleichzeitig fiihrt die Gabe von anti-CD4-AK im Modell zu einer Abnahme der ,,Fatty
Streaks* (Huber et al., 2001).

Des Weiteren lassen sich erhohte CD4+ T-Lymphozyten des peripheren Blutes bei
symptomatischen Stadien der Atherosklerose beim Menschen nachweisen. Dies gilt
beispielsweise fiir stabile und unstabile Angina Pectoris (Jonasson et al., 2002; Neri Serneri et
al., 1997). De Palma et al. (2006) zeigten, dass die Instabilitdt von Plaques im Rahmen des
ACS von klonaler T-Zell-Aktivierung begleitet ist. Diese ist allerdings auf die GefaBwand
beschrankt und wird nicht von entsprechender klonaler Expansion im peripheren Blut

begleitet.

Periphere CD4+ T-Lymphozyten sind bei asymptomatischen oder sehr frithen Stadien der
Atherogenese bisher unzureichend untersucht. Die vorliegende Arbeit konnte eine Erhohung
von CD4+ Zellen im peripheren Blut bei einer subklinischen Population mit niedrigem Risiko
nicht mit einer Erhohung der IMT als Surrogatmarker atherosklerotischer
Gefilverdnderungen in Verbindung bringen. Die fehlende Korrelation kann verschiedene
Ursachen haben: Hervorzuheben ist, dass es sich bei der Gruppe der CD4+ T-Lymphozyten
keineswegs um eine einheitliche Zellpopulation handelt (Amyes et al., 2005), auch wenn ihr

insgesamt ein proatherosklerotisches Potential zugeschrieben wird (Robertson et al., 2006).

Die Subpopulationen der T-Lymphozyten konnen in Bezug auf den pathologischen Prozess

unterschiedliche Wirkungen haben. Beispielsweise gelten die CD4+ Regulatorischen T-Zellen
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insgesamt als antiatherosklerotisch, wiahrend dies fiir CD4+CD28- T-Lymphozyten nicht
angenommen wird (Robertson et al., 2006). In der erwédhnten Studie von Tanigawa (Tanigawa
et al., 2003) fand sich die signifikante Korrelation fiir eine CD4+CD45RO+ T-Subpopulation,
die unter den T-Lymphozyten im Plaque die Mehrheit bilden (Stemme et al., 1992).
Unterschiedliche Rollen verschiedener Subpopulationen auf den atherosklerotischen Prozess

konnten die fehlende Assoziation mit der IMT in der vorliegenden Untersuchung erkliren.

5.2.5 Intima Media Dicke und CD4+CD28- T-Lymphozyten

Im peripheren Blut sind nur sehr wenige der CD4+ T-Lymphozyten negativ fiir das
Oberflichenmerkmal CD28, deren Anzahl nimmt aber im Alter zu (Vallejo et al., 1998). Es
wird angenommen, dass der Verlust von CD28 Folge einer andauernden Zellaktivierung ist
(Warrington et al., 2003) und somit Ausdruck einer Zellalterung sein konnte. Diese
Subpopulation besitzt ein proinflammatorisches Potential und bildet verschiedene Zytokine in
groBen Mengen (Park et al., 1997; Liuzzo et al., 1999; Thompson et al., 1989) wie
beispielsweise das IFNy, ein Zytokin, dessen Einfluss auf die Entstehung der Atherosklerose
sehr komplex, insgesamt aber proatherosklerotisch ist (Robertson et al., 2006; Hansson,
2005). In der vorliegenden Untersuchung zeigt sich, dass CD4+CD28- T-Lymphozyten mit
der IMT univariat korrelieren (r=0,109). Im multiplen Regressionsmodel ist dieser

Zusammenhang nicht mehr signifikant unabhéngig von klassischen Risikofaktoren.

