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Referat

Die kardiovaskularen Erkrankungen zeigen eine stetig steigende Inzidenz und stellen die
haufigste Todesursache in den westlichen Industrienationen dar. Die Entstehung von
kardiovaskuldren VVeranderungen ist ein multifaktorieller Vorgang, der durch die steigende
Lebenserwartung der Bevolkerung und unseren westlichen Lebensstil mit einer Zunahme
von sogenannten Zivilisationskrankheiten wie Diabetes mellitus Typ 2 und essentieller
arterieller Hypertonie entscheidend mitbeeinflusst wird. Die Akkumulation von
fortgeschrittenen Glykierungsendprodukten, den so genannten Advanced Glycation End-
products (AGEs), wird fir Veranderungen im kardiovaskuldren System mitverantwortlich
gemacht. Aus diesem Grund fokussierte die Arbeit auf die Wirkung von AGEsS im
kardiovaskuldren System. Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigten, dass AGE-
modifizierte Proteine die Zellmigration offensichtlich nicht direkt tber Rezeptor vermittelte
Reaktionen hemmen, vielmehr tragt die modifizierte extrazelluldare Matrix zu
Veranderungen des ,,normalen Mikromilieus* der Zellen bei. Dies beeinflusst die Adhasion,
Aktinpolymerisation und damit die gerichtete Zellwanderung negativ und fuhrt so zu
Verénderungen der Zell- und Gewebsfunktionen. Mit zunehmender AGE-Modifikation des
Kollagens kommt es zur Reduktion sowohl der Chemotaxis wie auch der Migration von
Zellen. AGE-modifiziertes Kollagen wurde in vaskuldrem und kardialem Gewebe
nachgewiesen. Der Grad der Modifizierung durch fortgeschrittene Glykierung stand in
engem Zusammenhang mit dem Alter, der Inzidenz von Diabetes mellitus und war pradiktiv
flir den postoperativen Verlauf der untersuchten KHK Patienten. Die Veranderungen im
Bereich der groRRen arteriellen Gefalle hatten zudem einen wesentlichen Einfluss auf die
Schwere der Auspragung der koronaren Herzerkrankung. Die vaskularen und kardialen AGE
assoziierten Modifikationen wurden durch die nicht-invasiven Parameter carotideo-femorale
Pulswellengeschwindigkeit (cfPWV) und Hautautofluoreszenz (SAF) reflektiert. Die
Hautautofluoreszenz erwies sich als pradiktiver Parameter fir die postoperative Morbiditat
der untersuchten KHK Patienten. Neben der direkten Wirkung von fortgeschrittenen
Glykierungsendprodukten tber die Quervernetzung von Proteinen stand auch die
rezeptorvermittelte Wirkung im Fokus. Diese wurde in einem Mausmodell untersucht. Die
Experimente zeigten, dass im gesunden Organismus eine fettreiche Erndhrung ein
linksventrikuldres Remodeling induziert und zu Aortenklappen-Verénderungen im Sinne
einer Aortenklappenstenose fihrt. Hierfur konnte die Interaktion von fortgeschrittenen
Glykierungsendprodukten mit dem Zelloberflachenrezeptor RAGE entscheidend sein, aber
auch die durch die Erndhrung induzierte Hyperlipiddmie scheint mdglicherweise Uber
oxidiertes Low Density Lipoprotein (LDL) einen Einfluss zu haben.

Diese Arbeit konnte zeigen, dass bei kardiovaskuldren Erkrankungen fortgeschrittene
Glykierungsendprodukte sowohl (ber die Quervernetzung der Kollagenmatrix
(Crosslinking) wie auch Uber ihren Rezeptor RAGE zu Alterationen fiihren, die von
Klinischer Relevanz sind. Die Verdnderungen durch fortgeschrittene Glykierung sind mit
nicht-invasiven Parametern erfassbar, bis zu einem gewissen Grad mdoglicherweise noch
reversibel und somit therapeutisch beeinflussbar.

Hofmann, Britt. Die Rolle von fortgeschrittenen Glykierungsendprodukten und deren
Rezeptor RAGE im kardiovaskuldren System. Halle, Univ., Med. Fak., Habil., 47 Seiten,
2014.
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1. Einleitung

Unsere mittlere Lebenserwartung hat sich in den letzten 160 Jahren nahezu verdoppelt und
es wird erwartet, dass sie bis zum Jahr 2050 auf das Alter von iiber 90 Jahren steigt!. Dies
ist vor allem auf eine verbesserte Gesundheitsversorgung, bessere hygienische Bedingungen
und eine gute Grundversorgung mit Nahrungsmitteln zurlickzufuhren. Allerdings ist Altern
mit einem Nachlassen von physiologischen und biochemischen Funktionen von Geweben
und Organen verbunden, was zum verstarkten Auftreten von degenerativen Erkrankungen
im Alter filhrt?>. Auf der anderen Seite ist unser westlicher Lebensstil durch den Mangel an
Bewegung, den berméRigen Genuss von hochverarbeiteten Lebensmitteln und von
Lifestyle-Drogen wie Tabak und Alkohol, mit einer Zunahme von degenerativen
Erkrankungen, wie Diabetes Typ 2, essentieller arterieller Hypertonie und koronarer
Herzkrankheit, schon bei der jungen und mittelalten Bevolkerung der Industrienationen,
verbunden. Aus diesem Grund nehmen einige Forscher an, dass ein weiterer Anstieg der
mittleren Lebenserwartung in der westlichen Welt eher nicht zu erwarten ist®. Besonders
kardiovaskulare Erkrankungen filhren bei den Alteren, aber auch schon bei einigen jiingeren
Mitmenschen zu einer Einschrankung der Lebensqualitat und stellen die haufigste
Todesursache bei Méannern und Frauen in Deutschland dar®. Fir die Entstehung von
kardiovaskuldren Erkrankungen spielt die allmahliche Anreicherung von altersbedingt
und/oder erndhrungsbedingt modifizierten Biomolekiilen eine Rolle. Im normalen
Alterungsprozess kommt es zu einer Zunahme von modifizierten Proteinen, Lipiden und
Nukleinsduren in Zellen und Korperflissigkeiten auf Grund der Leistungsverminderung
endogener Reparatur- und Abbausysteme. Diese Verédnderungen finden aber nicht nur im
Rahmen des Alterns statt, sie kdnnen auch durch eine sehr fett- und zuckerreiche Ernéhrung
und durch oxidativen Stress beschleunigt werden. In unserem Korper kénnen modifizierte
Biomolekile unter anderem durch nicht-enzymatische Glykierung von Proteinen,
Nukleinsduren und Lipiden entstehen und werden dann als fortgeschrittene
Glykierungsendprodukte (AGEs) bezeichnet. Fortgeschrittene Glykierungsendprodukte
tragen zum einen durch die Bildung von Quervernetzungen an langlebigen Proteinen, wie
Kollagen, zur Versteifung von GeféalRen und Organen bei. Zum anderen flihren sie tber die
Bindung an ihren Rezeptor RAGE zu einer Aktivierung inflammatorischer Mechanismen®

und zu einer Zunahme von oxydativem Stress®.



In meiner Forschungsarbeit steht zentral die Frage nach der Rolle von fortgeschrittenen
Glykierungsendprodukten und ihrem Rezeptor RAGE im kardiovaskuléren System. Dazu
wurden in experimentellen Untersuchungen die Modifikationen von humanen GefaRen und
kardialem Gewebe erfasst, in Beziehung zu nicht-invasiven Markern der Glykierung sowie
GeféaRveranderung gesetzt, und mit dem postoperativen Verlauf korreliert. AuBerdem wurde
experimentell der Einfluss von Matrixmodifikationen auf die Zellmigration in einem
GefaBmodell untersucht. In einem weiteren Projekt wurde die Rolle des AGE Rezeptors
RAGE im Zusammenhang mit der Entstehung von Aortenklappen-Veranderungen unter

einer Hochfetternahrung im Mausmodell erforscht.

Diese Forschungsergebnisse sind als wissenschaftliche Artikel erschienen und wurden von
mir auf Tagungen vorgestellt. Sie bilden die Grundlage dieser kumulativen Habilitations-

schrift und beschreiben:

e Matrixmodifikation durch fortgeschrittene Glykierung und den Einfluss auf die
Zellmigration

Publiziert in:

Haucke E, Navarrete-Santos A, Simm A, Silber RE, Hofmann B (2014). Glycation of
extracellular matrix proteins impairs migration of immune cells. Wound Repair Regen.
22(2):239-245.

o GefaRkollagenmodifikationen durch fortgeschrittene Glykierung und deren
Korrelation zu nicht-invasiven Markern der GefaRsteifigkeit und Glykierung

Publiziert in:

Hofmann B, Adam AC, Jacobs K, Riemer M, Erbs C, Bushnaq H, Simm A, Silber RE,
Navarrete Santos A (2013). Advanced glycation end product associated skin
autofluorescence: a mirror of vascular function? Exp Gerontol. 48(1):38-44.

Hofmann B, Riemer M, Erbs C, Plehn A, Navarrete Santos A, Wienke A, Silber RE,
Simm A (2014). Carotid to femoral pulse wave velocity reflects the extent of coronary
artery disease. J Clin Hypertens (Greenwich).16:629-633.

Simm A, Navarrete Santos A, Hofmann B, Bushnaqg H, Nass N (2012) Protein glycation
as a pathological mechanism in diabetes. Z Gerontol Geriatr 45(2):95-99.

Simm A, Nass N, Bartling B, Hofmann B, Silber RE, Navarrete Santos A (2008)
Potential biomarkers of ageing. Biol Chem 389(3):257-265.

o kardiale Modifikationen durch fortgeschrittene Glykierung und deren
Korrelation zu nicht-invasiven Markern der Glykierung

Publiziert in:

Hofmann B, Jacobs K, Navarrete Santos A, Wienke A, Silber RE, Simm A (2014).
Relationship between cardiac tissue glycation and skin autofluorescence in coronary
artery disease patients. Diabetes Metab. http://dx.doi.org/10.1016/j.diabet.2014.12.001.
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e den Einfluss des Rezeptors fur fortgeschrittene Glykierungsendprodukte -
RAGE - auf die Entstehung von kardialen und valvularen Veranderungen bei
Mausen unter einer Hochfetternahrung

Publiziert in:

Hofmann B, Yakobus Y, Indrasari M, Nass N, Navarrete Santos A, Kraus FB, Silber RE,
Simm A (2014) RAGE influences the development of aortic valve stenosis in mice on a
high fat diet. Exp Gerontol. 59:13-20.

Leuner B, Max M, Thamm K, Kausler C, Yakobus Y, Bierhaus A, Sel S, Hofmann B,
Silber RE, Simm A, Nass N (2012) RAGE influences obesity in mice. Effects of the
presence of RAGE on weight gain, AGE accumulation, and insulin levels in mice on a
high fat diet. Z Gerontol Geriatr 45(2):102-108.

Den wissenschaftlichen Aufsatzen vorangestellt ist eine integrative Darstellung der in den
jeweiligen Artikeln untersuchten Komponenten in Bezug auf das kardiovaskuldre System
unter besonderer Berticksichtigung der fortgeschrittenen Glykierungsendprodukte und ihres
Rezeptors RAGE. Begonnen wird mit einer Rekapitulation der biochemischen Grundlagen
und pathophysiologischen Wirkungen der fortgeschrittenen Glykierungsendprodukte und
des Rezeptors RAGE sowie der genutzten nicht-invasiven Marker der Glykierung und
Gefalifunktion. Die nachsten Kapitel beschaftigten sich mit Kollagenmodifikationen im
Bereich der Geféalie und des Herzens und deren Einfluss auf Zellmigration, GefaRversteifung
und kardiale Funktion sowie der Nutzung von nicht-invasiven Markern der GefaRfunktion
und der Glykierung als Pradiktoren fur die kardiovaskuldre Situation und den postoperativen
Verlauf. Der letzte Abschnitt dieser integrativen Darstellung setzt sich mit den
Auswirkungen einer Hochfetternahrung, auf die Entstehung von kardialen und valvuléren
Veranderungen in einem Mausmodell unter besonderer Beriicksichtigung des Rezeptors
RAGE auseinander. Am Ende folgt eine wissenschaftliche Einordnung der erzielten

Ergebnisse.



2. Fortgeschrittene Glykierungsendprodukte — Entstehung und Einfluss

Der franzosische Biochemiker Louis Camille Maillard berichtete 1912 erstmals von einer
Reaktion, die zu charakteristischen gelb-braunlich gefarbten Reaktionsprodukten fiihrte.
Diese nicht-enzymatische Braunungsreaktion von reduzierenden Zuckern mit Aminosauren

wurde nach ihrem Entdecker, Maillard-Reaktion, benannt’.

