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Referat

Glutaminyl-Cyclasen (QCs) sind an der Entstehung entzindlicher Erkrankungen
beteiligt, indem sie die Reifung von potentiell pathologischen Peptiden, wie zum Beispiel
des CCL2, fordern. Die QC-Familie besteht aus 2 Schwesterenzymen, QC und isoQC,
mit nahezu identischen katalytischen Eigenschaften aber unterschiedlichen
subzellularen Lokalisationen.

CCL2 und verwandte Chemokine (CCL7, CCL8, CCL13) sind Zytokine, welche
hauptsachlich die Chemotaxis von Monozyten/Makrophagen induzieren. Dabei hat sich
deren Migration und Aktivierung als ein Schliisselereignis im Inflammationsprozess der
Restenosierung operierter Gefallsegmente erwiesen.

Die isoQC-katalysierte Bildung eines Pyroglutamats aus Glutamin am N-Terminus
dieser Chemokine ist eine wichtige Voraussetzung fir ihre Stabilitdt und ihre biologische
Funktion. Diese Zyklisierung wird wahrend ihrer Reifung im Golgi-Apparat katalysiert.
Unter entziindlichen Bedingungen wird jedoch insbesondere die QC, im Gegensatz zur
isoQC, verstarkt gebildet und in den Extrazellularraum sezerniert. Daher kénnte die QC-
Aktivitat im Serum einen neuen Biomarker fur entzindliche Prozesse darstellen.

Um das Potential der QCs im Serum als einen Marker fir Gefafentziindung und
Gefaltrauma sowie als Pradiktor der Restenoserate zu untersuchen, wurden die QC-
Aktivitat und verschiedene QC-Substrate bei Patienten nach geféaf3chirurgischem Eingriff
(OP-Gruppe) oder minimalinvasiver perkutaner transluminaler Angioplastie (PTA-
Gruppe) analysiert.

Das Ziel war die Darstellung der Veranderung der QC-Aktivitdt nach 2 Arten von
Gefaleingriffen, wenn die bedeutenden QC/isoQC-Substrate CCL2 und CRP aufgrund
des Operationstraumas verstarkt gebildet werden. Dartber hinaus wurde der zeitliche
Verlauf der QC-Aktivitat und weiterer Mediatoren Uber einen Zeitraum von 90 Tagen
untersucht und die Restenoseereignisse uber einen Zeitraum von 1100 Tagen erfasst.

Wichtigstes Ergebnis der Studie ist die postoperativ fir mindestens 90 Tage erhéhte
QClisoQC-Aktivitat, obwohl sich klassische Marker der Akuten-Phase-Reaktion
innerhalb des Messzeitraums normalisieren. Eine erhéhte QC-Aktivitat steht scheinbar
mit einer erhodhten Rate an Wiederverschlissen behandelter GefalRsegmente im
Zusammenhang. Im Hinblick auf die zentrale Rolle der QCs bei entziindlichen
Erkrankungen konnte diese Arbeit eine erste Begrindung fur den Anstieg der QC-

Aktivitaten bei solchen Patienten liefern.

Hesse, Isabel: Untersuchung der Glutaminyl-Cyclase-Aktivitat im Serum von Patienten
nach Gefaloperation oder Gefalintervention und deren Bedeutung als Préadiktor flr
Restenose, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 67 Seiten, 2020
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1 Einleitung

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (PAVK) ist als Verschluss bzw. hochgradige
Stenose peripherer Arterien definiert (Gamperli et al., 2014). Die Pravalenz der PAVK
steigt mit hoherem Lebensalter an (Criqui et al., 1985). Die PAVK betrifft circa 20 % aller
Menschen, die ab einem Alter von 65 Jahren einen Hausarzt aufsuchen (Diehm et al.,
2004).

Der ursachliche pathologische Prozess, der zur PAVK fiihrt, ist eine arteriosklerotische
Veréanderung der Gefal3wand.

Der Begriff Arteriosklerose betont dabei die zur Verhartung (,skleros“) der Arterienwand
fuhrende Umgestaltung (Lobstein, 1833). Die Bezeichnung ,Atherosklerose® wurde
erstmals von MARCHAND verwendet (Marchand, 1904). Die Begriffe Arteriosklerose
und Atherosklerose grenzen sich dabei gegeneinander ab. Atherosklerose ist der
Uberbegriff fiir die Arteriosklerose, Arteriolosklerose, Kapillarosklerose und die
kalzifizierende Mediasklerose (Thomas and Schmitz-Moormann, 2003). Atherosklerose
kann bereits in der Jugend auftreten (Tuzcu et al., 2001). Arteriosklerose wird definiert
als variable Kombination von Intimaveranderungen der Arterien, die aus einer fokalen
Anhaufung von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutprodukten, fibrésem
Gewebe und Kalkablagerungen besteht und mit Mediaveranderungen einhergehen
(Thomas and Schmitz-Moormann, 2003).

In dem Zusammenhang gliedert sich der Aufbau der Arterienwand von innen nach
aufen in Tunica intima (Intima), Tunica media (Media) und Tunica adventitia
(Adventitia).

Die Intima ist die innerste Schicht. Sie besteht aus einer Endothelschicht mit
Barrierefunktion. Die Media besteht aus spiralformig angeordneten glatten Muskelzellen
und elastischen Fasern, welche Kontraktion und Dilatation bewirken kénnen. Zwischen
den Muskelzellen befinden sich Elastin, Kollagen und Proteoglykane. Die Adventitia ist
die auBerste Schicht und besteht aus lockerem Bindegewebe, Lymphgefal3en,
vegetativen Nerven und Gefalien (Schiebler and Korf, 2007).

Arterien vom elastischen Typ sind die groBen herznahen GefaRe mit
Windkesselfunktion, deren Media mit einer Vielzahl konzentrisch angeordneter
elastischer Fasern ausgestattet ist. Arterien vom muskularen Typ sind die mittleren und
kleineren Arterien, deren Media zirkular und schraubenférmig angeordnete glatte
Muskelfasern enthalt (Reuter, 2004).

1.1 Theorien zur Pathogenese der Atherosklerose
Schon VIRCHOW ging von einer entziindlichen Genese der Arteriosklerose aus, welche

zu einer fettigen Metamorphose der GefaRwand fuhrt (Virchow, 1856). Zur Pathogenese
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der Atherosklerose gibt es eine Reihe von Theorien. Zu nennen wéren hier z. B. die
thrombogene Hypothese, die Infektionshypothese oder die Lipidhypothese.

Bei der Lipidhypothese spielen z. B. erhféhte Fettwerte als pathogener Faktor eine
entscheidende Rolle. WINDAUS wies Cholesterinablagerung in atheromatdsen Aorten
nach (Windaus, 1910). ANITSCHKOW und CHALATOW fanden, dass durch
UbermaRige Zufuhr von Cholesterin im Tierversuch mit Kaninchen atheromattse
Veranderungen in den Gefalien entstehen. Dafiir ursachlich sahen sie eine Reizung der
Gefale durch eingelagerte Fette mit nachfolgender bindegewebsartiger Umbildung
(Anitschkow and Chalatow, 1983). Kritisiert wurde diese Arbeit in ihrer Ubertragbarkeit
zum Menschen, da Kaninchen Pflanzenfresser und nicht wie Menschen Allesfresser sind
(Steinberg, 2005).

Mit ihrer Oxydationshypothese erhielten GOLDSTEIN und BROWN den Nobelpreis fur
ihre weiterfuhrenden Erkenntnisse in der Lipidhypothese und fiihrten so zum Beginn der
Entwicklung von Lipidsenkern. Sie zeigten, dass modifiziertes (autooxydiertes) low
density lipoprotein (LDL) Uber den LDL-Rezeptor in Monozyten und Makrophagen
aufgenommen wird. Dadurch kommt es zur Umwandlung dieser Zellen in Schaumzellen
(Goldstein and Brown, 1977). Die Ursache der Entwicklung der Arteriosklerose wurde
hier nicht in der Endothelschadigung, sondern im erhdhten Lipoproteinspiegel gesehen.