Die Atheroskleroseforschung hat sich bereits intensiver mit CD4+CD28- Lymphozyten
beschiftigt. Insbesondere mit atherosklerotisch bedingten Komplikationen konnten sie in
Verbindung gebracht werden. Im peripheren Blut sind sie bei Patienten mit instabiler Angina
Pectoris etwa neunfach hoher als bei solchen mit stabiler Angina (Liuzzo et al., 1999). Bei
letzteren lieB sich keine Erhohung nachweisen. Es bleibt aber offen, ob diese Erhéhung
Ursache oder Folge einer Plaqueinstabilitit ist (Liuzzo et al., 2000). Auch ldsst sich diese
Zellgruppe mit einem erhdhten Risiko eines zukiinftigen ACS bei Patienten mit instabiler
Angina Pectoris in Verbindung bringen (Liuzzo et al., 2007). Auflerdem konnte gezeigt
werden, dass CD4+CD28- T-Lymphozyten, die beim ACS erhoht sind, auf Antigene
reagieren, die in Plaques nachweisbar sind (Zal et al., 2004; Zal et al., 2007). Dies deutet auf
eine entscheidende Rolle dieser Zellen beim ACS hin. Die Vermutung der Beteiligung am
ACS basiert auf der Fiahigkeit dieser Zellen, Endothelzellen zu lysieren, wobei

moglicherweise Perforine beteiligt sind (Nakajima et al., 2002). In menschlichen Plaques
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scheinen nur wenige T-Lymphozyten Zellen CD28 zu exprimieren (de Boer et al., 1997).
Kiirzlich konnte eine oligoklonale Vermehrung von T-Zellen in Plaques nachgewiesen
werden (de Palma et al., 2006). In dieser Verodffentlichung fanden sich allerdings keine
Angaben dariiber, ob diese T-Zellen CD28 negativ waren. Insgesamt unterstiitzen diese
Beobachtungen die These, dass CD4+CD28- T-Zellen im Rahmen der Instabilitit von
GefaBlasionen eine Rolle spielen (Nakjima et al., 2002). Nadareishvili et al. (2004) brachten
diese Zellen mit schwerwiegenderen Folgen eines Schlaganfalls in Verbindung. Sowohl bei
Nadareishvili et al. (2004) als auch bei Liuzzo et al. (1999) war die Erhohung der
CD4+CD28- T-Zellen nicht nur auf das akute Ereignis beschrinkt, sondern i{iberdauerte dies
zeitlich. Es ist sowohl eine antigenspezifische als auch eine antigenunabhingige Rekrutierung
von CD4+CD28- T-Lymphozyten im Rahmen der Atherogenese und ihrer Komplikationen
denkbar (Robertson et al., 2007).

Bisher haben sich sehr wenige Untersuchungen mit der Rolle der CD4+CD28- T-
Lymphozyten in fritheren Stadien der Atherosklerose beschiftigt. Neben der vorliegenden
Studie finden sich bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis Hinweise auf eine Beteiligung
dieser Zellen in der frithen Atherosklerose. Bei Teilnehmern mit Rheumatoider Arthritis ohne
kardiovaskuldre Vorerkrankungen fanden sich hohere IMT-Werte bei Patienten mit erhohter
Zahl an CD4+CD28- T-Lymphozyten im peripheren Blut als bei denen ohne diese Zellgruppe
(Gerli et al., 2004). Daher kann eine Beteiligung dieser Zellen an frithen Stadien vermutet
werden. Es ist bekannt, dass TNFa die CD28 Expression auf Zellen herunter regulieren kann
(Bryl et al., 2001). Eine Inhibition von TNFa durch den monoklonalen Antikorper Infliximab
ex vivo fiihrt zu einer Zunahme dieses Oberflachenmarkers auf Zellen (Rizzello et al., 2006).
Auch Gerli et al. (2004) wies unter TNFa-Blockade einen Anstieg der CD28 Expression auf
den CD4+ T-Lymphozyten bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis nach. Neben Gerli (Gerli
et al.,, 2004) beschrieb Del Porto (del Porto et al., 2007) eine Abnahme der IMT unter
Therapie mit TNFa Blockern; eine kausale Beziehung zwischen einer erhohten IMT und den
CD28- Zellen ist somit denkbar. Da das Risiko einer KHK bei Rheumatoider Arthritis erhoht
ist, konnen diese Untersuchungen nicht ohne weiteres auf die Population der vorliegenden
Studie iibertragen werden. Insgesamt ist die vorliegende Untersuchung die bisher einzige zu
CD4+CD28- T-Lymphozyten des peripheren Blutes bei Probanden mit niedrigem
kardiovaskuldren Risiko und ohne kardiovaskuldre Vorerkrankungen. Es ergeben sich dabei
Hinweise auf eine Assoziation zu frithen Stadien der Atherosklerose, ohne dass diese