2.1. Entstehung von fortgeschrittenen Glykierungsendprodukten

2.1.1. Endogene Entstehung

Bei der Maillard-Reaktion findet eine im allgemeinen als Glykierung bezeichnete
Umsetzung von Aminoséauren, Proteinen, Lipiden und Nukleinsdauren mit reduzierenden
Zuckern, wie z.B. Glucose oder Fructose, statt. In Folge verschiedener Umlagerungs- und
Oxidationsreaktionen entstehen die fortgeschrittenen Glykierungsendprodukte, sogenannte
Advanced Glycation Endproducts oder AGEs. Diese gelten als eine heterogen gemischte
Substanzgruppe. Die Maillard-Reaktion oder nicht-enzymatische Glykierung lasst sich in
drei Reaktionsphasen einteilen. Zu Beginn steht die Addition einer Carbonylgruppe eines
reduzierten Zuckers (z.B. Glukose) mit einer freien Aminogruppe eines Proteins, Lipids oder
einer Nukleinsaure. Unter Elimination von Wasser kommt es zu Bildung einer Schiff’schen
Base. Dies geschieht innerhalb von Minuten bis Stunden und das Reaktionsprodukt ist
reversibel. Im langsameren zweiten Schritt der Reaktion findet eine Umlagerungsreaktion in
eine Aminodesoxyketose, das stabilere Amadori-Produkt, statt®. Eines der ersten bekannten
Produkte der Amadori-Umlagerung ist das glykierte Hamoglobin (HbA:c)®. Die Entstehung
hangt von der Menge an Glukose und freien Aminogruppen ab, und verlduft bei einem
basischen pH-Wert schneller. Der HbA:c-Wert spiegelt die mittlere Blutglukose-
konzentration Uber einen Zeitraum von etwa drei Wochen wieder und wird daher zur
Kontrolle der Therapie bei Diabetes mellitus eingesetzt’® ', Die Amadori-Umlagerung ist
fur die meisten langlebigen Proteine, wie Hamoglobin, dennoch reversibel. Weitere
bekannte reaktive Zwischenprodukte des zweiten Schritts der Maillard-Reaktion sind die a-
Dicarbonylverbindungen, wie Glyoxal und Methylglyoxal, sowie die bei der Oxidation von
Lipiden entstehenden reaktiven Oxoaldehyde® 123, Im letzten Schritt der Maillard-Reaktion
fihrt eine Kombination aus erh6hten Blutzuckerspiegeln, oxidativen und nicht-oxidativen
Prozessen schlielflich durch Umstellungsreaktionen an den Amadori-Zwischenprodukten
zur Bildung der thermisch stabilen, irreversiblen fortgeschrittenen Glykierungsendprodukte.

Dieser Prozess ist von der Konzentration der Ausgangsstoffe, der Temperatur und der Zeit



abhéangig. Durch die inter- und intramolekularen Verbindungen bei der Entstehung von
fortgeschrittenen Glykierungsendprodukten kommt es haufig zur Quervernetzung zwischen
Proteinen. Neben der Entstehung von Glykierungsendprodukten aus Amadori-Produkten
konnen sie auch bei der Autoxidation von Glukose oder Fruktose (Wolff Pathway)'4, dem

Polyol-Stoffwechsel und beim Ketonkdrperabbaul? gebildet werden.

Stunden ————> Tage ——> Wochen - Monate

NH—RI1 NH—RI1

| |
| | |

C=0 H—C—H Cc=0 Cc=0
| | \ + | NH,—R2 |
((|?H()H)4+<— ((lfH()H)J - (‘(?H()H)B_’ —> > —> (|T=()
CH,OH CH,OH CH,OH (‘IH,_
HOCH,—CH
Glucose Protein Schiff‘sche Base Amadori-Produkt Crosslinked AGE

Abbildung 1: Schematische Darstellung der AGE-Entstehung?®

Die Carbonylgruppe der Glukose bildet mit der freien Aminoséure eines Proteins die Schiff’sche
Base. Das bei der Amadori-Umlagerung entstandene Zwischenprodukt bildet mit weiteren Amadori-
Produkten Quervernetzungen aus, so dass die so genannten quervernetzten oder crosslinked AGEs
entstehen.

Die in vivo gebildeten fortgeschrittenen Glykierungsendprodukte werden abhéangig von ihrer
Herkunft in Advanced Glycation Endproducts (AGEs) oder Advanced Lipoxidation
Endproducts (ALEs) unterschieden. Wahrend die ersteren bei den bereits genannten
Reaktionen entstehen, werden ALEs durch die Oxidation von Lipiden gebildet. Diese
Reaktion findet statt, wenn mehrfach ungesattigte Fettsduren, die Hauptkomponenten

biologischer Membranen, durch reaktive Sauerstoffradikale attackiert werden®?.

Im Weiteren werden hier beide Gruppen unter dem Begriff fortgeschrittene Glykierungs-

endprodukte oder AGEs zusammengefasst.



Aufgrund der vielféaltigen Entstehungswege stellen die fortgeschrittenen Glykierungs-
endprodukte eine sehr komplexe und heterogene Gruppe von Biomolekilen dar. Die
mittlerweile charakterisierten AGEs lassen sich in vier Hauptgruppen einteilen. Die
Klassifizierung erfolgt in nicht-fluoreszierend und quervernetzend (z.B. Imidazolon), nicht-
fluoreszierend und  nicht-quervernetzend  (z.B.  Carboxymethyllysin ~ (CML),
Carboxyethyllysin (CEL)), fluoreszierend und quervernetzend (z.B. Pentosidin)!® und in
fluoreszierend und nicht-quervernetzend (z.B. Argpyrimidin)*’. Auf Grund dieser
Eigenschaften sind unterschiedliche Methoden zur Quantifizierung notwendig. Der Anteil
von AGEs in Geweben und Plasma kann durch die Messung der charakteristischen
Fluoreszenz der AGEs bei 440 nm nach einer Anregung bei 360 nm bestimmt werden*®. Fiir
Argpyrimidin und Pentosidin ist die Fluoreszenz bei 405 nm nach einer Anregung bei 330
nm charakteristisch'®. Mit Hilfe immunologischer Methoden, wie ELISA oder Western Blot,
lassen sich sowohl nicht-fluoreszierende wie auch fluoreszierende Glykierungsendprodukte

quantifizieren?.

2.1.2. Exogene Aufnahme

Die Entstehung von AGEs unter physiologischen Bedingungen in Folge der Maillard-
Reaktion ist nicht die einzige Quelle die zur Anreicherung von fortgeschrittenen
Glykierungsendprodukten in unserem Korper fhrt. Wahrend durch die geringe Temperatur
in vivo die AGE Bildung ein langsamer Prozess ist, entstehen exogene AGEs durch hohe
Temperaturen und Zuckerkonzentrationen bei der Nahrungsmittelverarbeitung sehr schnell.
Durch Grillen, Résten und Braten von Lebensmitteln bilden sich groRe Mengen an AGEs?.
Interessanterweise haben protein- und fettreiche Nahrungsmittel den hdchsten Gehalt an
AGEs, wahrend kohlenhydratreiche Nahrungsmittel deutlich geringere Werte aufweisen??,
Einen hohen AGE Anteil findet man auch in Tabakwaren, da bei der Herstellung von
Tabakerzeugnissen u.a. Zucker als Zusatzstoff eingesetzt wird. Die Feuertrocknung der
Tabakbléatter 16st dann &hnliche chemische Vorgange wie bei der Maillard-Reaktion aus.
SchlieBlich werden durch das Verbrennen der Tabakwaren die AGE-Verbindungen
freigesetzt und kénnen so inhaliert werden?®. Vergleichbare Prozesse finden auch bei der
Herstellung von Bier und Spirituosen statt. Unsere tdgliche Aufnahme von Amadori-
Produkten tber die Nahrung betrdgt in etwa 500 bis 1200 mg, die von AGEs ungefahr 25
bis 75 mg?. Im Dunndarm werden etwa 10 % der Gber die Nahrung aufgenommenen
Glykierungsendprodukte resorbiert. Koschinsky et al.?® konnten zeigen, dass bei normaler

Nierenfunktion etwa ein Drittel der resorbierten AGEs innerhalb von 48 Stunden



ausgeschieden wird. Bei Patienten mit eingeschréankter Nierenfunktion ist die
Ausscheidungsrate deutlich geringer, was zu einer verstarkten Akkumulation von AGEs bei
Niereninsuffizienz fiinrt?. Ein Teil der exogen aufgenommenen AGEs verbleibt im Korper
und tragt zusammen mit den endogen gebildeten AGEs zur Anreicherung der
fortgeschrittenen Glykierungsendprodukte in Plasma- und Gewebeproteinen im Laufe des
Lebens bei.

2.2. Einfluss von fortgeschrittenen Glykierungsendprodukten

2.2.1. Quervernetzung von Strukturproteinen

An Proteinen mit langer Halbwertszeit (z.B. Kollagen) bewirken fortgeschrittene
Glykierungsendprodukte durch die Ausbildung von intermolekularen und intramolekularen
Quervernetzungen Strukturveranderungen, die zu einer verminderten Funktionalitat bis hin
zum vollstandigen Funktionsverlust dieser langlebigen Strukturproteine fuhren. Ein solches
Strukturprotein ist Kollagen, welches sich hauptséchlich in der extrazelluldaren Matrix des
Bindegewebes findet. Die extrazellulare Matrix stellt den Hautanteil des Bindegewebes dar,
sie befindet sich zu einem geringen Anteil auch in Epithel- und Muskelgeweben. Die
Hauptkomponenten der extrazellularen Matrix sind Kollagenfasern, elastische Fasern (z.B.
Elastin), Adhé&sionsproteine, wie Fibronektin und Laminin, und Proteoglykane. Die
vielféltige Zusammensetzung der extrazellularen Matrix wird von ihren Aufgaben, wie z.B.
der mechanischen Stabilisierung und Gewahrleistung der Elastizitat von Gewebe, bestimmt.
Im menschlichen Organismus bildet Kollagen mit 30 % den groRten Anteil an der gesamten
Proteinmasse?®. Von groRer Bedeutung sind die fibrillaren Kollagene, zu deren Gruppe die
Kollagene Typ | und Il gehdren. Sie machen etwa 90 % des gesamten Kollagens aus?’. Eine
wichtige Eigenschaft ist die hohe Zugfestigkeit von Kollagenfasern. Diese beruht auf
physiologischen Quervernetzungen, die wahrend der Fibrillenbildung entstehen. Diese Art
von Kollagenmolekiilguervernetzungen wird bei der Biosynthese der Kollagene gebildet.
Auch durch nicht-enzymatische Glykierung kénnen Quervernetzungen von Kollagenen
entstehen. Aufgrund der im Alter verminderten Umsatzrate, der hohen biologischen
Halbwertszeit und bei hohen extrazelluldren Glukosekonzentrationen, wie z.B. bei schlecht
eingestelltem Diabetes mellitus, sind Kollagenmolekiile besonders anféllig fir nicht-
enzymatische Glykierungen!® 28 2 Einige AGEs sind in der Lage kovalente
Quervernetzungen innerhalb der Kollagenfibrillen einzugehen. Diese unphysiologischen
Quervernetzungen fihren zu einer zunehmenden Versteifung und einem Elastizitatsverlust

des Gewebes. Das alternde Herz ist durch einen Verlust an Myozyten und die Proliferation



von Fibroblasten, welche Kollagen produzieren, gekennzeichnet®. Die Akkumulation von
interstitiellem Kollagen veréndert die physiologischen Eigenschaften des alternden Herzens.
Dies spiegelt sich in einer zunehmenden Fibrose, linksventrikuldaren Hypertrophie und
diastolischen Dysfunktion wieder®" 3. Gewebe, wie die GefalRe und das Herz, die reich an
extrazellularer Matrix und langlebigen Proteinen sind, sind von Modifikationen durch
AGEs, wie z.B. Crosslink Bildung, besonders betroffen®*°, Durch die Bildung dieser
Crosslinks kommt es zu einem weiteren Verlust der Elastizitat des Gewebes gefolgt von
einer zunehmenden Versteifung und weiteren Verstarkung der vaskuldren und kardialen
Dysfunktion im Alter®® 3" sowie bei bestimmten Erkrankungen, wie Diabetes mellitus® 3
und Niereninsuffizienz®**!. Die Modifikationen durch fortgeschrittene Glykierungs-
endprodukte verdndern die Eigenschaften des Kollagens®. Die Quervernetzungen fiihren zu
einer abnehmenden Lo&slichkeit und erhéhter Denaturierungstemperatur der Kollagene.
AuBerdem sind modifizierte Kollagene gegeniber dem Abbau durch Matrix-
Metalloproteinasen (z.B. Kollagenase) resistenter®?. Dies ist dadurch erklarbar, dass
einerseits die Kollagenfibrillen aufgrund der Quervernetzungen dichter gepackt sind und
andererseits die Angriffsstellen fir die Enzyme durch AGEs blockiert werden*®. Die
zunehmende Glykierung der Kollagene in den Gefalwanden der Arterien steht auch in
einem bedeutenden Zusammenhang mit der Entstehung von Arteriosklerose**. Shekhonin et
al. konnten Kollagen Typ | und Il in gesunden und in arteriosklerotischen Gefél3en,
besonders in der Intima nachweisen®> %, Die Tatsache, dass Kollagene in der
Subendothelschicht und der im Alter hdufig verdickten Intima anséssig sind, ist relevant fir

den Einfluss der fortgeschrittenen Glykierung auf die Entstehung der Arteriosklerose.