Im Rahmen der Response to injury - Hypothese von ROSS wurde die Arteriosklerose
als ,chronische Entzindung® mit Myofibroblastenproliferation gesehen (Ross et al.,
1977; Ross, 1999). Durch schadigende Einflisse auf die Arterienwand kommt es zur
Endotheldysfunktion (Ross et al.,, 1977; Ross, 1999). Ausléser dieser Schadigung
kénnen chemisch (Hypercholesterinamie, Homocystein), mechanisch (arterielle
Hypertonie, Turbulenzen an GefalRaufzweigungen) oder immunologisch sein (Ross et
al., 1977; Ross, 1999). Durch die Endothelschadigung kommt es zur erhohten
Permeabilitat und zum Eindringen von Blutbestandteilen in die GefalBwand (Ross et al.,
1977; Ross, 1999). Anschlie3end adhérieren Thrombozyten an die Lasion (Ross et al.,
1977). Die Thrombozyten setzen ,platelet derived growth factor” (PDGF) frei (Ross et
al., 1977; Ross, 1999). PDGF férdert wiederum die Myofibroblastenproliferation und die
Migration und Vermehrung von glatten Muskelzellen in der Intima (Ross et al., 1977;
Ross, 1999). Daraus folgt die Bildung von Bindegewebe und Einlagerung von Lipiden.
Monozyten und Makrophagen nehmen diese Lipide auf und wandeln sich zu
Schaumzellen um (Ross et al., 1977).

Im Fazit zeigt sich die Arteriosklerose als multifaktorielles Geschehen. Allen Theorien
gemeinsam sind eine morphologische Verdnderung der Intima und die Ausldsung der
Veranderung aus der Blutbahn heraus. Dafir ist die Passage der Endothelzellschranke
notwendig.
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1.2 Risikofaktoren der Arteriosklerose

Es gibt Risikofaktoren 1. Ordnung, welche fiir sich allein atherogen wirksam sind. Zu
diesen zahlen Hyperlipiddmie (HLP), arterielle Hypertonie (aHT), Rauchen, Diabetes
mellitus, Fettstoffwechselstérung sowie eine familiare Disposition. Daneben gibt es
Risikofaktoren 2. Ordnung, welche nur in Verbindung mit Faktoren aus der ersten
Gruppe atherogen wirksam sind. Dazu gehdren Bewegungsmangel, Adipositas, erhéhte
Fibrinogenkonzentration im Blut, Hyperurikdmie, psychosozialer Stress und die
Einnahme von Ovulationshemmern. Diese Risikofaktoren wurden im Rahmen der
Framingham-Studie und der Baseler Studie eruiert (Gordon et al., 1981; Fromke, 2006).
Im Gegensatz zu potentiell beeinflussbaren bzw. reversiblen Faktoren, wie die Faktoren
1. und 2.0Ordnung, gibt es zudem irreversible Faktoren, wie Alter, mannliches
Geschlecht und genetische Faktoren (Thomas and Gebert, 1996).

Atherogen wirken zudem ein hoher LDL- und ein niedriger HDL-Cholesterinwert
(Sharrett et al., 1994). Weiterhin gibt es primare, genetisch bedingte HLP, von denen
aber nur einige das Arterioskleroserisiko erhéhen, sowie sekundare HLP, die z. B. durch

Erndhrung oder Diabetes mellitus entstehen.

1.3 Arteriosklerotische Lasion

Die Endothelzelle und die Endotheldysfunktion spielen bei der Entstehung der
arteriosklerotischen L&sion die entscheidende Rolle. Das Lumen der Gefal3e wird von
einer dinnen Schicht aus Endothelzellen ausgekleidet. Eine Dysfunktion dieser Schicht
beginstigt die Entstehung der Arteriosklerose. Sie ist auf eine verminderte Aktivitat von
Stickstoffmonoxid (NO) zurtickzuftihren und bedingt eine verringerte endothelabhéngige
Vasodilatation. Mechanistisch fuhrt dabei die Hemmung der endothelialen
Stickstoffsynthetase (eNOS) Uber oxidiertes low density lipoprotein (oxLDL) zur
Reduktion der Produktion von NO, welches in den Endothelzellen gebildet wird. Im
Rahmen der endothelialen Aktivierung kommt es weiterhin zur Expression von
Adhasionsmolekilen, z. B. Selektine, vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) und
intercellular adhesion molecule (ICAM), welche zur Anheftung von Leukozyten an die
GefaBwand (Gearing and Newman, 1993) und zur Expression chemotaktischer Proteine
wie CCL2 fuhren, welche die Transmigration von Leukozyten durch die Gefal3wand
induzieren (Libby et al., 2002). Die Expression von Adh&sionsmolekilen und
chemotaktischen Proteinen wird z. B. durch Zytokine (wie IL-1 und TNF), mechanische
Intimaschadigungen oder freie Sauerstoffradikale beglnstigt (Li et al., 1993;
Krejcy etal.,, 1996). Ein aktiviertes Endothel bildet weiterhin  Zytokine,
Wachstumsfaktoren und freie Sauerstoffradikale, wodurch die Atheromatose zunimmt.
Auch durch GefaRoperationen und Interventionen, wie Thrombendarteriektomie und

Angioplastie (Ballondilatation), kommt es zur endothelialen Dysfunktion (Meyne, 2003).
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Die Angioplastie flhrt dabei durch Dissektion der Intima zur Endothelaktivierung mit

anhaltender Dysfunktion (Weidinger et al., 1990).

1.4 Entziindungsreaktion und entzindliche Signalmolekile in der Atherosklerose
Unter normalen Umstanden kommt es am Endothel nicht zur Leukozytenretention. Aber
z. B. durch Reize wie eine atherogene Diat exprimieren Endothelzellen selektive
Adhasionsmolekiile, welche die Anhaftung von Leukozyten vermitteln (Libby et al.,
2002). Das exprimierte Adhasionsmolektl VCAM-1 bindet vor allem Monozyten und T-
Lymphozyten, welche dann auch im frihen Atherom nachweisbar sind (Libby et al.,
2002). Im frihen Atherom werden weiterhin proinflammatorische Zytokine exprimiert.
Diese wirken unter anderem chemotaktisch auf die adharenten Leukozyten, wodurch
diese zur Migration durch die Intima angeregt werden (Libby et al., 2002). Leukozyten,
welche die Intima durchdrungen haben, sezernieren dann ihrerseits Zytokine und
Wachstumsfaktoren (Libby et al., 2002), welche wiederum zur Proliferation von glatten
Muskelzellen fuhren (Libby et al., 2002). Vor allem das CCL2 regt die Migration der
Leukozyten durch die Intima an (Gu et al., 1998).

CCL2 wird vom cc-chemokine receptor type 2 (CCR2) gebunden (Rossi and Zlotnik,
2000). Oxidiertes LDL (aber kein natives LDL) fuhrt zur Produktion von CCL2 in den
Zellen der GefaRwand (Endothelzellen, glatte Muskelzellen) (Cushing et al., 1990). In
Folge der CCL2-Ausschittung kommt es zur Einwanderung von Monozyten in die
GefalBwand, welche sich dort zu Makrophagen differenzieren, die dann vermehrt
Cholesterin aufnehmen (Libby et al., 2002). CCL2 aktiviert Monozyten, T-Zellen,
natlrliche Killerzellen und basophile Granulozyten (Rollins, 1997) und es spielt eine
Schlisselrolle bei der Rekrutierung von Monozyten aus dem Blut und dabei bei der
Entwicklung friher arteriosklerotischer Lasionen (Charo and Taubman, 2004).