unabhingig von klassischen atherosklerotischen Risikofaktoren sind.
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5.3 Einschrankungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung unterliegen gewissen Einschrdnkungen. Da es
sich um eine Querschnittsstudie handelt, ergibt sich keine Aussage iiber den Langzeitverlauf.
Auch lassen sich die Ergebnisse letztlich nur auf ein Kollektiv mit niedrigem
atherosklerotischen Risiko iibertragen. Die Daten wurden nur ein einziges Mal erhoben.
Dadurch besteht insbesondere fiir die Charakterisierung der Zusammensetzung der
Leukozyten des peripheren Blutes, die verschiedenen Einfliissen unterliegen, die Gefahr
eingeschriankter Reliabilitdt. Hierbei spielen auch kurzfristige Effekte eine Rolle wie
beispielsweise das Rauchen, welches das Verhiltnis der zelluldren Bestandteile des Blutes
verdandert (Freedman et al., 1996). SchlieBlich erschwert die geringe Anzahl bestimmter
Zelltypen im Blut, beispielsweise die der CD4+CD28- T-Lymphozyten, deren exakte

Bestimmung. Die Zahl dieser Zellen lag in den meisten Féllen unter 50 Zellen/ul.

Einschrinkungen bestehen weiterhin beziiglich der Ultraschalluntersuchung. Die
eingeschriankte Reliabilitdt der Bestimmung der IMT via Ultraschall ist als Fehlerquelle
beschrieben (Kanters et al., 1997). Die IMT wurde ausschlieBlich an der ACC ermittelt, auf
eine Beriicksichtigung des Herzzyklus wurde verzichtet. Auch ist wiederholt kritisiert
worden, dass die IMT nicht die Intima alleine darstellt, obwohl die atherosklerotischen
Verdnderungen insbesondere in frithen Stadien hauptsdchlich diese Wandschicht betreffen.
Insbesondere bei leicht erhohten IMT-Werten besteht die Gefahr, dass sie nicht
atherosklerotisch bedingt sind (Grobbee et al., 1994). Beispielsweise fiihrt die Fibromuskulére
Dysplasie (Glagov et al., 1988) oder hdmodynamischer Stress (Glagov et al., 1992) zu

erhohten IMT Werten, ohne dass atherosklerotische Verdnderungen vorliegen.

Eine Zunahme der IMT ist nicht in jedem Fall pathologisch, da unabhéngig von anderen
Risikofaktoren mit dem Alter der Durchmesser der inneren GefaBwandschichten ansteigt. Aus
diesem Grund hat man versucht, Normwerte festzulegen. Diese haben sich bisher allerdings
nicht durchgesetzt (Howard et al., 1993; Simon et al., 2002). Simon et al. (2002) haben
vorgeschlagen, den IMT-Wert im Gesamtkontext des atherosklerotischen Risikoprofils zu
betrachten und nicht als GroBe innerhalb der statistischen Verteilung in einer gesunden