Des Weiteren kénnen AGEs zirkulierende Proteine wie LDL modifizieren®®. Glykiertes LDL
(AGE-LDL) wird verstarkt durch humane Intimazellen der Aorta und durch Makrophagen
aufgenommen. Dies fuhrt zur vermehrten Bildung von Schaumzellen in der arteriellen
Intima und fordert so die Entstehung von arteriosklerotischen Lésionen*’. AGEs
beeinflussen auch die Endothelfunktion durch die Steigerung von oxidativem Stress und sie

aktivieren inflammatorische Prozesse iiber ihren Rezeptor RAGE*®: 49,

2.2.2. Bindung an den Rezeptor RAGE

Rezeptorabhangige Wirkungen von fortgeschrittenen Glykierungsendprodukten werden
uber ihre Bindung an Rezeptorproteine vermittelt. Es gibt verschiedene mdogliche
Bindungspartner fir AGEs, wie z.B. Galektin-3 (AGE-Rezeptor 3), CD36 oder Lactoferrin,
wobei der Rezeptor RAGE, der am besten untersuchte ist!t, Der Rezeptor fir



fortgeschrittene Glykierungsendprodukte - RAGE - gehdrt zur Immunglobulin-Superfamilie
und wird u.a. auf der Zelloberflache von Endothelzellen, Monozyten/Makrophagen, glatten
Muskelzellen und T-Lymphozyten exprimiert'®. RAGE ist ein Multiligandenrezeptor an den
neben AGEs auch S100-Proteine, Amyloid-B-Peptide und Amphoterin binden kénnen.
Unter physiologischen Bedingungen wird RAGE insbesondere in den Typ-1-Alveolarzellen
der Lunge exprimiert®™®. Im Vergleich zur Lunge wird RAGE in anderen Geweben nur
geringfugig exprimiert. Allerdings kann unter pathologischen Bedingungen eine hohere
RAGE Expression induziert werden. Dies konnte bei der diabetischen Vaskulopathie®® und
auch nach mechanischen GefaRverletzungen durch eine Ballondilatation® gezeigt werden.
RAGE ist ein Transmembranrezeptor, dessen Struktur sich aus insgesamt 3 Einheiten, einer
extrazellularen, intrazellularen sowie cytosolischen Domane, zusammensetzt. Die
extrazellulare Domane dient zur Bindung der RAGE-Liganden und besteht aus einer
variablen V-Region und zwei konstanten Regionen. Die Transmembrandomane verankert
den Rezeptor in der Zelle und die cytosolische Komponente dient zur Weiterleitung der
Rezeptorsignaltransduktion (Abb.2). Bei der Bindung von AGEs an RAGE werden
NADPH-Oxidasen aktiviert. Dies hat eine gesteigerte Produktion reaktiver
Sauerstoffverbindungen (ROS) und eine Zunahme von intrazellularem oxidativen Stress zur
Folge™® 3. Zunehmender oxidativer Stress bewirkt die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB°*. Bei NF-kB handelt es sich um einen Proteinkomplex, der
durch Bindung an regulatorische Abschnitte der DNA die Transkription von Zytokinen (z.B.
IL-6, TNF-a), Adhédsionsmolekiilen (z.B. VCAM-1), prothrombotischen und
vasokonstriktiven Genprodukten, sowie von RAGE (positive Riickkopplung) beeinflusst.
Als Transkriptionsfaktor spielt NF-«kB eine Schliisselrolle bei der Regulation der
Zellproliferation und Apoptose sowie bei Entziindungsprozessen®. Die Interaktion von
AGE mit RAGE bewirkt auBerdem die Aktivierung einer Vielzahl weiterer zellularer
Signalkaskaden®!. Wei et al. konnten zeigen, dass AGEs die Verkalkung von GefaRen uiber
die RAGE-ROS Interaktion steuern®’. AuRer der gesteigerten ROS Produktion fiihrt die
Bindung von AGE an RAGE auch zu einer verminderten zellularen Abwehr®8. Die Blockade
von RAGE verzogert die inflammatorische Antwort, wahrend die Aktivierung von RAGE
am Endothel und den Lymphozyten zu einer zelluldren Reaktion flhrt, die die Ausschittung
von pro-entziindlichen Mediatoren forciert'!. Chavakis et al.>® fanden heraus, dass RAGE
ein  Gegenrezeptor fur das Leukozyten Integrin Mac-1 ist, welches direkt die
Leukozytenrekrutierung steuert. Die Aktivierung von RAGE an Leukozyten fuhrt zu einer

NF-xB abhiangigen Genexpression.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des RAGE-Rezeptors

V-Doméne, variable Region des Rezeptors; C-Doménen, konstante Regionen des Rezeptors; AR,
Beta-Amyloid-Peptide; AGEs, fortgeschrittene Glykierungsendprodukte; HMGB1, High-Mobility-
Group-Protein B1; MAC-1, Leukozyten Integrin Mac-1; S100 Proteine, Proteine der Multigen
Familie S-100. (Hofmann; unveroffentlicht)

Neben der membrangebundenen Form von RAGE gibt es im Blut noch l6sliche Isoformen
(SRAGE und esRAGE), welche lediglich aus der extrazellularen Domane bestehen. Sie
scheinen durch alternatives Splicing des RAGE-Gens (esRAGE) oder bei der Abspaltung
der membrangebundenen RAGE-Domdane durch Metalloproteinasen (SRAGE) zu
entstehen® 0, SRAGE ist ebenfalls in der Lage, AGEs zu binden und konkurriert somit mit
RAGE um den Bindungspartner. Aufgrund dessen wird SRAGE eine physiologische Rolle
als kompetitiver Inhibitor der AGE-RAGE-Interaktion zugeschrieben, und damit auch die
Hemmung der RAGE-vermittelten Signalwege. In der Tat konnte Falcone et al. zeigen, dass
geringe Spiegel von SRAGE im Plasma mit einer erhdhten KHK Inzidenz verbunden sind®?.
Bucciarelli et al. fanden, dass die Verabreichung von sRAGE bei diabetischen Apo-E
Knockout Mé&usen eine Verminderung von arteriosklerotischen Veranderungen zur Folge
hatte®2. Allerdings berichteten Simm et al., dass sich erhéhte intraoperative SRAGE Spiegel

bei koronarchirurgischen Eingriffen negativ auf die postoperativen Verlaufe auswirkten®,
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3. Nicht-invasive Marker der Gefalsfunktion und der fortgeschrittenen
Glykierung

3.1. Die zentrale Pulswellengeschwindigkeit

Die kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat steht in enger Beziehung zu strukturellen und
funktionellen Verédnderungen der arteriellen Gefalwand, die vorzugsweise im Bereich der
Aorta und der proximalen elastischen Arterien auftritt. Mit fortschreitendem Alter und unter
dem Einfluss verschiedener Erkrankungen, wie Diabetes mellitus, Hypertonus und
Niereninsuffizienz, manifestiert sich die Zunahme der arteriellen GefaRsteifigkeit. Diese
beeinflusst die Herz-Kreislauf-Funktion durch den Anstieg des Pulsdrucks, der kardialen
Nachlast und die Verminderung der Koronarperfusion infolge des sinkenden diastolischen
Blutdrucks negativ.

Gegen Ende des 19. Jahrhunderts begann die wissenschaftliche Auseinandersetzung mit der
arteriellen GefaRfunktion des Menschen. Mahomed beschrieb 1874 erstmals den
Unterschied der arteriellen Pulswelle (Sphygmographie) zwischen normotensiven und
hypertensiven Personen®. Anfang des 20. Jahrhunderts entwickelten Riva-Rocci®® und
Korotkow® die Sphygmomanometrie, die die Pulskonturanalyse zunichst verdréngte.
Bramwell und Hill®" entwickelten schlieBlich mit der Bestimmung der Pulswellen-
geschwindigkeit eine nicht-invasive Methode zur Untersuchung der arteriellen
GefaBfunktion. Mit Beginn des 21. Jahrhunderts erfuhr die Pulswellenanalyse eine
Renaissance®. Heute stellt die nicht-invasive Messung der zentralen (carotideo-femoralen)
Pulswellengeschwindigkeit als Marker der aortalen GeféRelastizitat den ,,Goldstandard* der
nicht-invasiven Untersuchung der GefaBsteifigkeit dar®®.

Beim Gesunden puffert die Aorta durch ihrer Eigenschaft der reversiblen Dehnbarkeit den
durch den linksventrikuldaren Auswurf bedingten Blutdruckanstieg und wandelt einen
zyklisch-pulsatilen  Blutflusses in eine kontinuierlich-phasische  Strdomung um
(Windkesselfunktion)’®. Die beim Auswurf des Schlagvolumens entstehende Druckwelle
(Puls) lauft mit der Pulswellengeschwindigkeit (Pulse Wave Velocity, PWV) durch das
arterielle GefaRsystem und wird an den Abgéangen des Gefalbaums, besonders jedoch an
den pra-kapillaren WiderstandsgefaRen der unteren Extremitat, reflektiert. Die Auswirkung
der reflektierten Pulswelle auf den Anstieg des aortalen Blutdrucks hangt im Wesentlichen
davon ab, zu welchem Zeitpunkt des Herzzyklus die reflektierte Welle die thorakale Aorta
erreicht. Bei jungen Menschen mit elastischer Aorta fallt die reflektierte Pulswelle wahrend

der Diastole ein. Es kommt also physiologisch zu einem Anstieg des mittleren diastolischen
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Blutdrucks. Dieses wichtige Phdnomen geht mit zunehmender Gefal3steifigkeit verloren.
Der Elastizitatsverlust der Gefalie resultiert in einer héheren Pulswellengeschwindigkeit, so
dass die reflektierte Welle bereits in der Systole einféllt und damit den systolischen
Blutdruck erhoht. Die Zunahme der Gefalsteifigkeit und damit verbundene Abnahme der
aortalen Windkesselfunktion hat charakteristische Veranderungen der Hdmodynamik durch
die verminderte Retraktionskraft der Aorta und die Verlagerung der reflektierten Pulswelle

in die Systole zur Folge.

Elastische Aorta Staife Aorta
Zugael':me 1 1. Pulsdruck 1
el 4 — Schlaganfallinzidenz 1
arteriellen 1
Gefal- 1 2
% steifigkeit | | 2. Nachlast t
2 = : — Hypertrophie {
= 2 3 — Sauerstoffverbrauch 1
= =3 \ |
+ 3. Diastol. Blutdruck |
— Koronare Perfusion |
Zert Zeit

Abbildung 3: Darstellung der Veranderungen beim Verlust der arteriellen GefaRelastizitat’

Die Pulswellengeschwindigkeit (m/s) stellt das Verhéltnis zwischen der zuriickgelegten
Distanz der Pulswelle und der Pulstransitzeit zwischen den beiden Messpunkten dar. Die
zentrale oder aortale Pulswellengeschwindigkeit wird anhand von Pulskurven der Arteria
carotis und Arteria femoralis bestimmt. Als ha&modynamische GroRe wird die
Pulswellengeschwindigkeit vom Blutdruck und der Herzfrequenz beeinflusst’. Die aortale
Pulswellengeschwindigkeit liegt bei jungen Menschen zwischen 4 bis 8 m/s und bei alteren
Personen abhingig vom Elastizitatsverlust zwischen 8 und 14 m/s’*. Patienten mit koronarer
Herzkrankheit als Manifestationsform der Arteriosklerose weisen deutlich hohere
Pulswellengeschwindigkeiten auf als gesunde Probanden’ 7. Seit der "Framingham Heart
Study"” ist weitestgehend akzeptiert, dass eine hohere aortale GefaRsteifigkeit mit einem
hoheren Risiko fir kardiovaskuldre Ereignisse verbunden ist. In der Vergangenheit wurde
die Pulswellengeschwindigkeit meist mit Hilfe von transkutanen Druckaufnehmern
(Tonometer)’® an den GefaRen aufgezeichnet und die zwischen ihnen liegende Strecke mit
einem Mal3band auf der Koérperoberfliche bestimmt. Diese Methode ist zeitaufwendig,
verlangt eine gute Ausbildung des Untersuchers und es muss zur Messung die A. femoralis

in der Leiste exponiert werden’’. Neuere automatisierte oszillometrische Verfahren haben
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den Vorteil, dass die Pulswellengeschwindigkeit zuverldssig ohne langwieriges
Untersuchertraining und die Freilegung der Leistenregion erhoben werden kann. Bei der
oszillometrischen Messung erfolgt die Berechnung der PWV anhand der aufgezeichneten
Pulskurven und der daran berechneten Zeitdifferenz zwischen den beiden Pulswellen’®,

Fur die nicht-invasive Messung der Pulswellengeschwindigkeit in den hier dargestellten
Untersuchungen wurde der oszillometrische Vicorder® Apparat (SMT Medical, Wiirzburg,