Bei der perkutanen transluminalen Koronarangioplastie (PTCA) eines stenosierten
koronaren GefalRes kommt es zur Verletzung des Endothels. Dies verursacht eine
Entzindungsreaktion, bei der ebenfalls CCL2 freigesetzt wird (Cipollone et al., 2001).
Auch bei Restenosierung einer Arterie erhoht sich der Spiegel von CCL2 in der
Zirkulation (Cipollone et al., 2001). Vor allem bei Patienten, bei denen sich der CCL2-
Spiegel nach 2 Wochen nicht normalisiert hat, zeigten sich vermehrt Stenosen
(Cipollone et al., 2001). Mause, die aufgrund eines Gendefektes kein CCL2 bilden,
entwickeln, trotz fettreicher Diat, seltener und geringere Arteriosklerose (Gosling et al.,
1999). Das Gleiche gilt fir Mause mit einem Gendefekt fir den CCL2-Rezeptor CCR2,
welche unter fettreicher Diat ebenso geringere arteriosklerotische Lasionen entwickeln
(Boring et al., 1998). In vivo zeigt sich in symptomatischen Carotisplaques ein hdherer

Spiegel an CCL2 im Vergleich zu asymptomatischen Stenosen (Shalhoub et al., 2016).
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Als weitere wichtige Chemokine im arteriosklerotischen Geschehen sind die Chemokine
CCL3, CCL4, CCL7, CCL8 und CXCL9 zu nennen.

CCL3 wirkt beim Fortschreiten der Arteriosklerose mit (de Jager et al., 2013). Bei
Patienten mit Arteriosklerose wurden erhohte Plasmalevel von CCL3 und CCL4
gefunden (Cagnin et al., 2009). CCL4 spielt eine Rolle in der Entwicklung der
Arteriosklerose (Reape and Groot, 1999). CCL4 kann allein (oder auch in Kombination
mit Fibrinogen) als prognostischer Faktor fur Arteriosklerose fungieren (Xu et al., 2012).
CCL4 wird in arteriosklerotischen Plagues exprimiert (Schecter et al., 2000). Nach
Angioplastie bei M&dusen kommt es zur Erhdhung von CCL7 in den glatten Muskelzellen
der GefalRe (Wang et al., 2000). Es gibt Hinweise darauf, dass auch CCL7 in die
Entwicklung der Arteriosklerose eingreift (Fu et al., 2015). CCL3, CCL7 und CCL8 sind
Marker fir Arteriosklerose (Ardigo et al., 2007). Die CXCL9-Serumspiegel korrelieren
signifikant mit der Zunahme der Intima Media-Dicke der Arteria carotis (Yu et al., 2015).
In vivo zeigt sich in symptomatischen Carotisplaques, im Vergleich zu
asymptomatischen Stenosen, ein hoherer Spiegel an CXCL9 (Shalhoub et al., 2016).

Die Akute-Phase-Reaktion (APR) ist eine Entziindungsreaktion, welche durch
Gewebsschadigung hervorgerufen wird. Dabei setzen Endothelzellen Zytokine wie z. B.
die Interleukine (IL) IL-1 und IL-6 frei (Pallua and von Builow, 2002). Durch diese
freigesetzten Zytokine wird in der Leber die Bildung von Akute-Phase-Proteinen
angeregt (Heinrich et al., 1990). Akute-Phase-Proteine sind z. B. CRP und Fibrinogen,
wobei CRP als Typ 1 Akute-Phase-Protein vor allem durch IL-1 und TNF-a angeregt
wird, wohingegen Fibrinogen als Typ 2 Akute-Phase-Protein vor allem durch IL-6
stimuliert wird (Berg and Klein, 1998). Die Blutkérperchensenkungsreaktion (BSR)
beschleunigt sich ebenfalls im Rahmen der APR. Das CRP lasst sich schon in friihen
Stadien der Arteriosklerose in Plagues nachweisen (in Co-Lokalisation mit atherogenen
Lipiden) (Torzewski et al., 1998). Mdglicherweise wird es auch in der arteriosklerotischen
Plaque gebildet (Yasojima et al., 2001). Es gibt einen Zusammenhang zwischen der
Konzentrationserhbhung der CRP und dem Risiko fur die Entwicklung einer PAVK
(Ridker et al., 1998). Die Hohe des Spiegels korreliert mit dem Schweregrad der PAVK
(De Haro et al., 2008). Bei Patienten mit PAVK betragt die CRP durchschnittlich 4,9 mg/I
im Vergleich zu 3,8 mg/l bei nicht PAVK Patienten (Sander et al., 2008). Uber die CRP-
abhangige Induktion von CCL2 kommt es zur Monozytenanlockung (Pasceri et al.,
2001). Fibrinogen tragt malRgeblich zur BSR bei (Talstad and Haugen, 1979). Es steigert
die Plasma- und Blutviskositat und fihrt zur Adhasion von Erythrozyten und
Thrombozyten an das Endothel (Seidel, 1993). Rauchen steigert die
Fibrinogenkonzentration im Blut (Seidel, 1993).
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IL-6 ist der Hauptausloser der APR. Es induziert die Synthese vieler Akute-Phase-
Proteine wie Fibrinogen und CRP in vitro (Castell et al., 1988). Unterschiede in den
Fibrinogen-Genotypen korrelieren mit unterschiedlichem Risiko flr Arteriosklerose (Lee
et al., 1999). Fibrinogen fordert ebenfalls die Adhasion von Leukozyten an das Endothel
(Altieri et al.,, 1995). Zudem stellt eine erhohte Fibrinogenkonzentration einen
Risikofaktor fir die Entwicklung einer cruralen Bypass-Stenose im ersten Jahr nach
Operation dar (Hicks et al., 1995).

Die BSR ist ein unabhangiger Risikofaktor fur Arteriosklerose (Carlson et al., 1979).
Eine erhohte BSR ist bei Mannern ein signifikanter Risikofaktor fur den Tod an einer
GefalRerkrankung (Bottiger and Carlson, 1980) und ein Pradiktor fur den Tod am
Myokardinfarkt (Erikssen et al., 2000).

1.5 Glutaminyl-Cyclasen

Eine Reihe der im vorhergehenden Abschnitt genannten inflammatorischen Mediatoren
werden wahrend der Reifung durch die Aktivitdt von Glutaminyl-Cyclase (QC) post-
translational modifiziert.

Die QC (EC 2.3.2.5.) ist ein Enzym, welches die intramolekulare Zyklisierung von N-
terminalem Glutamin (GIn, Q) bei Proteinen und Peptiden zu Pyroglutamat katalysiert
und auf diesem Wege an der Proteinreifung beteiligt ist. Bei dieser Reaktion wird
Ammoniak (NHs) frei (Schilling et al., 2004) (Abb. 1).

eptide
T P peptide

O

Abb. 1. Zyklisierung von N-terminalen Glutaminresten durch die QC.
Produkt der Reaktion ist ein 5-gliedriger Lactamring (auch Pyroglutamat genannt).

(modifiziert nach (Schilling et al., 2004)). Glutaminyl-Cyclase (QC), Ammoniak (NHs3)
Die QC katalysiert ebenso die intramolekulare Zyklisierung N-terminaler Glutamatreste
(Glu, E) zu Pyroglutamat unter Freisetzung von Wasser (H20) (Schilling et al., 2004)
(Abb. 2).
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Abb. 2. Zyklisierung von N-terminalen Glutamatresten durch QC.
Produkt der Reaktion ist ein 5-gliedriger Lactamring (auch Pyroglutamat genannt)
(modifiziert nach (Schilling et al., 2004)).

Durch diese Zyklisierung von Glutamin geht die basische Eigenschaft des N-Terminus
verloren und es kommt zur Zunahme der Stabilitdt und zum Schutz gegen den Abbau
durch Aminopeptidasen (Cynis et al., 2011). 1987 gelang der Nachweis von QC beim
Menschen z. B. in Lymphknoten (Busby et al., 1987). Das Enzym ist nach Passage des
Golgi-Apparates in Sekretionsvesikeln nahe der Zellmembran lokalisiert (Bdckers et al.,
1995). Die QC wird in l6slicher Form sezerniert (Cynis et al., 2008). Dagegen wird ihre
Isoform (isoQC) nicht sezerniert. Sie verbleibt als membrangebundenes Enzym im
Golgi-Apparat (Cynis et al., 2008). Diese beiden Formen der QC ahneln sich zu 45 % in
ihrer Sequenz und verfiigen Uber ahnliche katalytische Eigenschaften (Cynis et al.,
2008). Die Bildung des Pyroglutamats durch die QC ist fir die Funktion insbesondere
der in der Arteriosklerose beteiligten Chemokine der MCP-Unterfamilie (CCL2, CCL7,
CCLS8, CCL13) entscheidend (Cynis et al., 2011; Van Coillie et al., 1998).