Population.
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Die Verwendung der sonographisch erfassten IMT der Karotiden als Surrogatmarker fiir
Atherosklerose ldsst sich rechtfertigen. Histologische Untersuchungen haben die Assoziation
von Risikofaktoren mit der IMT als Marker atherosklerotischer Verdnderungen
nachgewiesen. Auch treten in den Karotiden fortgeschrittene Verdnderungen im Allgemeinen
relativ spit im Vergleich zu anderen Abschnitten des arteriellen Geféf3systems auf (Solberg et
al., 1971; Dalager et al., 2007), so dass bereits leicht erhohte IMT-Werte Ausdruck einer
systemischen Atherosklerose sein konnen (Grobbe et al., 1994). Die Beschrinkung der
vorliegenden Arbeit auf die Bestimmung der IMT an plaquefreien Abschnitten des Gefdl3es
ist ebenfalls gerechtfertigt (Lorenz et al., Circulation 2007 a; Lorenz et al., 2007 b). Wahrend
Plaques womoglich eher ein lokales Risiko darstellen, spiegelt die IMT das generelle Ausmal}
der atherosklerotischen Gefdflverdnderungen wider (Grobbee et al., 1994; Lorenz et al., 2007
a; Lorenz et al., 2007 b). Des Weiteren spricht fiir die Bestimmung der IMT, dass die
Verbreiterung des Intima-Media Komplexes aufgrund der Hiufigkeit der Atherosklerose

grofteils auf dieses Krankheitsbild zuriickzufiihren ist.

Auf Grundlage dieser Studie konnen keine Aussagen iiber die unmittelbare Beteiligung der
untersuchten Zellpopulationen in der Atherogenese getroffen werden. Verdnderungen der
Zahl verschiedener Zelltypen miissen nicht in kausalem Zusammenhang mit dem
Krankheitsgeschehen  stehen, sondern konnen auch reaktiv als Folge des
Inflammationsprozesses auftreten. Dennoch konnen sich Anhaltspunkte fiir die Rolle der
zirkulierenden Lymphozyten in der Atherogenese ergeben. Durch die hohe Teilnehmerzahl

kann trotz verzerrender Faktoren eine Aussage getroffen werden.
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5.4 Ausblick

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung ergeben sich weitere Fragestellungen.
Diese betreffen vor allem die CD4+CD28- T-Lymphozyten. In Langzeitstudien wire zu
ermitteln, ob eine Erhohung dieser Zellzahl bereits in asymptomatischen Stadien der
Atherosklerose mit zukiinftigen vaskuldren Ereignissen assoziiert ist. Es ist nicht klar, ob
CD4+CD28- T-Lymphozyten eher mit aktuen Ereignissen vergesellschaftet sind oder ob diese
zu chronisch progredienten atherosklerotischen GefiaBverdnderungen beitragen. Eine
Erhebung von Langzeitdaten der vorliegenden Studiengruppe konnte das prognostische
Potential der Zellen in Bezug auf atherosklerotisch bedingte Ereignisse in einem Kollektiv mit

niedrigem Risiko vaskuldrer Ereignisse untersuchen.

Die Datenlage weist darauf hin, dass CD4+CD28- T-Lymphozyten am atherosklerotischen
Geschehen beteiligt sind. Moglicherweise sind TNFa-Blocker atheroprotektiv, indem sie die
Zahl der CD4+CD28- T-Lymphozyten erniedrigen. Auch eine selektive Inhibition der CD28-
Zellen erlaubt Riickschliisse auf deren Funktion. Des Weiteren ist unklar, was diese Zellen
iiberhaupt triggert. Bisher sind Antigene in Verbindung mit diesen Zellen nicht ausreichend

untersucht.