Deutschland) genutzt®-%6,

3.2. Die Hautautofluoreszenz

Die Messergebnisse von im Blut zirkulierenden AGEs unterliegen sehr starken
Schwankungen, z.B. postprandial®’, deshalb hat sich die Messung von gewebsgebundenen
fortgeschrittenen  Glykierungsendprodukten zunehmend durchgesetzt. Besonders in
Geweben mit einem hohen Anteil an extrazellularer Matrix (und langsamen Protein-
Turnover), wie der Haut, der Gefalwand und der Augenlinse wurde eine hohe und stabile
AGE Akkumulation nachgewiesen® &, Die Messung in diesen Geweben eignet sich deshalb
besser fiir langfristige Aussagen®. Als eine einfache, nicht-invasive Methode zur Messung
von gewebsgebundenen AGEs hat sich die Messung der Hautautofluoreszenz (Skin
autofluorescence, sAF) etabliert® %2, Die spektroskopische Messung der sAF beruht auf der
natlrlichen Lichtemission einiger AGEs, wie Pentosidin und CEL, wohingegen nicht-
fluoreszierende AGEs, wie CML, nicht erfasst werden®®. Zur Gesamtautofluoreszenz der
Haut tragen auflerdem weitere autofluoreszierende Substrate, wie redoxregulierte
Fluorophore (z.B. NADH, Flavin-Adenin-Dinukleotid und Porphyrine) bei® %. Allerdings
ist die Variabilitit der Hautautofluoreszenz zu 76% durch die des Pentosidins erklarbar®®.
Fir die nicht-invasive Messung der sAF wurde in den Untersuchungen der validierte AGE-
Reader (DiagnOptics, Groningen, Niederlande) verwendet®™ . Der Proband legt seinen
Unterarm auf eine spezielle Messlehne, in deren Mitte sich ein Fenster befindet. Durch
dieses Fenster wird auf ein etwa 4 cm? groRes Hautareal, welches gegen Umgebungslicht
abgeschirmt ist, Anregungslicht aufgestrahlt. Das aus mehreren lichtemittierenden Dioden
aufgestrahlte Licht hat eine maximale Intensitét bei einer Wellenl&dnge von etwa 360 nm im
Frequenzbereich von 300-420 nm. Ein Detektor misst mit Hilfe verschiedener Fotodioden
die Frequenzverteilung und die Strahlungsintensitat des emittierten und reflektierten Lichts
im Wellenlangenbereich von 300 bis 600 nm. Das Ergebnis der Messung wird in
willkirlichen Einheiten (Aribitary Units, a.u.) angegeben. Es ist der Quotient aus der

Intensitat des reflektierten Lichts durch die Intensitat des Exzitationslichts multipliziert mit
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100%. Eine Messung dauert etwa 12 Sekunden. Fiir die hier durchgefiihrten Untersuchungen
wurden drei aufeinanderfolgende Messungen der SAF von drei verschiedenen Stellen der
Innenseite des Unterarms, die frei von Narben, Hyperpigmentierungen und anderen
dermatologischen Verénderungen waren, gemittelt. Es wurde auBerdem darauf geachtet,
dass diese Stellen nicht mit Selbstbraunungscreme oder anderen Hautpflegemitteln
vorbehandelt waren. Die Validierung dieser Messmethode erfolgte in zahlreichen Studien,
u.a. wurden die sAF Ergebnisse mit den biochemischen Analysen von Hautbiopsien
verglichen®® % 1% Interessanterweise ergab sich nicht nur zwischen der Hautauto-
fluoreszenz und der Konzentration von fluoreszierenden AGEs sondern auch zur
Konzentration nicht-fluoreszierender AGEs ein signifikanter Zusammenhang. Dies ist
maoglicherweise ein Hinweis darauf, dass unterschiedliche AGEs parallel gebildet werden.
Meerwaldt et al.®! konnten zeigen, dass wiederholte SAF Messungen an einem Tag eine
intraindividuelle Variabilitdt von 5,03 % aufweisen. Die saisonale Variabilitat der
Hautautofluoreszenz war 5,87 %. Die Standardabweichung der sAF liegt bei 0,5 a.u., was
20% des Mittelwerts entspricht®:,

Tabelle 1: Hautautofluoreszenz gemessen bei Probanden und KHK Patienten

Altersgruppe SAF bei Probanden SAF bei KHK Patienten t-Test
(Jahre) MW + SD (a.u.) MW + SD (a.u.) p-Wert
40-49 1,93+0,25 (n=67) 2,34 +0,44 (n=15) <0,0001
50-59 2,15+ 0,33 (n=82) 258+0,6 (n=56) <0,0001
60-69 2,26 £ 0,45 (n=139) 2,73+0,54 (n=114) <0,0001
70-79 2,47 +0,51 (n=93) 2,82+0,59 (n=133) <0,0001
> 80 2,76 + 0,48 (n=21) 3,14+ 0,67 (n=16) 0,05

sAF, Hautautofluoreszenz; KHK, koronare Herzkrankheit. Die Daten werden als Mittelwert £
Standardabweichung in willkirlichen Einheiten dargestellt. (Hofmann, Simm; unveréffentlicht)
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4. Zielstellung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der Frage nachgegangen werden, welche
Auswirkungen fortgeschrittene Glykierungsendprodukte und der Rezeptor RAGE im
kardiovaskuldren System haben. Dazu sollten Kollagenmodifikationen im Bereich der
GefaRe und des Herzens und deren Einfluss auf die Zellmigration, die GefaRversteifung und
die kardiale Funktion untersucht werden. Dartiber hinaus sollten nicht-invasive Marker der
Gefalifunktion und der fortgeschrittenen Glykierung als Pradiktoren fur die kardiovaskulare
Situation und den postoperativen Verlauf evaluiert werden. Ein weiteres Vorhaben
konzentrierte sich auf die Auswirkungen einer fettreichen Ernahrung auf die Entstehung von
kardialen und valvuldren Verdnderungen im Mausmodell unter besonderer

Berlcksichtigung des Einflusses des AGE-Rezeptors RAGE.
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5. Wirkung fortgeschrittener Glykierungsendprodukte im kardio-
vaskularen System

5.1. Glykierung der extrazellularen Matrix und Zellmigration

Die extrazellulare Matrix ist eine komplexe und hoch organisierte Struktur von
Kollagenfasern, elastischen Fasern (z.B. Elastin), Adhasionsproteinen, wie Fibronektin und
Laminin, sowie Proteoglykanen. Die fibrillaren Kollagene Typ I und Ill gehdren zu den
Hauptkomponenten der Gewebsmatrix. Durch Veranderungen der extrazellularen Matrix in
Folge von Glykierung kénnte die Migration und Adhdsion von Zellen, wie Endothelzellen
und Fibroblasten, verandert werden. Dies wiederum wiirde die Immunreaktionen im Gewebe
verandern und somit die Wundheilung nach Operationen wie auch das Einheilen von, z.B.
Bypassgraftmaterial, negativ beeinflussen. Insbesondere im Alter und bei Diabetes wurden
derartige Probleme beschrieben. Aus diesem Grund haben wir in einem in vitro Modell den
Einfluss von fortgeschrittenen Glykierungsendprodukten und der durch sie veranderten
Matrix auf die Adhésion und Migration von T-Zellen untersucht. Hierzu wurde mit einer
humanen Jurkat T-Zelllinie gearbeitet. Die Jurkat-T-Zellen wurden auf die Expression von
AGE-Rezeptoren untersucht. Hier zeigte sich, dass sie Galectin-3 und RAGE maRig
exprimierten, wobei eine hohe Expression des Rezeptors CD36 zu verzeichnen war. Im
Weiteren wurde die stimulierte und nicht stimulierte Migration der T-Zellen mit Hilfe von
Transwell Experimenten untersucht. Die Stimulation erfolgte mit dem stromal cell-derived
Faktor 1o (SDF-1a), der ein Chemokin ist und an seinem Hauptproduktionsort dem
Knochenmark nachweislich die Migration, d. h. die zielgerichtete Wanderung, die
Aktinpolymerisation und somit die Verankerung von hdmatopoetischen Stammzellen
(CD34-positive Zellen) bewirkt'®2, Der CXCR4-Rezeptor fiir SDF-1a wurde von den
genutzten Jurkat T-Zellen exprimiert. In den Experimenten wurden der Einfluss von AGEs
auf die Zellen direkt durch die Vorinkubation mit AGE-modifiziertem Plasma und die
anschlielende Untersuchung der Wanderung, sowie der Einfluss von AGE-modifiziertem
Plasma in der unteren Kammer des Transwells auf die Wanderung und schliel3lich der
Einfluss von AGE-modifizierter Matrix auf die Zellwanderung und die Zelladhésion
untersucht. Die Anzahl der migrierten Zellen wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie
bestimmt. Die Untersuchungen ergaben, dass die gerichtete Wanderung der T-Zellen mit
SDF-1a Stimulation 3,5 mal hoher war, aber die Vorinkubation der Zellen mit AGE-

modifiziertem Plasma die stimulierte und nicht stimulierte Wanderung nicht beeinflusste.
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AGEs haben daher wahrscheinlich wenig Einfluss auf die Migrationsfahigkeit per se. Die
Gabe von AGE-modifiziertem Plasma zusammen mit SDF-1a in die untere Kammer des
Transwells hemmte die SDF-1a induzierte Jurkat Zellmigration in einem signifikanten
Ausmal. Im Folgenden wurde das Matrixprotein Fibronektin mit Methylglyoxal (Induktor
der AGE-Modifikation Arg-pyrimidin) modifiziert. Die stimulierte und nicht stimulierte
Migration der Jurkat T-Zellen wurde durch die AGE-modifizierte Fibronektinmatrix
gehemmt. Da die Voraussetzung fur die Zellmigration die Adhésion und die den
Migrationszyklus einleitende Aktinpolymerisation ist wurde nun evaluiert, ob diese
Mechanismen durch die fortgeschrittene Glykierung beeinflusst werden. Es konnte gezeigt
werden, dass die Adhéasion der Jurkat T-Zellen durch eine AGE-Modifikation der Matrix
deutlich reduziert wird und die Aktinpolymerisation gehemmt ist (Abb.4).
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Abbildung 4: Aktinpolymerisation von adhérenten Jurkat T-Zellen

Eine Fibronektin Matrix wurde fur eine Stunde mit 100 pug PBS (Control), oder 100 ug Co-BSA
(Kontroll-BSA) oder 100 pug AGE-BSA (AGE-modifiziertes BSA) vorbehandelt.

A) Die Fluoreszenz wurde mit einem Mikroplate Reader bei 495 nm Anregung und 520 nm Emission
gemessen. Die Daten sind als MW + SEM angegeben.

B) Die Aktinpolymerisation wurde durch eine Phalloidin Férbung visualisiert, (Balken = 20um).
Aus Haucke et al., 2014 (8.1)
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Um diese in vitro Ergebnisse in Bezug zur in vivo Situation zu setzten, wurde aus humanem
vendsem Bypass Graft Material Kollagen Typ | und Il isoliert. Die Modifikation des
isolierten  Kollagens wurde mittels der AGE-spezifischen Fluoreszenz und
immunhistologisch mit Hilfe eines Arg-Pyrimidin Antikorpers untersucht. So konnte ein
hochmodifizierter und niedrig modifizierter Kollagenpool gebildet werden. Die stimulierte
und nicht stimulierte Wanderung der T-Zellen wurde durch das isolierte modifizierte und
hochmodifizierte Kollagen, welches als Matrix verwendet wurde, signifikant gehemmt
(Abb.5).
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Abbildung 5: Transmigration von Jurkat T-Zellen

(-SDF-1a) ohne und mit Stimulation (+SDF-1a) durch eine Matrix aus humanem AGE-modifizierten
Kollagen. Die Daten sind als MW = SEM angegeben. ColA — geringer modifiziertes humanes
Kollagen. ColB — héher modifiziertes humanes Kollagen. Aus Haucke et al., 2014 (8.1)

Zusammenfassend konnte mit diesen Experimenten nachgewiesen werden, dass AGE-
modifizierte 16sliche Proteine die Zellmigration offensichtlich nicht direkt iber Rezeptor
vermittelte Reaktionen hemmen. Dagegen kommt es im Verlaufe der Glykierung der
extrazellularen Matrix zu Veranderungen des ,,normalen Mikromilieus® der Zellen. Dies

beeinflusst die Adhé&sion, Aktinpolymerisation und damit die gerichtete Zellwanderung
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negativ und fihrt so zu Veranderungen der Zell- und Gewebsfunktionen. Es konnte gezeigt
werden, dass Kollagen mit zunehmender AGE-Modifikation sowohl die Chemotaxis wie
auch die Migration signifikant reduziert. Wahrend viele Arbeitsgruppen sich auf die
zellvermittelten Effekte l6slicher fortgeschrittener Glykierungsendprodukte konzentrieren,
weisen unsere Daten eher darauf hin, dass Veranderungen der extrazelluldren Matrix das

Hauptproblem in diesem Zusammenhang sind.