Die Reifung von CCL3, CCL4, CXCL9, IL-6, TNF-1a und IL-1p ist dagegen nicht von
der Katalyse durch die QC abhéngig. Die QCs haben somit Uber die posttranslationale
Modifikation von Proteinen einen Einfluss auf die Entstehung insbesondere von

entziindlichen Erkrankungen.

1.6 Restenosierung

Es gibt, je nach Lage und Lange der Stenose, unterschiedliche Methoden, ein verengtes
(stenosiertes) Gefald zu behandeln. Als minimalinvasives Verfahren steht hier an erster
Stelle die perkutane transluminale Angioplastie (PTA). Bei dieser wird mittels eines tber
Punktion und dber einen Fihrungsdraht in eine Arterie eingefiihrten Ballons eine
Aufdehnung (Dilatation) der Stenose vorgenommen. Bei hochgradigen Stenosen,
ausgepragter Verkalkung und nach Dilatation unzureichendem Lumen kann dieses
Verfahren mit einem Stent erganzt werden. Bei langstreckigen Verschliissen, Lage der
Stenose in wichtigen Aufzweigungsbereichen (Bifurkationen) und Zustand nach
frustraner Dilatation bleibt operative lokale Ausschalung der Stenose mittels Gefal3spatel

aus dem Gefal3 (Thrombendarteriektomie = TEA) oder die Umgehung der Stenose
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mittels eines Bypasses. Bei Operationen spricht man in der Gefal3chirurgie von einem
,Eingriff‘, bei Zugang zum Gefall Uber perkutane Punktion mit PTA und/oder
Stentimplantation aber von einer ,Intervention®.

Der Prozess der Restenosierung nach PTA, PTA mit Stent und nach Operation
unterscheidet sich zumindest in seinen Anfangen von der primaren Stenosierung der
Arterien. Durch verschiedene Reaktionen kann es zur Wiederverengung (Restenose) im
behandelten GefaR kommen. Nach der Dilatation kommt es dabei zur
Thrombozytenadhdsion und Thrombozytenaggregation im Bereich der gesetzten
Intimaeinrisse mit Freisetzung von Entzindungsmediatoren. In deren Folge kommt es
zur Ausbildung einer neointimalen Hyperplasie und Stenosierung durch negatives
GefalRremodeling (negatives Remodeling = Verkleinerung des Gefal3durchmessers,
Schrumpfung) (Liermann and Kickuth, 2003). Die PTA stellt fir das GefalR ein
Barotrauma mit Zerstérung des Endothels und Intimaeinrissen bis hin zu Mediaeinrissen
dar (Boger et al., 1996). Es kommt zur Trennung der Intima von der Tunica media (Boger
et al., 1996) mit nachfolgendem Einsetzen der Fibrosierung. Durch das elastische Recoil
kommt es schon direkt nach der PTA durch die Rickstellkrafte zur Verringerung des
aufdilatierten Lumens und durch das Barotrauma zur Aktivierung des intrinsischen
Gerinnungssystems (Lammer, 2001). Dies fuhrt zur Freisetzung von Mediatoren aus
Thrombozyten  (Thromboxan, @ PDGF), zu einer Heraufregulation von
Entziindungsmediatoren, wie CCL2 und darlber hinaus zur Vasokonstriktion (Lammer,
2001). Ein Stent verhindert zwar das elastische Recoil, jedoch wird die
Gerinnungskaskade aktiviert (Lammer, 2001). Durch die Schadigung des Endothels
fehlen vasoprotektive Substanzen, wie z. B. Prostazyklin und NO, welche normalerweise
die Thrombozytenadhésion und Thrombozytenaggregation hemmen (Minar, 2002). Im
weiteren Verlauf kommt es zur Aktivierung und Proliferation von glatten Muskelzellen
(z. B. durch PDGF und TGF-B) (Waltenberger, 1997). Die glatten Muskelzellen wachsen
dann von der Media in die Neointima ein, ein Prozess, der ebenfalls von CCL2
mitverursacht wird (Schepers et al., 2006). Dies fuhrt schlussendlich zur Restenosierung
(Waltenberger, 1997). Die Muskelzellen wandeln sich zu Fibroblasten um und bilden so
die Neointima mit (Liermann and Kickuth, 2003). Hinsichtlich femoropoplitealer
Interventionen werden 95 % priméare technische Erfolgsrate angegeben (Lammer,
2001), bei jedoch letztlich nur einer Offenheit von 61 % nach einem Jahr, 51 % nach 2
Jahren und 48 % nach 5 Jahren (Lammer, 2001). Die Offenheit der Intervention ist
naturlich auch abhangig von der Lange der behandelten Stenose, der Lage des
Segmentes (z. B. Bewegungssegment), dem verwendeten Ballon (evtl. medikamenten-
beschichtete Ballons oder Cutting Ballons), der Art des Stents, und von den

Begleiterkrankungen. Das vaskulare Remodeling tritt auf, wenn die Myofibroblasten der
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Adventitia das Gefal3 verengen, indem sie sich im Bereich der erfolgten PTA zu einer
,Myofibroblastischen Narbe® formen, ahnlich wie dies auch bei der Wundheilung im
Bereich der Haut eintritt (Wilcox et al., 2001).

Die Restenosierung nach TEA und Bypassimplantation unterliegt nahezu den gleichen
Mechanismen wie die Restenosierung nach PTA. Es kommt hierbei zwar nicht zu einer
Uberdehnung, wohl aber zu einer ,Verletzung“ des GefaRes. Durch das Herausschalen
der Plaques bei der TEA aus dem Gefal3 geht die Intima verloren. Es kommt in der Folge
ebenso zur Neointimabildung. Der Prozess der neointimalen Neubildung findet auch im
Bypass statt. Die in der Restenose bestehende hyperplastische Intima ist vor allem auf
Migration und Proliferation der glatten Muskelzellen und Matrixakkumulation
zurtckzufuhren (Ip et al., 1990; Swedberg et al., 1989). In koronaren Venenbypassen
wurde z. B. nachgewiesen, dass es vor allem zur intimalen Hyperplasie, aber auch zur
Fibrose der Media kommt (Kern et al., 1972).

1.7 Einfihrung zur Studie und Untersuchungsansétze

Die Restenose stellt fiir Patienten, die sich einem GefaReingriff unterziehen, ein Risiko
dar. Bei diesen Patienten wurden die Migration und Aktivierung von
Monozyten/Makrophagen und glatten Muskelzellen als Schlliisselmediatoren identifiziert
(Casscells, 1992; Kitamoto et al., 2003). Der Prozess wird durch die Wirkung einer Reihe
von chemotaktischen Chemokinen, wie z. B. CCL2 als wichtiges Beispiel, gesteuert
(Joner et al., 2007). CCL2 wird von Endothelzellen und glatten GefalRmuskelzellen
aufgrund der Strapazierung der GefalRwand freigesetzt. Dies geschieht z. B. durch
chemische Stimulation, durch oxidierte LDL-Partikel oder durch mechanische
Stimulation sowie durch eine Operation, durch Ballondilatation oder Stentimplantation
(Casscells, 1992; Furukawa et al., 1999; Shi et al., 2000). Dies fiihrt zur Bildung eines
Chemokin-Gradienten durch die Bindung von CCL2 an Glykosaminoglykane der
extrazellularen Matrix, welcher die Monozyten an die Stelle der Entziindung fuhrt (Lau
et al., 2004; Proudfoot et al., 2003). CCL2 und seine Verwandten CCL7 und CCL8 sind
potente chemische Lockstoffe flir Monozyten und Makrophagen (Uguccioni et al., 1995,
1996). DarlUber hinaus ist die CCL2-vermittelte Aktivierung und Reifung von Monozyten
durch Hochregulierung von Scavenger Rezeptoren und die zusatzliche Freisetzung von
proinflammatorischen  Mediatoren wie  Zytokinen, freien  Radikalen und
Stickstoffverbindungen gekennzeichnet (Hansson et al., 2006; Takaku et al., 1999). Der
Prozess resultiert letztendlich in einer Progression der Entzlindung, welche zur
Neointimabildung im behandelten Gefal fuhrt. Diese bedroht den sekundaren Erfolg des
durchgefuhrten Eingriffs. Es wurde bereits gezeigt, dass erhdhte Spiegel von CCL2 mit
der Inzidenz der Restenose nach Koronarangioplastie korrelieren (Cipollone et al.,