Fiir eine ldngerfristige Beobachtung erscheint es interessant, dass eine Abnahme der CD28-
Zellen im Blut (Brugaletta et al., 2006) durch pleiotrop wirkende antiinflammatorische Statine
und ACEI beschrieben ist. Es konnte gezeigt werden, dass Statine die Antigen-abhéngige
Aktivierung von T-Zellen blockieren (Kwak et al., 2000). Daher sind auch Untersuchungen
denkbar, die die Wirksamkeit von ACEI und Statinen auf kardiovaskuldre Ereignisse und
atherosklerotische GewialBBverdnderungen in Abhingigkeit von der Senkung der CD4+CD28-
Lympphozytenzahl beobachten.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Untersuchung eine univariate, signifikant
positive Assoziation zwischen der mittleren IMT und zwei Lymphozytensubpopulationen des
peripheren Blutes gezeigt werden. Insbesondere den CD4+CD28- T-Lymphozyten werden
proatherogene Eigenschaften zugeschrieben. Dieser Zusammenhang ist in dem Niedrig-
Risiko-Kollektiv allerdings nicht unabhingig von anderen kardiovaskuldren Risikofaktoren.
Die Funktion der CD4+CD28- T-Lymphozyten im atherosklerotischen Prozess, insbesondere

in frithen Stadien, ist nicht ausreichend erforscht. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
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geben Anlass, die Rolle =zellulirer Bestandteile des Blutes als Risikomarker
atherosklerotischer Gefdfverdnderungen und kardiovaskuldrer Ereignisse weiter zu

untersuchen.
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8.3 Fragebogen

Fragebogen basierend auf: Rose, G. A.; Cardiovascular survey methods, 2nd. Ed. Geneva:
WHO, 1982

Untersuchungsdatum . .200
Proband Geburtsdatum Geschlecht

Korpergrofle ohne Schuhe
Korpergewicht leicht bekleidet

01. Hatten Sie jemals Schmerzen oder Beschwerden in IThrem Brustkorb?
OlJa
O Nein (falls Nein, bitte Fragen 2-9 Giberspringen, weiter mit 10)

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

OlJa

O Nein (falls Nein, weiter mit Frage 9)

O Ich gehe nicht bergan und gehe nicht rasch.

03. Bekommen Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen in normalem Tempo
in der Ebene?

OlJa

O Nein

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

O Ich halte an oder laufe langsamer

O Ich laufe weiter (weiter mit Frage 9)

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

05. Wenn Sie anhalten, was passiert mit diesem Schmerzen oder diesen Beschwerden?
O Es kommt zu einer Erleichterung
O Es kommt zu keiner Erleichterung (weiter mit Frage 9)

06. Wie rasch?
O Innerhalb von 10 Minuten.
O Nicht innerhalb von 10 Minuten (weiter mit Frage 9).

07. Zeigen Sie mir bitte, wo die Schmerzen oder die Beschwerden lokalisiert sind.
O Sternum (oberes oder mittleres Drittel)

O Sternum (unteres Drittel)

O Linksseitige vordere Brustwand

O Linker Arm

(alle Angaben notieren)

08. Haben Sie diese Schmerzen oder Beschwerden sonstwo?

O Ja (notieren wo )
O Nein
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09. Hatten Sie jemals einen schweren Schmerz iiber die Vorderseite Thres Brustkorbes,
der iiber dreiBig Minuten oder langer anhielt?

OlJa

O Nein

10. Bekommen Sie Schmerzen beim Gehen in einem oder beiden Bein?
OlJa
O Nein (falls nein, weiter mit Frage 19)

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

12. Wo im Bein empfinden Sie diesen Schmerz?
O Der Schmerz bezieht den oder die Unterschenkel ein.
O Der Schmerz bezieht den oder die Unterschenkel nicht ein (weiter Frage 19)

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

O Nein (falls nein, weiter mit Frage 19)

O Ich gehe nicht bergan und gehe nicht rasch.

14. Bekommen Sie diesen Schmerz beim Gehen in normalem Tempo in der Ebene?
OlJa
O Nein

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

16. Was machen Sie, wenn Sie diese Schmerzen oder Beschwerden beim Gehen bekommen?

O Ich halte an oder laufe langsamer
O Ich laufe weiter (weiter mit Frage 19)

17. Wenn Sie anhalten, was passiert mit diesem Schmerzen oder diesen Beschwerden?
O Es kommt zu einer Erleichterung
O Es kommt zu keiner Erleichterung (weiter mit Frage 19)

18. Wie rasch?
O Innerhalb von 10 Minuten.
O Nicht innerhalb von 10 Minuten

19. Hatten Sie jemals einen Herzinfarkt, eine Bypass-Operation oder eine Aufdehnung
von Herzkranzgefdl3en mittels Herzkatheter?