Das Kapitel wurde beschrieben und publiziert in dem Manuskript:

Haucke E, Navarrete-Santos A, Simm A, Silber RE, Hofmann B (2014). Glycation of
extracellular matrix proteins impairs migration of immune cells. Wound Repair Regen.
22(2):239-245.

5.2. AGE-Modifikationen der vaskularen Matrix

Um die vaskuldaren Modifikationen durch fortgeschrittene Glykierungsendprodukte zu
untersuchen, erfolgte die Extraktion von Kollagenfraktionen aus dem Venengewebe von 52
KHK Patienten. Die erste Kollagenfraktion (Pepsin Digestible Collagen Fraction, PDCF)
wurde durch Sdure und Pepsin extrahiert — die sogenannte pepsin- und saurel6sliche
Kollagenfraktion'®, Das pepsin- und sdureunldsliche Kollagen verbleibt nach dem
Pepsinverdau im restlichen Venenmaterial. Durch den Verdau dieser primar unléslichen
Fraktion mit Proteinase K und Kollagenase Typ | erhielt man Peptide des stérker
modifizierten Kollagens (Collagenase Digestible Collagen Fraction, CDCF)?® %2, Diese
Fraktion stellt die kollagenase- und proteinaseldsliche Kollagenfraktion dar. Die extrahierten
Peptide wurden anschlieBend mittels Fluoreszenzmessung (360 nm Anregung, 440 nm
Emission) und Anwendung des Slot-Blot-Verfahrens auf AGE-Modifikationen hin
untersucht. Uber eine quantitative Analyse von Hydroxyprolin (4-Hydroxyproline Assay)*®
lield sich die isolierte Kollagenmenge bestimmen. Somit konnten vergleichende Aussagen
uber das Ausmal? an modifiziertem Kollagen in den jeweiligen Proben gemacht werden. Die
Untersuchungen ergaben eine Reihe interessanter Ergebnisse. So konnte gezeigt werden,
dass die Isolierbarkeit der ersten, durch S&ure und Pepsin, isolierten Kollagenfraktion der
Venen mit steigendem Alter der Patienten signifikant abnimmt. Da man davon ausgeht, dass
Kollagene nicht quantitativ durch S&ure und Pepsin extrahierbar sind, wurde die Behandlung
des Gewebes mit Kollagenase Typ I und Proteinase K hinzugezogen. Interessant waren die
Untersuchungen der unterschiedlichen Kollagenfraktionen im Zusammenhang mit Alter,
Diabetes und anderen Patientenparametern. In den Analysen der Fluoreszenzen und der

Detektion der Arg-Pyrimidin Modifikationen, zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen
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den isolierten Kollagenfraktionen. Die Kollagenase-verdauliche Kollagenfraktion (CDCF)
wies in beiden Féllen signifikant mehr Modifikationen auf, als die Pepsin-verdauliche
Kollagenfraktion (PDCF). Die analysierte extrazellulare Matrix der Venen zeigte eine
Erhéhung der gemessenen AGE-Fluoreszenz in der CDCF mit steigendem Alter der
Patienten, wohingegen die PDCF mit hoherem Alter weniger AGE-Fluoreszenz aufwies. Je
weniger Kollagen aus Venen durch den Verdau mit Kollagenase isoliert werden konnte,
desto mehr Fluoreszenz zeigte dieses. Dies spricht daflr, dass mit steigendem Alter die AGE
bedingten Modifikationen am Kollagen zunehmen und gleichzeitig diese durch die
Quervernetzungen zu einer erschwerten Extrahierbarkeit fuhren. Die vorliegenden
Untersuchungen wurden an humanem vendsem Material der Vena saphena magna, was nach
aortokoronaren Bypass-Operationen tbrig geblieben war, durchgefiihrt. Leider stand nicht
genugend arterielles Graftmaterial zur Verfligung, um entsprechende Daten aus Arterien zu
gewinnen. Man konnte vermuten, dass Modifikationen im arteriellen Material sogar
ausgepragter sind, da dieses tiber mehr extrazellulare Matrix verfiigt’® und im arteriellen
System hohere Glukosespiegel registriert wurden'®. Dagegen spricht, dass die Arteria
thoracica interna als arterielles Graft in klinischen Studien selbst bei Diabetikern bessere
Langzeitergebnisse zeigte als vendse Grafts’.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine gute Korrelation der analysierten modifizierten
Kollagen Fraktionen zum Alter der Patienten und zum Auftreten von Typ-2 Diabetes gezeigt

werden konnte.
Das Kapitel wurde beschrieben und publiziert in dem Manuskript:

Hofmann B, Adam AC, Jacobs K, Riemer M, Erbs C, Bushnagq H, Simm A, Silber RE,
Navarrete Santos A (2013). Advanced glycation end product associated skin
autofluorescence: a mirror of vascular function? Exp Gerontol. 48(1):38-44.

5.3. AGE-Modifikationen der kardialen Matrix

Die meisten Untersuchungen zur Bestimmung des Ausmalles der fortgeschrittenen
Glykierung im Gewebe fanden bisher an Hautbiopsien statt. Obwohl bekannt ist, dass das
Herz im Alter und bei Erkrankungen wie Diabetes mellitus von einer interstitiellen
Akkumulation von modifizierten und quervernetzten Kollagenen betroffen ist, was zu
Veranderungen der physiologischen Eigenschaften des Herzens flhrt, gibt es hierzu bisher
keine Daten vom Menschen. Um die kardialen Modifikationen durch fortgeschrittene

Glykierungsendprodukte zu untersuchen, haben wir drei Kollagenfraktionen aus dem
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Vorhofohrgewebe von 72 KHK Patienten isoliert. Neben den bereits erwahnten
Kollagenfraktionen, der Pepsin-verdaulichen Kollagenfraktion (PDCF) wund der
Kollagennase-verdaulichen Kollagenfraktion (CDCF), ist es uns gelungen durch Hydrolyse
eine weitere, noch starker modifizierte Kollagenfraktion, die unldsliche (Insoluble Collagen
Fraction, ICF) Kollagenfraktion, zu extrahieren. Wir haben diese Kollagenfraktion so
benannt, da es sich hier um das Material handelt, was offensichtlich auf Grund der starken
Quervernetzungen weder durch den Pepsinverdau, noch durch die Kollagenase- und
Proteinase-Behandlung, extrahierbar ist. Die extrahierten Fraktionen wurden wiederum
mittels Messung der intrinsischen AGE-Fluoreszenz (360 nm Anregung, 440 nm Emission)
auf AGE-Modifikationen hin untersucht. Uber eine quantitative Analyse von Hydroxyprolin
(4-Hydroxyproline Assay)!®* lieR sich die isolierte Kollagenmenge bestimmen. Somit
konnten vergleichende Aussagen Uber das Ausmall an modifiziertem Kollagen in den
jeweiligen Proben gemacht werden. Unsere Analysen zeigten anhand der intrinsischen AGE-
Fluoreszenz, dass die PDCF am wenigsten AGE-modifiziert ist. Die CDCF war stérker
modifiziert und die ICF war die am starksten AGE-modifizierte Kollagenfraktion. Die
intrinsische AGE-Fluoreszenz der CDCF und der ICF korrelierte positiv mit dem Alter der
Patienten. Die Menge an AGE-modifiziertem Kollagen der ICF war bei Patienten mit
Diabetes mellitus signifikant erhoht. Die Blutzuckerspiegel und HbA:c-Werte standen in
klarem Zusammenhang mit der extrahierbaren Gesamtkollagenmenge und der intrinsischen
AGE-Fluoreszenz der ICF. Zudem zeigte sich in einer Multivarianzanalyse, dass die am
meisten modifizierte Kollagenfraktion aus dem rechten Vorhofohr, die ICF, pradiktiv fir

den postoperativen Verlauf der Patienten ist.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es gelungen ist, modifizierte Kollagen-
fraktionen im Herzen nachzuweisen und der Grad der AGE-Modifikationen mit dem Alter
der Patienten (Abb. 6), der Inzidenz von Diabetes mellitus (Abb. 7), der HOhe der
Blutzuckerspiegel und HbA1c-Werte in Zusammenhang stand. AufRerdem ist es gelungen in
einer multiplen logistischen Regressionsanalyse zu zeigen, dass die am starksten AGE-
modifizierte kardiale Kollagenfraktion einen pradiktiven Wert fir die postoperative
Morbiditat der Patienten hat (Tab. 2).
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Tabelle 2: Multiple logistische Regression mit Bezug zur postoperativen Morbiditét

Variable Odds ratio 95% ClI p-Wert
FL360_PDCF (a.u.) 1,005 0,993 - 1,017 0,399
FL360_CDCF (a.u.) 0,998 0,996 - 0,999 0,036

FL360_ICF (a.u.) 3,604 1,293 - 10,041 0,014
Alter (Jahre) 1,131 0,998 - 1,281 0,054

HbA1c (%) 1,030 0,741 - 1,432 0,860

Blutzucker (mmol/l) 0,674 0,364 - 1,247 0,209
Kreatinin (umol/I) 1,056 1,009 - 1,105 0,018

Nutzung der kombinierten postoperativen Morbiditat (nach STS-Score) als abhéngige Variable,
FL360, intrinsische AGE-Fluoreszenz bei 360 nm Anregung und 440 nm Emission; PDCF, Pepsin-
verdauliche Kollagenfraktion; CDCF, Kollagennase-verdauliche Kollagenfraktion; ICF, unlésliche
Kollagenfraktion. (Hofmann, Jacobs; unverdffentlicht).
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Abbildung 6: Darstellung der intrinsischen AGE-Fluoreszenz in Korrelation zum Alter

ICF, unlésliche Kollagenfraktion aus kardialem Gewebe von KHK Patienten. Intrinsische AGE-
Fluoreszenz; Anregung bei 360 nm und Emission bei 440 nm. Aus Hofmann et al., 2014 (8.4)
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Abbildung 7: Darstellung der intrinsischen AGE-Fluoreszenz in Korrelation zu Diabetes

ICF, unlésliche Kollagenfraktion aus kardialem Gewebe von KHK Patienten bei Nicht-Diabetikern
und Patienten mit Typ-2 Diabetes mellitus, *p < 0,01. Intrinsische AGE-Fluoreszenz; Anregung bei
360 nm und Emission bei 440 nm. Aus Hofmann et al., 2014 (8.4)

Das Kapitel wurde beschrieben und publiziert in dem Manuskript:

Hofmann B, Jacobs K, Navarrete Santos A, Wienke A, Silber RE, Simm A (2014).
Relationship between cardiac tissue glycation and skin autofluorescence in coronary artery
disease patients. Diabetes Metab. http://dx.doi.org/10.1016/j.diabet.2014.12.001.

5.4. Zusammenhang von AGE-Modifikationen der vaskuldren und kardialen Matrix

mit nicht-invasiven Parametern

5.4.1. Mit der zentralen Pulswellengeschwindigkeit

Die zentrale oder carotideo-femorale Pulswellengeschwindigkeit (cfPWV), als Marker der
aortalen Gefél3elastizitat, stellt heute den ,,Goldstandard* der nicht-invasiven Untersuchung
der GefaRsteifigkeit dar®®. Da die fortgeschrittene Glykierung der Kollagenmatrix zu einer
zunehmenden Versteifung der GefélRe beitragen soll, haben wir die cfPWV als nicht-
invasiven Marker gewéhlt, um zu tberprufen, ob die experimentell aus vaskuldarem Gewebe
isolierten AGE-modifizierten Kollagenfraktionen mit dem Grad der Gefalversteifung

korrelieren. Wir konnten zeigen, dass die stirker modifizierte Kollagennase-verdauliche

23


http://dx.doi.org/10.1016/j.exger.2014.05.001

Kollagenfraktion (CDCF) sehr gut mit der Zunahme der zentralen Pulswellen-
geschwindigkeit und damit mit der Zunahme der vaskuldren Steifigkeit korreliert (Abb. 8).
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Abbildung 8: Darstellung der intrinsischen AGE-Fluoreszenz in Korrelation zur cfPWV

CDCF, Kollagennase-verdauliche Kollagenfraktion aus vaskuldrem Gewebe; cfPWV, carotideo-
femorale Pulswellengeschwindigkeit. Intrinsische AGE-Fluoreszenz; Anregung bei 360 nm und
Emission bei 440 nm. Aus Hofmann et al., 2013 (8.2)