2001). Die metabolische Stabilitat und Bioaktivitat verschiedener Entziindungsmolekile
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wird durch ihre posttranslationale Modifikation durch Glutaminyl-Cyclasen (QC (QPCT)
und isoQC (QPCTL)) beeinflusst, welche die Bildung von N-terminalen Pyroglutamat
Resten katalysieren (Proost et al., 1998, 2006; Schilling et al., 2008a). Diese Reaktion
schitzt z. B. CCL2 und seine Verwandten gegen den Abbau durch Aminopeptidasen
(Cynis et al., 2011; Zhang et al., 1994). Auch das Akute-Phase-Protein CRP zeigt sich
Pyroglutamat-modifiziert (Oliveira et al., 1979). Der Zusammenhang zwischen der
zirkulierenden QC-Aktivitat und ihrer Substrate CCL2 und CRP ist noch nicht ganz Klar.
Die QC-Aktivitat kann in kultivierten Makrophagen durch bakterielle Lipopolysaccharide
hochreguliert werden (Chikuma et al., 2004). Andere Studien deuten auch an, dass der
QC-Spiegel ebenfalls mit anderen entziindlichen Erkrankungen wie z. B. Rheumatoider
Arthritis verknUpft ist (Batliwalla et al., 2005). Studien Uber den Zusammenhang des QC-
Spiegels mit der Arteriosklerose, welche heute als entziindliche Erkrankung verstanden
wird, existieren noch nicht. Neben bereits gefundenen Korrelationen einiger Chemokine
und Immunmodulatoren als Pradiktoren wurde die mdgliche Funktion der QC als

Pradiktor fur Arteriosklerose noch nie untersucht.
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2 Zielsetzung

Nach Gefal3eingriffen kommt es gehauft zu Restenosen. Im Falle einer Restenose oder
sogar eines vollstandigen Wiederverschlusses droht die Progredienz der Erkrankung bis
hin zur Amputation. Eine frihzeitige Erkennung der Restenose mit dkonomisch
gerechtfertigtem Aufwand ist daher von klinischem Interesse. Sinnvoll ware, wenn man
die Risikogruppen der Patienten, denen eine Restenosierung droht, frihzeitig erkennen
kénnte. Damit kénnten auch die Folgekosten durch Verringerung des Aufwandes flr
einen Rezidiveingriff sowie letztlich auch der Zeitumfang des Aufenthaltes in der Klinik
gesenkt werden.

Ein Zusammenhang zwischen der Veréanderung der QC-Aktivitat und der erneuten
Bildung von Arteriosklerose/Restenosen in behandelten Gefallsegmenten ist bisher
noch nicht untersucht worden, obwohl die Rolle der QC im Rahmen anderer
entzindlicher Erkrankungen bereits bekannt ist. Da die Arteriosklerose heute auch als
eine entzindliche Erkrankung verstanden wird, liegen weiterfiihrende Untersuchungen
in dieser Richtung nahe.

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung der Veranderung der QC-
Aktivitat nach zwei Arten von Gefaldtherapien, wenn seine bedeutenden Substrate, z. B.
CCL2 und CRP in erhéhten Konzentrationen in der Zirkulation detektiert werden kénnen.
Daruber hinaus sollten weitere proinflammatorische Zytokine und Proteine der APR und
der zeitliche Verlauf der QC-Aktivitat analysiert, die Restenoseereignisse der
eingeschlossenen Patienten erfasst und in den zwei Patientenkollektiven verglichen
werden. Das Ziel war, putative pradiktive Faktoren fir eine Restenose nach
Gefaleingriffen zu finden. Ist deren Validierung in Folgestudien erfolgreich, kénnte so in
Zukunft fruhzeitig in das erneute Fortschreiten der Arteriosklerose in operierten

Gefal3segmenten eingegriffen werden.
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3.1 Patientenkollektiv

Es wurden 28 Patienten (23 méannlich, 5 weiblich, mittleres Alter 59 + 9,1 Jahre) in eine
Pilotstudie eingeschlossen. Die Daten wurden im Rahmen einer prospektiven
Kohortenstudie erhoben. Der weitere Nachbeobachtungszeitraum zur Fragestellung des
Auftretens von Stenosen betrug 1100 Tage fir jeden Patienten. Die Patienten kamen
aus dem sudlichen Sachsen-Anhalt und wurden im St. Elisabeth und St. Barbara
Krankenhaus Halle (Saale) behandelt.

Die Studie wurde mit der Referenznummer 9/08 von der Ethikkommission der
Landesarztekammer Sachsen-Anhalt genehmigt.

Die Patienten wurden aus zwei Gruppen gefaf3chirurgischer Therapien ausgewahlt. Die
erste Gruppe bestand aus Patienten, die entweder mit einer Bypassimplantation
(femoro-popliteal, femoro-femoral) oder einer TEA mit Patchplastik versorgt wurden.
Diese Gruppe wird nachfolgend als OP-Gruppe bezeichnet. Dieses Kollektiv wurde mit
Patienten verglichen, die eine minimalinvasive PTA mit oder ohne Stentimplantation
erhielten. Diese Gruppe wurde als PTA-Gruppe bezeichnet.

Es handelte sich um Patienten mit Arteriosklerose im Stadium Ilb oder llla nach
Fontaine, welche zur Intervention (PTA oder PTA mit Stent) oder gefal3chirurgischen
Rekonstruktion (TEA und Patchplastik oder Bypassimplantation) aufgenommen wurden.
Weitere Einschlusskriterien waren eine schriftiche Zustimmung der Patienten, die
Diagnose einer PAVK, welche eines gefal3chirurgischen Eingriffs bedurfte und die
Einwilligung in Blutabnahme an allen vorgegebenen Tagen.

Ausschlusskriterien waren die Anwesenheit einer chronisch-entziindlichen Erkrankung,
wie z. B. Rheumatoider Arthritis, Drogen- und/oder Alkoholabusus und positive HIV-
oder Hepatitisserologie ebenso wie ein Vorhandensein einer PAVK im Stadium IV nach
Fontaine. Ausgeschlossen wurden auch Patienten, die ihre Einwilligung zur Studie

zurtickzogen und welche die Studie vorzeitig abbrachen.

3.2 Erhobene Patientendaten

Bei allen Patienten wurden folgende Daten erhoben: Alter, Art der
Intervention/Operation, PAVK-Stadium nach Fontaine (Fontaine et al., 1954), Grol3e,
Gewicht, body mass index (BMI), eingenommene Medikamente, Routinelaborparameter
mit Hamatologie, klinischer Chemie und Gerinnungsfaktoren (im speziellen: CRP, BSR,
Fibrinogen, Leukozyten, Lymphozyten, Monozyten, Triglyceride, Cholesterin). Eine
Anamnese hinsichtlich der Risikofaktoren, arterielle Hypertonie (aHT), Nikotinabusus,

Diabetes mellitus und Fettstoffwechselstérungen wurde ebenfalls durchgefihrt.
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Tab. 1. Einteilung der Patienten in die verschiedenen Stadien der PAVK nach Fontaine.
(Fontaine et al., 1954)

Stadium Klinisches Bild

Stadium | Keine Beschwerden, asymptomatische PAVK
Stadium lla Gehstrecke > 200 m

Stadium Ilb Gehstrecke <200 m

Stadium I Ruheschmerzen

Stadium IV Nekrose

periphere arterielle Verschlusskrankheit (PAVK)

3.3 Blutentnahme

Die Blutentnahmen erfolgten am liegenden Patienten zu folgenden Zeitpunkten: einen
Tag vor dem Eingriff (1), und einen Tag nach dem Eingriff (+1), nach einer Woche (+7),
nach 6 Wochen (+42) und nach drei Monaten (+90). Wé&hrend die ersten zwei
Blutentnahmen (bei der PTA-Gruppe) oder drei Blutentnahmen (OP-Gruppe) wahrend
des Krankenhausaufenthaltes erfolgten, kamen die Patienten fir die anderen Zeitpunkte
fur eine ambulante Vorstellung in die Klinik. Die Entnahme des Blutes erfolgte in
Monovetten (Sarstedt). Patienten, die nicht zu allen Terminen erschienen, wurden spater
von der Datenanalyse ausgeschlossen.