OlJa

O Nein

20. Hatten Sie jemals einen Schlaganfall mit Beschwerden, die ldnger als 24 Stunden
angehalten haben?

OlJa

O Nein
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21. Hatten Sie jemals einen Schlaganfall mit Beschwerden, die kiirzer als 24 Stunden
angehalten haben, oder pl6tzlichen Sehverlust iiber weniger als 24 Stunden?

OlJa

O Nein

22. Sind Thre Halsschlagadern operiert oder mittels Katheter aufgedehnt?
OlJa
O Nein

23. Sind Thre Becken- oder Beinschlagadern mittels Bypass operiert oder aufgedehnt?
OlJa
O Nein

24. Ist bei Ihnen eine bosartige Tumorerkrankung oder eine chronische
Entziindungserkrankung, etwa eine chronische Darmentziindung oder eine
chronische Leberentziindung bekannt?

OlJa

O Nein

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

26. Haben Sie jemals geraucht?
OlJa
O Nein (weiter mit Frage 31)

27. Rauchen Sie aktuell?
O Ja (weiter mit Frage 28a)
O Nein (nur Frage 28)

28. Wann haben Sie die letzte Zigarette geraucht?
28a. Blutentnahme Uhrzeit

28b. Letzte Zigarette vor Blutentnahme

28c. Insgesamt Anzahl Zigaretten vor Blutentnahme

29. Wie viele Jahre haben Sie insgesamt geraucht?
30. Wie viele Piackchen haben Sie durchschnittlich am Tag geraucht?

31. Hat Ihr Vater oder Ihre Mutter einen Herzinfarkt oder einen Schlaganfall vor der 60.
Lebensjahr erlitten?

OlJa

O Nein

32. Hat eines oder mehrere Threr Geschwister einen Herzinfarkt oder einen Schlaganfall
vor dem 60. Lebensjahr erlitten?

OlJa

O Nein
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33. Ist bei Ihnen ein Diabetes mellitus bekannt?
OlJa
O Nein (weiter mit Frage 35)

34. Wie ist der Diabetes mellitus behandelt?
O Insulin

O Blutzuckersenkende Tabletten

O Diit

35. An wie vielen Tagen der Woche betétigen Sie sich mindestens 30 Minuten sportlich
in einem Ausmal, dass Sie ins Schwitzen kommen?
(falls ,,0, weiter Frage 37)

36. Welche Sportarten betrieben Sie hierbei mindestens einmal die Woche?

37. Waren Sie zum Zeitpunkt der Blutentnahme niichtern?
OlJa
O Nein

38. Ist bei Thnen eine Nierenerkrankung bekannt?
OlJa
O Nein (weiter mit Frage 40)

39. Welche Nierenerkrankung ist bei Thnen bekannt?

40. Wenn Sie das letzte Jahr betrachten, wie viele Glaser Alkohol haben Sie
durchschnittlich pro Woche, also von Montag bis Sonntag, getrunken? Wir
betrachten 0,35 1 Bier, 0,120 1 (ein ,,Achtel”) Wein oder 45 ml Spirituosen als ein
Glas Alkohol.

Gesamt Glaser
Bier Glaser
Rotwein Glaser
Weillwein Glaser
Spirituosen Gliaser

41. Nehmen Sie regelméaBig (seit mindestens 14 Tagen tiglich) oder gelegentlich
(mindestens einmal in den letzten 14 Tagen) Medikamente oder Hormonpréiparate
wie die Pille ein?

OlJa

O Nein

42. Wie heiBlen diese Medikamente oder Hormonpriparate?
Nach 5 Minuten Ruhe

RR /  rechts /  links
HF
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