Des Weiteren war es moglich die Relevanz dieses einfach zu messenden, nicht-invasiven
Parameters, der eigentlich seit der "Framingham Heart Study"’ weitestgehend etabliert sein
sollte, in Bezug auf klinische Fragestellungen zu untersuchen. In die klinische Studie wurden
155 Patienten einbezogen, 47 davon waren Frauen, das Alter der Patienten lag zwischen 44
und 87 Jahren (MW = SD = 67,2 + 9,1 Jahre). Es konnte gezeigt werden, dass die carotideo-
femorale Pulswellengeschwindigkeit (cfPWV) mit dem Grad der koronaren Herzerkrankung
sehr gut korreliert (Abb. 9) und bei KHK Patienten ab dem 60. Lebensjahr deutlich ansteigt
(Abb. 10). Das Alter der Patienten, das Geschlecht, der systolische Blutdruck und der
mittlere arterielle Druck waren unabhéngige préadiktive Parameter fur den nicht-invasiven
Marker cfPWV.
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Abbildung 9: Zusammenhang zwischen cfPWV und dem Grad der KHK

cfPWV, carotideo-femorale Pulswellengeschwindigkeit; KHK, koronare Herzkrankheit. Aus
Hofmann et al., 2014 (8.3)
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Abbildung 10: Darstellung der cfPWV bei Gesunden und Patienten mit KHK

cfPWV, carotideo-femorale Pulswellengeschwindigkeit; KHK, koronare Herzkrankheit. Ab dem 60.
Lebensjahr ist bei KHK Patienten im Vergleich zu Gesunden ein signifikanter Anstieg zu
verzeichnen, **p<0,001. Aus Hofmann et al., 2014 (8.3)
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Zusammenfassend war es mit Hilfe der Analysen des vaskuldren Materials und der
klinischen Daten mdglich nachzuweisen, dass AGE-modifiziertes Kollagen in der Vena
saphena magna vorhanden ist und der Grad der Modifizierung mit der nicht-invasiven
Messung der carotideo-femoralen Pulswellengeschwindigkeit (cfPWV) korreliert, obwohl
es sich um vendses Graft Material handelt. Die Modifizierungen sind aber offensichtlich
beispielhaft fur die im Organismus auftretenden Veranderungen durch fortgeschrittene
Glykierungsendprodukte. AuRerdem konnten wir zeigen, dass die Veranderungen im
Bereich der groRen arteriellen GefélRe einen wesentlichen Einfluss auf die Schwere der
Auspragung der koronaren Herzerkrankung haben. Verschiedene Studien haben eine enge
Beziehung zwischen der zunehmenden Versteifung groRRer arterieller Gefdle und
mikrovaskuldren Schéadigungen des Gehirns, der Retina, der Niere und des Herzens
gezeigt’™ 19, Zu diesen Verdnderungen fiihrt ein Circulus vitiosus. Der Elastizitatsverlust
der GefalRe resultiert in einer hoheren Pulswellengeschwindigkeit, so dass die reflektierte
Welle bereits in der Systole einfallt und damit den systolischen Blutdruck erhoht. Eine
hohere pulsatile Energie wird in die Kkleinen Arterien und die Mikrozirkulation
weitergeleitet, was dort ein pulsatiles Barotrauma hervorruft und schlieflich in endothelialen
und vaskuléren Schadigungen, arteriosklerotischer Plaque Bildung und Remodeling
miindet'®. Die meisten der altersassoziierten Erkrankungen wie KHK, Morbus Alzheimer
und Nierenfunktionsverlust haben mikrovaskulare Veranderungen als pathophysiologische
Ursachen. Erhohte cfPWV Werte sind ein Risikofaktor fur all diese Erkrankungen, was
einen engen Zusammenhang zwischen erhohter Steifigkeit der grof3en Arterien und
mikrovaskuléren Veranderungen wiederspiegelt. In einer kirzlich veroffentlichten Arbeit
konnte lkonomidis et al.**® zeigen, dass die arterielle GefaRsteifigkeit, quantifiziert durch
die Messung der Pulswellengeschwindigkeit, ein valider Marker der Arteriosklerose ist und

zu einer Reduktion der koronaren Flussreserve fihrt.

Das Kapitel wurde beschrieben und publiziert in den Manuskripten:

Hofmann B, Adam AC, Jacobs K, Riemer M, Erbs C, Bushnagq H, Simm A, Silber RE,
Navarrete Santos A (2013). Advanced glycation end product associated skin
autofluorescence: a mirror of vascular function? Exp Gerontol. 48(1):38-44.

Hofmann B, Riemer M, Erbs C, Plehn A, Navarrete Santos A, Wienke A, Silber RE, Simm
A (2014). Carotid to femoral pulse wave velocity reflects the extent of coronary artery
disease. J Clin Hypertens (Greenwich).16:629-633.
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5.4.2. Mit der Hautautofluoreszenz

Als eine einfache, nicht-invasive Methode zur Messung von gewebsgebundenen AGEs hat
sich die Messung der Hautautofluoreszenz (Skin autofluorescence, sAF) etabliert®: %,
Bisher gab es zahlreiche Studien, die einen guten Zusammenhang zwischen der
Hautautofluoreszenz  und biochemischen Analysen fortgeschrittener Glykierungs-
endprodukte in Hautbiopsien zeigen konnten®® %1% |m letzten Jahr wurde eine Studie von
den Dekker et al.'*! publiziert, welche einen engen Zusammenhang zwischen sAF Werten
und dem Grad der Arteriosklerose nachweist. Die Autoren empfehlen die Nutzung der
Hautautofluoreszenz als Methode zur klinischen Risikoabschatzung im Rahmen der
Primarpravention der Arteriosklerose!!!. Allerdings lagen bisher keine Daten zur
Korrelation zwischen Hautautofluoreszenz und biochemischen Analysen von AGEs im
vaskuldren und kardialen System vor. Auch wurde der Zusammenhang von fortgeschrittener
Glykierung und zunehmender GeféBversteifung, quantifiziert durch die Messung der
aortalen Pulswellengeschwindigkeit, wissenschaftlich noch nicht untersucht. Wir haben
diese Untersuchungen durchgefihrt. Unsere Analysen identifizierten einen klaren
Zusammenhang zwischen Hautautofluoreszenz und den Modifikationen durch

fortgeschrittene Glykierung in vaskuldrem (Abb. 11) und kardialem (Abb. 12) Gewebe.
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Abbildung 11: Darstellung der intrinsischen AGE-Fluoreszenz und der sAF

CDCF, Kollagennase-verdauliche Kollagenfraktion aus vaskuldrem Gewebe; sAF, Hautauto-
fluoreszenz. Intrinsische AGE-Fluoreszenz; Anregung bei 360 nm und Emission bei 440 nm. Aus
Hofmann et al., 2013 (8.2)
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Abbildung 12: AGE-Fluoreszenz kardialer Kollagenfraktionen in Korrelation zur sAF

Die am geringsten modifizierte Pepsin-verdauliche Kollagenfraktion (PDCF) zeigt keine Korrelation
zur Hautautofluoreszenz (sAF), wéhrend die starker modifizierte Kollagennase-verdauliche (CDCF)
und die am starksten modifizierte unlésliche Kollagenfraktion (ICF) eine gute Korrelation zur sAF
zeigen. Intrinsische AGE-Fluoreszenz; Anregung bei 360 nm und Emission bei 440 nm. Aus
Hofmann et al., 2014 (8.4)

Jeweils die am stérksten AGE-modifizierten Kollagenfraktionen zeigten eine gute
Korrelation zu den in der SAF Messung erhobenen Werten fur kutane AGE Ablagerungen.
Zudem konnten wir eine gute Korrelation zwischen der Hautautofluoreszenz und der
carotideo-femoralen Pulswellengeschwindigkeit nachweisen (Abb. 13). Des Weiteren ist es
uns gelungen zu zeigen, dass gewebsgebundene fortgeschrittene Glykierungsendprodukte,
gemessen als sAF, mit der postoperativen Morbiditat von KHK Patienten korrelieren (Tab.
3). AuBerdem konnten wir die Korrelation zwischen Hautautofluoreszenz und dem Alter von
Probanden und KHK Patienten dokumentieren, wobei die SAF Werte der KHK Patienten im
Durchschnitt um 0,5 a.u. héher waren, als die der Probanden (Abb. 14). Diese Daten
unterstreichen die klinische Relevanz des einfach zu erhebenden, nicht-invasiven Parameters
Hautautofluoreszenz als Spiegel fir das Ausmall von AGE-Modifikationen in Geweben und
Organen mit einem hohen Anteil an langlebigen Proteinen, wie Kollagen, die besonders von

Quervernetzungen durch fortgeschrittene Glykierungsendprodukte betroffen sind. Dies
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betrifft insbesondere das kardiovaskulére System, was unsere experimentellen Analysen von

kardialem und vaskuldrem humanen Gewebe bestatigen.
18-
16
14

12

cfPWYV (m/s)

4K I I 1
1,5 25 35 4,5
sAF [a.u.]

Abbildung 13: Zusammenhang zwischen cfPWV und sAF bei KHK Patienten

cfPWV, carotideo-femorale Pulswellengeschwindigkeit; sAF, Hautautofluoreszenz; KHK, koronare
Herzkrankheit. Aus Hofmann et al., 2013 (8.2)

Tabelle 3: Multiple logistische Regression mit Bezug zur postoperativen Morbiditét

Variable Odds ratio 95% ClI p
Alter (Jahre) 1,050 0,998 - 1,105 0,058
BMI (kg/m?) 1,011 0,945 - 1,082 0,747
Diabetes mellitus 0,797 0,504 - 1,262 0,334
GFR (ml/min) 1,000 0,987 - 1,013 0,998
LVEF (%) 0,962 0,937 - 0,988 0,005
Euro Score additiv 1,208 1,056 - 1,381 0,006
Euro Score Il 1,097 0,924 - 1,303 0,289
STS Mortalitatsrisiko 0,781 0,389 - 1,569 0,488
STS Morbiditatsrisiko 1,074 0,931 - 1,239 0,328
SAF (a.u.) 2,876 1,599 -5,171 0,0004

Nutzung der kombinierten postoperativen Morbiditdt (nach STS-Score) als abhéngige Variable,
GFR, Glomeruldre Filtrationsrate nach Cockroft-Gault-Formel; LVEF, linksventrikuldre
Ejektionsfraktion; sAF, Hautautofluoreszenz. (Hofmann, Simm; unveroffentlicht).
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Abbildung 14: SAF von Probanden und KHK Patienten im Bezug zum Lebensalter

sAF, Hautautofluoreszenz; KHK, koronare Herzkrankheit. (Hofmann, Jacobs, Simm;
unveroffentlicht)

Das Kapitel wurde beschrieben und publiziert in den Manuskripten:

Hofmann B, Adam AC, Jacobs K, Riemer M, Erbs C, Bushnag H, Simm A, Silber RE,
Navarrete Santos A (2013). Advanced glycation end product associated skin
autofluorescence: a mirror of vascular function? Exp Gerontol. 48(1):38-44.

Hofmann B, Jacobs K, Navarrete Santos A, Wienke A, Silber RE, Simm A (2014).
Relationship between cardiac tissue glycation and skin autofluorescence in coronary artery
disease patients. Diabetes Metab. http://dx.doi.org/10.1016/j.diabet.2014.12.001.
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5.5. Einfluss des Rezeptors fiir fortgeschrittene Glykierungsendprodukte - RAGE - auf