Zu jedem Zeitpunkt wurden 5,5 ml Serum fir die Bestimmung der CRP-Konzentration,
2 ml Zitratplasma fir die Bestimmung der BSR, 5,5 ml Serum fur die Bestimmung der
Zytokine und 3 ml Zitratplasma fur die Bestimmung von Fibrinogen abgenommen. Am
Tag vor dem Eingriff erfolgte zusatzlich die Entnahme von 2,7 ml EDTA-Plasma, welches
zusammen mit Serum und Zitratplasma zur zusatzlichen Bestimmung von
Routinelaborparametern diente. Es erfolgte sofort der Transport der mit
Patientennummer und Entnahmetag beschrifteten Proben ins Labor.

Die Serumprobe (5,5 ml) wurde anschliefend nach Koagulation (15-20 min, bei
Raumtemperatur) fir 10 min bei ca. 1500 x g zentrifugiert. Die Probe wurde dann in je
drei Einzelproben a 150 ul aliquotiert. Das Plasma wurde fir die entsprechenden
Bestimmungen zunéachst bei < -20°C gelagert. Nach Sammlung von mehreren Proben
wurden diese zum Kooperationspartner Probiodrug AG, Halle (Saale) verbracht und dort
bei -80 °C bis zur endgultigen Bestimmung der Serum-QC-Aktivitdt gelagert. Die
Bestimmung von CRP, BSR und Fibrinogen und anderer Routinelaborparametern
erfolgte im Labor des St. Elisabeth und St. Barbara Krankenhauses in Halle (Saale).

Im Falle eines erneuten Krankenhausaufenthaltes aufgrund einer Restenose oder
eines vollstandigen Wiederverschlusses des Gefallsegmentes wurde die Zeit zwischen
erstem und zweitem Eingriff notiert. Zusatzlich wurde in regelméafiigen Abstanden und
zum Ende des 1100 Tage umfassenden Beobachtungszeitraums der niedergelassene
Angiologe bzw. Hausarzt jedes Patienten telefonisch befragt, ob bei dem jeweiligen
Patienten eine Restenose oder ein vollstandiger Wiederverschluss diagnostiziert worden

sei.
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3.3.1 CRP-Bestimmung mittels eines partikelverstarkten immunologischen
Tribungstests
Die Konzentration von CRP wurde unter Nutzung von Latexpartikeln (Roche), welche
mit einem monoklonalen Maus-Anti-CRP-Antikérper beschichtet waren, bestimmt.
Humanes CRP reagiert dabei mit den beschichteten Latexpartikeln zu
Immunkomplexen, was zu einer Eintribung der Losung fihrt, die mithilfe eines
Spektrometers (Cobas integra, Roche) bei einer Wellenlange von 570 nm quantifiziert
werden kann. Die Tribung ist der Konzentration direkt proportional und wird Uber eine

Kalibrationskurve quantifiziert.

3.3.2 Fibrinogenbestimmung mit der Methode nach Clauss

Das Fibrinogen wurde mittels Methode nach Clauss (Clauss, 1957), unter Anwendung
des TriniCLOT Fibrinogen Kit (Trinity Biotech), bestimmt. Blut wird dazu mit 0.106 M Na-
Zitrat in einem Verhaltnis von 9:1 gemischt, um die Gerinnung zu verhindern, gefolgt von
der Zugabe von Thrombin. Die Spaltung von Fibrinogen fihrt zur Triibung der Losung,
was anschlieBend unter Nutzung eines Thrombolyzer (Compact XR, Behnk) quantifiziert
werden konnte. Bei Fibrinkonzentrationen zwischen 0,1 und 0,4 g/l ist nach Zugabe einer
standardisierten Menge Thrombin die gemessene Gerinnungszeit proportional zur

Menge des Fibrinogens.

3.3.3 BSR-Bestimmung nach der Westergren-Methode

Zur Bestimmung der BSR wurde die Proben mit 0,16 M Na Zitrat in einem Verhaltnis von
5:1 gemischt. Vertikal platzierte kalibrierte Probenréhrchen (Sarstedt) wurden fir eine
Stunde inkubiert und die Senkung der Blutzellen durch Bestimmung der Hb6he der
resultierenden Plasmasaule in Millimetern aufgezeichnet (Westergren, 1921).

Tab. 2. Referenzbereiche des Messlabors

CRP Fibrinogen BSR
Referenzbereich 0,00-8,00 mg/l 2,4-5,0 g/l 3-8 mm/h

CRP = C-reaktives Protein, BSR = Blutkérperchensenkungsreaktion

3.3.4 Zytokin Analyse mittels Multiplex

Multiplex Analyse wurde gemalf der Anleitung des Herstellers fiir ein Bio-Plex-System
200 (Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt, um die Konzentration
von humanem CCL2, CCL3, CCL4, CCL7, CCL8, CXCL9, IL-1B und IL-6 zu analysieren.
Dies erfolgte im Institut Probiodrug unter Leitung von Holger Cynis. Hierzu wurden die
zentrifugierten tiefgefrorenen Serumproben zur Bestimmung aufgetaut. Bei der
Multiplexanalyse werden Mikropartikel aus Polystyrol (beads) genutzt, welche einen
Durchmesser von 5,6 um haben. Mit Hilfe dieser kdnnen parallel mehrere Analyten
gleichzeitiy nach dem Grundprinzip eines ELISA Verfahrens mit Hilfe der

Sandwichtechnik bestimmt werden. Regionen auf den beads unterscheiden sich in Art
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und Intensitat ihrer intrinsischen Farbstoffe (2 Fluoreszenzfarbstoffe im roten bzw.
infrarotem Spektrum in jeweils 10 Konzentrationen). Die beads sind in unterschiedlichen
Regionen mit verschiedenen Antikérpern besetzt fir die Bestimmung der verschiedenen
Analyten. An diese Antikérper-gebundenen Analyten wird wiederum Streptavidin-
Phycoerythrin gebunden. Die Quantifizierung der gebundenen Analyten erfolgt dann mit
einer Durchflusszytometrie. Die roten und infraroten Farbstoffe der beads-Regionen und
das Streptavidin-Phycoerythin werden dabei mittels unterschiedlicher Laser zu
Lichtemmisionen angeregt. Durch Messung mit einem Reporterlaser kann die Region
identifiziert und die Probe quantifiziert werden.

Es wurden Mikrotiterplatten mit jeweils 96 Vertiefungen (wells) verwendet. Diese haben
ein Fullvolumen von jeweils 0,3 ml. Verwendet wurden Bio-Plex Human Cytokine
Screening Panels. In die Reihe 1 und 2 der Titerplatte erfolgte die Zugabe der Standards,
alle anderen 80 wells wurden mit den Proben bestiickt. Hierbei wurden von jedem
Patienten an jedem Tag jeweils die Werte in 2 wells bestimmt und davon der Mittelwert
gebildet.

Zunachst wurden die Standardverdinnungsreihen hergestellt. Die Proben und die
verdiinnten Standardreihen wurden 30—-45 min vor der Messung auf Raumtemperatur
erwarmt.

570 pl beads wurden mit 5,13 ml Assay Puffer gemischt und davon jeweils 50 pl dieser
beads-Ldsung in jede Vertiefung gegeben. Danach erfolgte ein 2-facher Waschschritt
mit jeweils 2x 100 pl Puffer pro well. Die Probe wurde 1:4 mit Bio-Plex sample diluent
HB verdinnt. Anschliel3end wurden jeweils 50 pl von der Standardreihe bzw. der Probe
in jedes well gegeben. Anschlie3end erfolgte die Inkubation der lichtempfindlichen beads
fur 30 min im Dunkeln bei 850 rpm mit Plattenschittler. Dann erfolgte ein 3-facher
Waschschritt mit 3x 100 pl Puffer. 300 pl Detektor Antikdrper wurden mit 2,7 ml Detektor
Antikdrper-Losung gemischt, wovon 25 pul in jedes well gegeben wurden. Danach
erfolgte fir 30 min die Inkubation bei 850 rpm im Dunkeln mit Plattenschittler.
AnschlieBend erfolgte ein erneuter 3-facher Waschschritt mit 3x 100 pl Puffer. Nun
wurde 60 pul Streptavidin-Phycoerythrin mit 5,94 ml Pufferlésung gemischt und davon je
50 pl in jedes well gegeben. AnschlieRend wurde die Platte iber 10 min bei 850 rpm mit
Plattenschuttler im Dunkeln inkubiert. Nun erfolgte ein erneuter 3-facher Waschschritt
mit 3x 100 ul Puffer. Vor der Messung erfolgte die Fillung der wells mit jeweils 125 pl
Assay Puffer und anschliel3ender Inkubation Uber 30 sec mit Plattenschittler. Danach
erfolgte die Bestimmung im Bioplex System

Die Uberstande wurden in den Zwischenschritten jeweils mit dem Vakuumfilter entfernt;

die Waschungen erfolgten zur Entfernung von ungebundenen Partikeln.
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3 Material und Methoden

Die Quantifizierung der Proben ergab sich nach Berechnung der verdinnten
Standardreihen Uber die Standardkurven. Die Messungen der Werte erfolgten nicht alle
am selben Tag, sondern in mehreren Etappen. Alle Zytokin-Bestimmungen erfolgten
durch den Kooperationspartner Probiodrug AG, Halle (Saale) unter Leitung von Holger

Cynis.

3.3.5 Messung der QC-Aktivitat mittels HPLC-Analyse

Die QC-Aktivitatim Serum wurde mittels high performance liquid chromatography (HPLC
= Hochleistungsflissigkeitschromatographie) (Cynis et al., 2006) bestimmt. Dabei wird
das zu testende Serum aufgetaut und fir 20 min bei 13.000 rpm bei 4°C in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Messansatz bestand aus 0,05 pM H-GIn-BNA
(Substrat) in 25 mM MOPS-Puffer pH 7, 0.1 mM N-Ethylmaleinimid (NEM) und 50 pl
Serum, geldst in einem Gesamtvolumen von 1 ml. Die Mischung wurde bei 30°C unter
konstantem Schutteln bei 300 rpm inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten (0,5, 10, 15,
22, 30 und 45 min) nach Reaktionsstart wurden aus dem Hauptansatz Proben
entnommen und die Enzymreaktion wurde durch vierminitiges Kochen gestoppt.
Danach wurden die Proben bei -20°C bis zu ihrer Weiterverwendung gelagert. Alle
HPLC-Messungen wurden unter Nutzung einer RP18 LICHroCART HPLC-Kartusche
und dem HPLC-System D-7000 (Merck-Hitachi) durchgefiihrt. 20 pl der Proben wurden
eingespritzt und getrennt durch die Erhéhung der Konzentration von LOosung A
(Acetonitril mit 0,1 % TFA=Trifluoressigsaure) von 23 % auf 95 % in Lésung B (H20 mit
0,1 % TFA). Die QC-Aktivitat wurde anhand einer Standardkurve von pGlu-BNA
(Bachem) quantifiziert. Alle QC-Bestimmungen erfolgten durch den Kooperationspartner

Probiodrug AG, Halle (Saale) unter Leitung von Holger Cynis.

3.4 Statistische Auswertung
Die Auswertung erfolgte mittels einer explorativen Datenanalyse in einer deskriptiven
Form. Die Erstellung der Grafiken erfolgte getrennt fur die einzelnen erhobenen
Parameter und unterteilt nach den verschiedenen Behandlungsgruppen. Der zeitliche
Verlauf der Restenoseereignisse wurde mittels einer Kaplan-Maier-Analyse dargestellt.
Fur die Geschlechterverteilung, die Komorbiditaten und die Therapieformen wurden die
absoluten und die relativen Haufigkeiten angegeben. Bei der Darstellung der Messwerte
sind die Zeitangaben ordinal skaliert, mit Ausnahme der Kaplan-Maier-Darstellung,
welche auf Ereigniszeiten beruht.

In den Box-Plots sind die Whisker nach der Methode von Tukey auf das 1,5-fache des
Interquartilabstandes (1,5xIQR) beschrankt (Horn et al.,, 2001). Angegeben sind der
Median, das 1. und 3. Quartil, Whisker (Q1-1,5xIQR und Q3+1,5xIQR) sowie Ausreil3er.

Es gibt keine Unterscheidung zwischen extremen und milden Ausreil3ern.
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Fur die Berechnungen und grafischen Darstellungen wurde MS Excel, RStudio und

ggplot genutzt.
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4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Demographie des Patientenkollektivs

Unter Berlcksichtigung der beschriebenen Ein- und Ausschlusskriterien wurden
insgesamt 43 Patienten in die explorative Studie aufgenommen. Fir jeden Patienten
erfolgten Blutentnahmen tber 90 Tage und ein Nachbeobachtungszeitraum von 1100
Tagen zur Frage, ob Restenosen oder vollstandigen Wiederverschlisse auftraten. Von
zunachst 25 in die PTA-Gruppe und 18 in die OP-Gruppe eingeschlossenen Patienten
beendeten in jeder Gruppe nur jeweils 14 die Studie. Die restlichen Patienten beendeten
die Zusammenarbeit vorzeitig. Die intrinsische Motivation der Patienten war dabei
generell als problematisch zu beurteilen und es bedurfte einer engen und sehr intensiven
Betreuung. Final waren Daten von insgesamt 28 Patienten (je 14 in jeder Gruppe)
vollstandig auswertbar. Diese teilten sich aufin 23 (82,1 %) mannliche und finf (17,9 %)
weibliche Patienten im Alter zwischen 45 bis 81 Jahren, entsprechend einem mittleren
Alter von 59 + 9,1 Jahren. 11 Patienten waren tber 60 Jahre alt, zwei Patienten tGber 75.
(Tab. 3)

4.1.1 Risikofaktoren und Komorbiditat
Unter den in die Studie eingeschlossenen Patienten fanden sich die folgenden

Risikofaktoren und Komorbiditaten:

Tab. 3. Demographische und klinische Patientenmerkmale.

oP PTA Gesamt
Patientenanzahl 14 14 28
mannlich 11 (78,6 %) 12 (85,7 %) 23 (82,1 %)
weiblich 3 (21,4 %) 2 (14,3 %) 5 (17,9 %)
Alter in Jahren 61 +8,2 57 +£9,7 59+9,1
BMI 27,6 +6,2 26,2 + 3,0 26,9+4,8
Stadium (a) Ilb: 11/14 (79 %) lIb: 13/14 (92,9 %) lIb: 24/28 (85,7 %)
llla: 3/14 (21 %) llla: 1/14 (7,1 %) llla: 4/28 (14,3 %)
Diabetes mellitus 2/14 (14 %) 6/14 (43 %) 8/28 (28,6 %)
KHK 2/14 (14 %) 5/14 (36 %) 7128 (25 %)
Niereninsuffizienz ~ 1/14 (7 %) 0/14 (0 %) 1/28 (3,6 %)
HLP 1/14 (7 %) 5/14 (36 %) 6/28 (21,4 %)
Nikotinabusus 8/14 (57 %) 10/14 (71 %) 18/28 (64 %)

(a) Einteilung der Stadien nach Fontaine, body mass index (BMI), Koronare
Herzkrankheit (KHK), Operation (OP), perkutane transluminale Angioplastie (PTA),
Hyperlipoproteindmie (HLP)

Das durchschnittliche Alter und der BMI zwischen den beiden Gruppen unterschieden
sich nur gering und klinisch nicht relevant (Tab. 3). Im Allgemeinen war in der OP-Gruppe
das Krankheitsstadium fortgeschrittener, mit drei Patienten im Stadium llla nach
Fontaine und 11 Patienten im Stadium Ilb, wohingegen die PTA-Gruppe bis auf einen
Patienten im Stadium llla nur Patienten im Stadium Ilb enthielt (Tab. 3). Zusatzlich
wurden Nebenerkrankungen wie Koronare Herzkrankheit (KHK), Diabetes mellitus,

Niereninsuffizienz, HLP und chronischer Nikotinabusus erfasst. Die Zahl der Patienten
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mit den Nebenerkrankungen Diabetes mellitus und HLP war in der PTA-Gruppe hdher
(Tab. 3).