die Entstehung von kardialen und valvularen Veranderungen

Zunehmendes Ubergewicht und daraus resultierende Erkrankungen, wie z.B. Diabetes
mellitus und Arteriosklerose, stellen schwerwiegende Probleme unserer modernen
Gesellschaft dar'214, Ursachlich fir die steigende Anzahl tibergewichtiger Personen ist
offensichtlich unser westlicher Lebensstil mit einem Mangel an Bewegung, einer sehr fetten
sowie protein- und zuckerreichen Erndhrung, und dem Genuss von Nikotin und Alkohol**>
116 Fortgeschrittene Glykierungsendprodukte werden iiber die Nahrung bei dieser Art von
Erndhrung in verhdltnisméaRig groBen Mengen aufgenommen. Welchen Anteil die
aufgenommenen im Vergleich zu den endogen gebildeten AGEs an den AGE-assoziierten
pathophysiologischen Prozessen haben, ist noch nicht hinreichend geklart. Die vermehrte
Aufnahme von Fetten im Rahmen einer fettreichen Ernahrung fihrt allerdings auch zu einer
erhéhten endogenen AGE-Bildung!!’. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass sich bei
Diabetikern und Patienten mit Nierenerkrankungen eine fettreiche Erndhrung zusétzlich
negativ auswirkt!'®-120, Das RAGE bei der Entstehung der Arteriosklerose eine Rolle spielt
wird durch zahlreiche Studiendaten?® 22 pelegt, u.a. wurde RAGE in arteriosklerotischen
Plaques von Diabetikern gefunden!? 124 ynd in einem Mausmodell konnte nachgewiesen
werden, dass RAGE Knockout Tiere geringere Schédigungen nach myokardialer Ischdmie
aufweisen'?®. Die Aortenklappenstenose wurde bisher weitestgenend als eine
altersassoziierte degenerative Erkrankung gesehen, die durch den jahrelangen hohen Fluss,
turbulente Stromungen und Scherkréfte an den Klappentaschen bedingt ist. Allerdings gibt
es zunehmende Hinweise, dass es sich auch hier, &hnlich wie bei der Arteriosklerose, um ein
multifaktorielles Geschehen handelt. Kardiovaskulére Risikofaktoren, wie Rauchen,
Diabetes mellitus und erh6hte Serumlipide, sowie inflammatorische Prozesse, wie sie auch
durch RAGE vermittelt werden?®, bedingen auch an der Aortenklappe einen Umbau der
extrazelluldren Matrix mit Fibrosierung und Verkalkung. Li et al. demonstrierten in einem
Kaninchenmodell, dass eine verminderte RAGE Expression die Progression der
Aortenklappenverkalkung abschwécht, indem Entzindungsprozesse und ROS reduziert
werden'?’. Matsumoto und Kollegen berichteten, dass regelmaRiges Bewegungstraining die
Entstehung einer Aortenklappenstenose bei Méusen uber eine Reihe von Mechanismen, u.a.
durch die verminderte Einwanderung von Entziindungszellen und die Reduktion von
oxidativem Stress, verhindert!?®. Beziiglich einer fettreichen Ernahrung haben verschiedene
Forschergruppen bereits gezeigt, dass diese sich bei Diabetikern und Patienten mit
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Niereninsuffizienz auf Grund der vermehrten AGE Akkumulation zusétzlich negativ
auswirken kann'!®120. Ob im gesunden Organismus eine Hochfetterndhrung zur
Akkumulation von AGEs fiuhrt, dies wiederum Veranderungen im Herz- und
Kreislaufsystem induziert, und die Entstehung von Erkrankungen, wie z.B. der
Aortenklappenstenose forcieren kann, wurde bisher kaum untersucht. Ziel unserer
experimentellen Arbeit war es, die Effekte einer Hochfetterndhrung auf das Herz und die
Aortenklappe eines gesunden Organismus zu untersuchen. Ob mdgliche Wirkungen der
AGEs in Abhéangigkeit von RAGE, dem Rezeptor fir AGEs, ablaufen, sollte anhand der
Verwendung einer RAGE Knockout Mauslinie geklart werden. Die Versuchstiere waren
sechs Wochen alte mannliche Wildtypmé&use (WT, n=14) und sechs Wochen alte mannliche
RAGE Knockout Mause (RAGE KO, n=14). Die Tiere wurden zuféllig in je zwei Gruppen
eingeteilt, die jeweils eine Normaldiat (ND) oder eine Hochfettdidt (HFD) erhielten. Im
Verlauf wurde die wdchentliche Gewichtszunahme registriert und echokardiographische
Untersuchungen der Aortenklappen mit dem CW-Doppler nach 2, 4 und 7 Monaten
durchgefuhrt. Am Ende des Experiments wurden Blutproben zur Untersuchung des
Lipidstoffwechsels und die Herzen zur morphologischen, histologischen und
immunohistochemischen Untersuchung gewonnen. Nach sieben Monaten Hochfettfiitterung
konnte eine signifikante Gewichtszunahme und linksventrikulare Hypertrophie vor allem
der Wildtypmause beobachtet werden. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit Daten von
Tian et al.*?, die in einem Rattenmodell unter Hochfetterndhrung tber einen vergleichbaren
Zeitraum eine Verminderung der linksventrikularen Ejektionsfraktion und des Herz Index
fanden. Diese Studie und unsere Daten zeigten eine linksventrikuldare myokardiale
Hypertrophie als Zeichen des linksventrikularen Remodeling induziert durch die
Hochfettfltterung. Ein weiteres Ergebnis ist, dass WT Maé&use nach sieben Monaten
Hochfetterndhrung deutliche Verdnderungen der Aortenklappe im Sinne einer
Aortenklappenstenose entwickelten. Hingegen waren die RAGE Knockout Tiere mit
derselben Fitterung davor geschitzt. Die durchgefiihrten echokardiographischen
Untersuchungen zeigten, dass bei Wildtypméusen im Verlauf des Experiments die
systolische transvalvulare Geschwindigkeit deutlich zunahm und gegenuber der
Vergleichsgruppe mit Normaldiat im Durchschnitt um 1/3 hoéher war. In den
morphologischen Untersuchungen der Herzen und Aortenklappen waren bei WT Tieren
unter HFD die linksventrikulare Flache, die Aortenklappen-Offnungsflache und der
Aortenklappen-Flachen-Index deutlich reduziert. Die histologischen und immuno-

histochemischen Untersuchungen der Aortenklappen Praparate von diesen Tieren zeigten
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vermehrte Kalkablagerungen (von Kossa Farbung), eine vermehrte AGE Anreicherung und
eine stdrkere RAGE Expression an den Klappentaschen. Die RAGE Knockout Tiere
entwickelten unter Hochfetternahrung auch eine Adipositas. Allerdings fanden sich keine
relevanten echokardiographischen Veranderungen und die Herzen und Aortenklappen der
RAGE KO Mause wiesen nur geringe morphologische und immunohistochemische
Verénderungen auf. Eine Erkl&rung fiir dieses Ergebnis ist, dass RAGE Knockout Mé&use
ein besseres HDL/LDL Verhéltnis hatten. Bei den WT Méusen kdnnte das tberméRige LDL
im Plasma oxidiert worden sein. Das so entstandene oxLDL hat eine Reihe pro-
arteriosklerotischer Effekte, dies kdnnte die Entstehung der Aortenklappen-Verénderungen
bei diesen Tieren forciert haben. In diesem Zusammenhang berichteten Sun et al.®*, dass
RAGE die oxLDL induzierte Produktion von ROS und die Proliferation von Makrophagen
vermittelt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass im gesunden Organismus eine
Hochfetterndhrung zur Entstehung von Aortenklappen-Veranderungen im Sinne einer
Aortenklappenstenose fiihrt. Hierbei scheint die Interaktion von fortgeschrittenen
Glykierungsendprodukten mit dem Rezeptor RAGE sowie die Interaktion von RAGE mit
anderen Liganden offensichtlich eine Rolle zu spielen.

Das Kapitel wurde beschrieben und publiziert in dem Manuskript:
Hofmann B, Yakobus Y, Indrasari M, Nass N, Navarrete Santos A, Kraus FB, Silber RE,

Simm A (2014) RAGE influences the development of aortic valve stenosis in mice on a high
fat diet. Exp Gerontol. 59:13-20.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Zielstellung diese Arbeit war es, die Auswirkungen fortgeschrittener Glykierungs-
endprodukte im kardiovaskuldren System herauszuarbeiten. Dazu sollten vaskuldre und
kardiale Kollagenmodifikationen und deren Einfluss auf die Zellmigration, die GefaR-
versteifung und die kardiale Funktion genauer analysiert und charakterisiert werden. Des
Weiteren wurden nicht-invasive Marker der Geféal3funktion und der fortgeschrittenen
Glykierung als Prédiktoren fur die kardiovaskulare Situation und den postoperativen Verlauf
evaluiert. Da die Wirkung von fortgeschrittenen Glykierungsendprodukten im kardio-
vaskularem System nicht nur Uber Kollagenmodifikationen erfolgt, sondern auch
rezeptorvermittelt sein kann, fokussierte die Arbeit ferner auf den Einfluss des AGE-
Rezeptors RAGE.

Experimentelle Studien

Die Arbeit konnte zeigen, dass AGE-modifizierte Proteine die Zellmigration offensichtlich
nicht direkt Gber Rezeptor vermittelte Reaktionen hemmen, vielmehr tragt die modifizierte
extrazellulire Matrix zu Verdanderungen des ,,normalen Mikromilieus* der Zellen bei. Dies
beeinflusst die Adhésion, Aktinpolymerisation und damit die gerichtete Zellwanderung
negativ und fiihrt so zu Veranderungen der Zell- und Gewebsfunktionen. Mit zunehmender
AGE-Modifikation des Kollagens kommt es zur Reduktion sowohl der Chemotaxis wie auch
der Migration von Zellen. Wahrend viele Arbeitsgruppen sich auf die zellvermittelten
Effekte der loslichen fortgeschrittenen Glykierungsendprodukte konzentrieren, weisen
unsere Daten darauf hin, dass die Veranderungen der extrazelluldaren Matrix méglicherweise
entscheidender sind. In weiteren Experimenten konnte eine gute Korrelation der analysierten
vaskuldren modifizierten Kollagenfraktionen mit dem Alter der Patienten und mit der
Inzidenz von Typ-2 Diabetes dargestellt werden. Des Weiteren ist es gelungen modifizierte
Kollagenfraktionen in kardialem Gewebe nachzuweisen, wobei der Grad der Modifikationen
durch fortgeschrittene Glykierung wiederum mit dem Alter der KHK Patienten, der Inzidenz
von Diabetes mellitus, sowie der Hohe der Blutzuckerspiegel und der HbA:c-Werte in
Zusammenhang stand. Eine Multivarianzanalyse bestétigte, dass die am starksten AGE-
modifizierte kardiale Kollagenfraktion einen préadiktiven Wert fiir den postoperativen
Verlauf der Patienten hat und somit auch eine klinische Relevanz existiert. Ebenfalls wurde
die rezeptorvermittelte Wirkung fortgeschrittener Glykierungsendprodukte untersucht.

Diese Experimente zeigten, dass im gesunden Organismus eine fettreiche Erndhrung ein
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linksventrikulares Remodeling induziert und zu Aortenklappen-Veranderungen im Sinne
einer Aortenklappenstenose fiihrt. Hierflir konnte die Interaktion von fortgeschrittenen
Glykierungsendprodukten mit dem Zelloberflachenrezeptor RAGE entscheidend sein, aber

auch die induzierte Hyperlipidamie scheint eine wesentliche Rolle zu spielen.

Translationale Studien

In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass vaskuldre Modifikationen durch fortgeschrittene
Glykierung mit dem nicht-invasiven Parameter der Geféalsteifigkeit, der carotideo-
femoralen Pulswellengeschwindigkeit, korrelieren und die Verdanderungen im Bereich der
groRRen arteriellen Gefalie einen wesentlichen Einfluss auf die Schwere der Auspréagung der
koronaren Herzerkrankung haben. Weiterhin besteht ein enger Zusammenhang zwischen
dem nicht-invasiven Parameter Hautautofluoreszenz und den Modifikationen durch AGEs
in vaskularem und kardialem Gewebe. Jeweils die am starksten glykierten
Kollagenfraktionen korrelieren signifikant mit den Hautautofluoreszenzwerten. Auch
konnte eine Verbindung zwischen den beiden nicht-invasiven Parametern sAF und cfPWV
nachgewiesen werden. Eine Multivarianzanalyse ergab, dass die sAF pradiktiv fur die
postoperative Morbiditat von KHK Patienten ist (Hofmann, Simm; unveréffentlicht). Die
hier présentierten Daten unterstreichen die klinische Relevanz der evaluierten nicht-
invasiven Parameter. Die Messung der Pulswellengeschwindigkeit ist weitestgehend
etabliert. Allerdings sollte der nicht-invasive Parameter Hautautofluoreszenz als Spiegel fur
das Ausmall von AGE-Modifikationen im kardiovaskularen System auf Grund der
vorliegenden Daten und der aktuellen Publikationen®” 1! starker in die Pravention und
praoperative Diagnostik eingebunden werden. Offensichtlich sind die Alterationen durch
fortgeschrittene Glykierung bis zu einem gewissen Grad noch reversibel, so dass sie einer
therapeutischen Intervention zugédnglich wéren. Mit AGE-Inhibitoren, AGE-Crosslink
Breakers®3% 32 ynd durch eine Optimierung von Erndhrung und Bewegung®*® koénnte die
Konzentration von AGEs gesenkt und eine Verbesserung der kardiovaskuléren Funktion
erreicht werden®3413¢, F{ir Patienten mit erhdhten praoperativen sAF Werten und damit
einem prédiktierten hoheren postoperativen Morbiditétsrisiko ware moglicherweise durch
entsprechende Therapien oder die Zufuhrung zu minimalinvasiven Verfahren eine
Verbesserung des Outcome erreichbar.

Zusammenfassend dargestellt hat diese Arbeit unterstrichen, dass fortgeschrittene

Glykierungsendprodukte eine Vielzahl von Verénderungen im kardiovaskularen System
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durch Kollagenmodifikationen und ihre rezeptorvermittelte Wirkung bedingen. Dies ist in
Abbildung 15 noch einmal dargestellt.
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Abbildung 15: Schema der Wirkung von AGEs im kardiovaskuldren System

Unter Einbezug der Ergebnisse dieser Habilitationsarbeit, (Hofmann; unverdffentlicht)
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9. Thesen

1. Unsere mittlere Lebenserwartung hat sich in den letzten 160 Jahren nahezu
verdoppelt und es wird erwartet, dass sie bis zum Jahr 2050 auf das Alter von Gber 90 Jahren
steigt. Allerdings ist Altern mit einem Nachlassen von physiologischen und biochemischen
Funktionen von Geweben und Organen verbunden, was zum vermehrten Auftreten von

degenerativen Erkrankungen fiihrt.

2. Die kardiovaskularen Erkrankungen zeigen eine stetig steigende Inzidenz und stellen
die haufigste Todesursache bei Frauen und Méannern in Deutschland dar. Die Entstehung
von Kkardiovaskuldren Verdanderungen ist ein multifaktorieller Vorgang, der durch die
steigende Lebenserwartung und unseren westlichen Lebensstil mit einer Zunahme von
sogenannten Zivilisationskrankheiten wie Diabetes mellitus Typ 2 und essentieller arterieller

Hypertonie entscheidend mitbeeinflusst wird.

3. Die Akkumulation von fortgeschrittenen Glykierungsendprodukten, den so
genannten Advanced Glycation Endproducts (AGEs), wird fir die Veranderungen im
kardiovaskularen System mitverantwortlich gemacht. Neben der Wirkung von AGEs Uber
die Quervernetzung von Proteinen, das sogenannte Crosslinking, kénnen diese auch

rezeptorvermittelt Gber den Zelloberflachenrezeptor RAGE Einfluss nehmen.

4. AGE-modifizierte Proteine hemmen die Zellmigration offensichtlich nicht direkt
uber Rezeptor vermittelte Reaktionen, vielmehr tragt die modifiziere extrazellulare Matrix
zu Veranderungen des ,,normalen Mikromilieus der Zellen bei. Dies beeinflusst die
Adhésion, Aktinpolymerisation und damit die gerichtete Zellwanderung negativ und fihrt
so zu Veranderungen der Zell- und Gewebsfunktionen. Mit zunehmender AGE-
Modifikation des Kollagens kommt es zur Reduktion sowohl der Chemotaxis wie auch der
Migration von Zellen.

5. AGE-modifiziertes Kollagen kann in vaskularem und Kkardialem Gewebe
nachgewiesen werden. Der Grad der Modifizierung durch fortgeschrittene Glykierung steht
in engem Zusammenhang mit dem Alter, der Inzidenz von Diabetes mellitus und dem post-

operativen Verlauf der untersuchten Patienten mit koronarer Herzkrankheit.
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6. Die nicht-invasiven Parameter carotideo-femorale Pulswellengeschwindigkeit
(cfPWV) und Hautautofluoreszenz (sAF) spiegeln die vaskuldren und kardialen AGE-

assoziierten Gewebsmodifikationen wieder.

7. Die cfPWV Korreliert mit dem Schweregrad der koronaren Herzerkrankung und
steigt bei KHK Patienten ab dem 60. Lebensjahr deutlich an. Das Alter der Patienten, das
Geschlecht, der systolische Blutdruck und der mittlere arterielle Druck sind unabhangige
pradiktive Parameter flr den nicht-invasiven Marker cfPWV.

8. Die gemessenen sAF Werte von KHK Patienten liegen im Durchschnitt um eine
MafReinheit hoher als die von Probanden und korrelieren mit dem Alter, der cfPWV und den

stark modifizierten Kollagenfraktionen aus humanem vaskuldren und kardialen Gewebe.

Q. Die Hautautofluoreszenz ist ein pradiktiver Parameter flr die postoperative
Morbiditét der untersuchten KHK Patienten.

10. Im gesunden Organismus induziert eine fettreiche Ernahrung ein linksventrikulares
Remodeling und flhrt zu Aortenklappen-Veranderungen im Sinne einer Aortenklappen-
stenose. Hierfur konnte die Interaktion von fortgeschrittenen Glykierungsendprodukten mit
dem Zelloberflachenrezeptor RAGE entscheidend sein. Allerdings scheint auch die durch
die Erndhrung induzierte Hyperlipiddmie, moglicherweise Uber oxidiertes Low Density

Lipoprotein (LDL), einen Einfluss zu haben.

11.  Bei kardiovaskuldren Erkrankungen filhren fortgeschrittene Glykierungs-
endprodukte sowohl uber die Quervernetzung der Kollagenmatrix (Crosslinking) wie auch

uber ihren Rezeptor RAGE zu Alterationen, die von klinischer Relevanz sind.
12.  Die Veranderungen durch fortgeschrittene Glykierung sind mit nicht-invasiven

Parametern erfassbar, bis zu einem gewissen Grad maoglicherweise noch reversibel und

somit therapeutisch beeinflussbar.
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8.1. Glycation of extracellular matrix proteins impairs migration of immune cells.
Haucke E, Navarrete-Santos A, Simm A, Silber RE, Hofmann B (2014).

Wound Repair Regen. 22(2):239-245.
DOI: 10.1111/wrr.12144
http://dx.doi.org/10.1111/wrr.12144

Abstract

The immune response during aging and diabetes is disturbed and this may be due to the
altered migration of immune cells in an aged tissue. Our study should prove the hypothesis
that age and diabetes-related advanced glycation end products (AGESs) have an impact on
the migration and adhesion of human T-cells.

To achieve our purpose, we used in vitro AGE-modified proteins (soluble aloumin and
fibronectin [FN]), as well as human collagen obtained from bypass graft. A Boyden chamber
was used to study cell migration. Migrated Jurkat T-cells were analyzed by flow cytometry
and cell adhesion by crystal violet staining. Actin polymerization was determined by
phalloidin-Alexa-fluor 488-labeled antibody and fluorescence microscopy.

We found that significantly fewer cells (50%, p = 0.003) migrated through methylglyoxal
modified FN. The attachment to FN in the presence of AGE-bovine serum albumin (BSA)
was also reduced (p < 0.05). In ex vivo experiments, isolated collagen from human vein graft
material negatively affected the migration of the cells depending on the grade of AGE
modification of the collagen. Collagen with a low AGE level reduced the cell migration by
30%, and collagen with a high AGE level by 60%.

Interaction of the cells with an AGE-modified matrix, but not with soluble AGEs like BSA-
AGE per se, was responsible for a disturbed migration. The reduced migration was
accompanied by an impaired actin polymerization. We conclude that AGEs-modified matrix

protein inhibits cell migration and adhesion of Jurkat T-cells.



8.2. Advanced glycation end product associated skin autofluorescence: a mirror of
vascular function?
Hofmann B, Adam AC, Jacobs K, Riemer M, Erbs C, Bushnag H, Simm A, Silber RE,
Navarrete Santos A (2013).

Exp Gerontol. 48(1):38-44.
DOI: 10.1016/j.exger.2012.04.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.exger.2012.04.011

Abstract

Advanced glycation end products (AGEs) seem to be involved in aging as well as in the
development of cardiovascular diseases. During aging, AGEs accumulate in extracellular
matrix proteins like collagen and contribute to vessel stiffness. Whether non-invasive
measurement of AGE accumulation in the skin may reflect vessel function and vessel protein
modification is unknown. Herein we set out to analyze the AGE-modifications in the
collagens extracted from residual bypass graft material, the skin autofluorescence reflecting
the accumulation of AGEs in the body as well as the pulse wave velocity reflecting vessel
stiffness.

Collagen types I and 111 (pepsin digestible collagen fraction) were isolated from the veins of
52 patients by proteolysis. The residual collagen fraction was further extracted by
collagenase digestion. Collagen was quantified by hydroxyproline assay and AGEs by the
AGE intrinsic fluorescence. Skin autofluorescence was measured with an autofluorescence
reader; pulse wave velocity with the VICORDER.

The collagen AGE autofluorescence in patient vein graft material increased with patient age.
The pepsin digestible collagen fraction was significantly less modified in comparison to the
collagenase digestible fraction. Decreasing amounts of extracted collagenase digestible
collagen correspond with increasing AGE autofluorescence. Skin autofluorescence and
vessel stiffness were significantly linked to the AGE autofluorescence of the collagenase
digestible collagen fraction from graft material.

In conclusion we have found that skin autofluorescence and pulse wave velocity as non-
invasive parameters significantly correlate with the AGE contained in graft material and
therefore are strong predictors of vessel AGE modifications in patients with coronary heart
disease. Whether the analysis of the skin autofluorescence leads to an improvement of the
risk stratification in patients suffering from cardiovascular disease has to be further tested.
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8.3. Carotid to femoral pulse wave velocity reflects the extent of coronary artery
disease.

Hofmann B, Riemer M, Erbs C, Plehn A, Navarrete Santos A, Wienke A,
Silber RE, Simm A (2014).

J Clin Hypertens (Greenwich).16:629-633.
DOI: 10.1111/jch.12382
http://dx.doi.org/10.1111/jch.12382

Abstract

Arterial stiffness is a well-established risk factor for cardiovascular disease and mortality.
Carotid to femoral pulse wave velocity (cfPWV) as a measure of arterial stiffness was
obtained in 155 (47 women; 67.2+9.1 years, range 44-87 years) patients with detected
coronary artery disease (CAD) scheduled for coronary artery bypass surgery.

The authors set out to analyze how cfPWV in CAD patients correlates with reference values
for healthy, normotensive volunteers and whether cfPWV values reflect the extent of CAD.
cfPWV was measured with an oscillometric device.

Mean cfPWYV value of CAD patients was 9.3+1.9 m/s vs 7.7+£1.1 m/s in healthy volunteers
(P<.0001). In a multiple regression model, age (P<.0001), sex (P=.006), systolic arterial
pressure (P=.04), mean arterial pressure (P=.04), and severity of CAD (P<.001) emerged as
independent predictive markers for cfPWV in CAD patients.

This study established reference values for cfPWV in CAD patients measured with an
oscillometric device and confirmed the strong association between arterial stiffness and
severity of CAD.
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8.4. Relationship between cardiac tissue glycation and skin autofluorescence in
coronary artery disease patients.
Hofmann B, Jacobs K, Navarrete Santos A, Wienke A, Silber RE, Simm A (2014).
Diabetes Metab. http://dx.doi.org/10.1016/j.diabet.2014.12.001.
DOI: 10.1016/j.diabet.2014.12.001
http://dx.doi.org/10.1016/j.diabet.2014.12.001

Abstract

During ageing, advanced glycation end-products (AGEs) accumulate in extracellular matrix
proteins like collagen and contribute to a decline in organ function. As skin autofluorescence
(SAF) can assess subcutaneous accumulation of fluorescent AGEs, this study aimed to
investigate the relationship between AGE-modified cardiac tissue collagen and AGE-related
SAF in coronary artery bypass graft (CABG) surgery patients.

Between January 2011 and January 2012, data from 72 consecutive male patients undergoing
isolated CABG were prospectively recorded. Collagen fractions were isolated from the right
atrial appendages of these patients by proteolysis and collagenase digestion. Collagen was
quantified by hydroxyproline assay, and AGEs by AGE-related intrinsic fluorescence; sAF
was measured using an autofluorescence reader.

Biochemical analysis showed that the insoluble cardiac collagen fraction contained the
highest amounts of accumulated AGEs; the AGE-related intrinsic fluorescence of this
fraction increased with age (P = 0.0001), blood glucose (P = 0.002), HbAlc (P = 0.01) and
SAF (P = 0.008).

This study demonstrated for the first time a relationship between cardiac tissue glycation and
AGE-related sAF. In addition, cardiac tissue glycation was associated with age, blood

glucose and long-term glucose values in patients with coronary artery disease.
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8.5. RAGE influences the development of aortic valve stenosis in mice on a high fat
diet.

Hofmann B, Yakobus Y, Indrasari M, Nass N, Navarrete Santos A, Kraus FB, Silber RE,
Simm A (2014).
Exp Gerontol. 59:13-20.
DOI: 10.1016/j.exger.2014.05.001
http://dx.doi.org/10.1016/j.exger.2014.05.001

Abstract

Advanced glycation end product (AGE) accumulations as well as a high fat diet are
associated with cardiovascular diseases. AGEs are recognized by several receptor molecules
of which the receptor of AGEs (RAGE) is currently the most intensively studied. Activation
of RAGE causes an unfavorable pro-inflammatory state. The hypothesis of this study was
that metabolic stress due to a high fat diet results in the development of aortic valve stenosis
and that knockout of RAGE should be protective.

Six week old male C57BL/6N and C57BL/6N RAGE-/- mice (n=28) were randomly
assigned to 4 groups and fed with normal or high fat diet for 32 weeks. Weight gain was
determined weekly. At the start of the experiment and after 2, 4 and 7 months,
echocardiographic assessments of the aortic valve were made. At the end of the experiment,
plasma lipid levels and histological changes of the valves were determined.

The high fat diet resulted in accelerated weight gain. However, after 7 month, only C57BL/6
mice developed increased trans-aortic-valve velocities, leaflet thickness and reduced valve
area index (p<0.0001). Immunohistochemistry of the aortic valves revealed in C57BL/6N
mice on a high fat diet more calcification, AGE accumulation and RAGE expression when
compared to normal fed control. Hearts and aortic valves of RAGE-/- mice showed less
morphometric changes, calcification and AGE accumulation. After 7months of high fat
feeding C57BL/6 mice (p<0.0001) as well as RAGE-/- mice (p=0.007) had significantly
increased cholesterol levels compared to normal fed control, however RAGE-/- mice were
probably protected due to a better HDL/LDL ratio when compared to wild type animals
(p=0.003).

These data suggest that AGEs and RAGE are involved in the development of obesity,

hypercholesterolemia and aortic valve changes due to metabolic stress from high fat intake.
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