Die OP-Gruppe bestand aus Patienten, welche entweder einen Bypass (femoro-
popliteal, femoro-femoral) (64 %) oder nur eine TEA (36 %) erhielten (Tab. 4). In der
PTA-Gruppe wurde entweder nur eine PTA (36 %) oder eine PTA mit nachfolgender
Stentimplantation (64 %) durchgefihrt (Tab. 4).

Tab. 4. GefaReingriffe und Restenoserate und Restenosezeitpunkt.

OoP PTA
Bypass 9/14 (64 %) -
TEA 5/14 (36 %) -
PTA - 5/14 (36 %)
PTA + Stentimplantation - 9/14 (64 %)
Restenoserate 1/14 (7 %) 8/14 (57 %)
Tage bis zur Restenose/ 821 521 £ 359 (Median 430)

Wiederverschluss

OP = Operation, PTA = perkutane transluminale Angioplastie, TEA =
Thrombendarteriektomie

4.1.2 Komorbiditat im Falle der Restenose

Von den acht Patienten mit Restenose in der PTA-Gruppe hatten 4 Patienten einen

diagnostizierten Diabetes mellitus Typ Il (50 %), drei hatten eine KHK (37,5 %), vier eine

HLP (50 %) und sieben davon waren zu Beginn der Untersuchung Raucher (87,5 %).
In der PTA-Gruppe entwickelten vier von sechs Patienten mit Diabetes mellitus, drei

von fuinf KHK-Patienten, vier von funf Patienten mit einer HLP und 7 von 11 Rauchern

eine Stenose. Der Patient aus der OP-Gruppe, bei welchem eine Restenose auftrat, wies

keine Komorbiditaten auf.

4.2 Verlauf der Entzindungswerte im Serum

Um die beiden Gefal3therapien hinsichtlich der Induktion von Entziindungsparametern
zu charakterisieren, wurden Standardparameter der APR, sowie proinflammatorische
Zytokine und Chemokine Uber einen Zeitraum von 90 Tagen nach Eingriff erfasst.
Darunter waren CRP, CCL2, CCL7 und CCL8 als Substrate der QC, welche im nativen
Protein einen N-terminalen Pyroglutamat-Rest aufweisen. Zusatzlich wurden
Fibrinogen, CCL3, CCL4, CXCL9, IL-6, TNF-1a und IL-1B ausgewéhlt, deren Reifung
nicht von der Katalyse durch QC abhéngt. Im Weiteren waren in einer ersten Messung
wenigen Patienten weitere Parameter (IL-10, IL-1a und IFN-y) erhoben worden. Diese
wurden jedoch nicht weiterverfolgt, da sie unterhalb der Nachweisgrenze fiur alle

Patienten blieben.

4.2.1 Vergleich von CRP, Fibrinogen und BSR zwischen den beiden Gruppen PTA
und OP
Ein ausgepragter Anstieg von CRP wurde in der OP-Gruppe detektiert und als Zeichen

fur ein ausgepragtes chirurgisches Trauma bewertet (Abb. 3B). Dies wurde in dieser
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Gruppe von erhdhten Fibrinogenspiegeln (Abb. 4B) und beschleunigter BSR (Abb. 5B)
(bis sieben Tage postoperativ) begleitet. Im Gegensatz dazu war die Auswirkung der
interventionellen PTA auf die Konzentrationen von CRP (Abb. 3A) und Fibrinogen (Abb.
4A) geringer. Auch die BSR beschleunigte sich nur geringfligig postinterventionell (Abb.
5A). Alle drei Parameter (CRP, BSR und Fibrinogen) normalisierten sich bis zum 42. Tag
(post-operativ) in beiden Gruppen (Abb. 3, Abb. 4, Abb. 5).
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Abb. 3. Die Spiegel des CRP im Vergleich zwischen PTA- und OP-Gruppe.
(A) PTA, (B) OP

Das CRP wurde bei Patienten mit PTA und ggf. Stent oder OP Uber einen Zeitraum von
90 Tagen ermittelt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (-1), den Tag nach

dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. PTA n=14, OP
n=14 (Boxplot mit 1,5xIQR)
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Abb. 4. Die Spiegel von Fibrinogen im Vergleich zwischen PTA- und OP-Gruppe.

(A) PTA, (B) OP

Das Fibrinogen wurde bei Patienten mit PTA oder OP Uber einen Zeitraum von 90 Tagen
ermittelt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (-1), den Tag nach dem

Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. PTA n=14, OP
n=14 (Boxplot mit 1,5xIQR)
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Abb. 5. Der Verlauf der BSR im Vergleich zwischen PTA- und OP-Gruppe.

(A) PTA, (B) OP

Die Blutsenkungsrate wurde bei Patienten mit PTA oder OP Uber einen Zeitraum von 90
Tagen ermittelt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (1), den Tag nach
dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. PTA n=14, OP

n=14 (Boxplot mit 1,5xIQR)
4.2.2 Vergleich der Zytokine zwischen PTA- und OP-Gruppe
Der zeitliche Verlauf der analysierten Zytokine zeigte ein variables Bild.

Die 1. Klasse von Zytokinen zeigte zu Beginn einen Anstieg mit anschlieRender
Normalisierung.

IL-6, welches die CRP-Produktion in der Leber induziert und daher ein Bestandteil der
ARP ist, zeigte eine gestiegene Konzentration in beiden Gruppen am 1. Tag und
normalisierte sich bis zum 7. Tag. Wie erwartet, zeigte die OP-Gruppe auf Grund des
hoheren Gefalitraumas am Gipfel hohere IL-6-Spiegel als die PTA-Gruppe (Abb. 6). Fir

die Bestimmung von IL-6 lagen nur 12 Proben je Gruppe vor.
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Abb. 6. Die Spiegel von IL 6 im Vergleich zwischen PTA- und OP-Gruppe.

(A) PTA, (B) OP

Fur die Analyse des Spiegels von IL-6 im Serum von Patienten nach PTA und OP wurde
eine Multiplexanalyse benutzt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (—1),
den Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90.
PTA n=12, OP n=12 (Boxplot mit 1,5xIQR)
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Die 2. Klasse von Zytokinen zeigte einen Abfall. CCL2 und CCL8 zeigten zu Beginn
einen Fall der Serumkonzentration nach PTA und OP mit anschlieRender
Normalisierung auf die Anfangswerte (Abb. 7, Abb. 8). Allerdings zeigte sich hierbei eine
hohe Varianz der Werte unklarer Ursache. Zur Bestimmung von CCL2 und CCL 8 lagen

nur 12 Proben je Gruppe vor.
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Abb. 7. Die Spiegel von CCL2 im Vergleich zwischen PTA- und OP-Gruppe.

(A) PTA, (B) OP

Fur die Analyse des Spiegels von CCL2 im Serum von Patienten nach PTA und OP
wurde eine Multiplexanalyse benutzt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff
(1), den Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und

+90. PTA n=12, OP n=12 (Boxplot mit 1,5xIQR)
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Abb. 8. Die Spiegel von CCL8 im Vergleich zwischen PTA- und OP-Gruppe.

(A) PTA, (B) OP
Fur die Analyse des Spiegels von CCL8 im Serum von Patienten nach PTA und OP
wurde eine Multiplexanalyse benutzt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff

(-1), den Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und
+90. PTA n=12, OP n=12 (Boxplot mit 1,5xIQR)

Die 3. Klasse von Zytokinen zeigte unterschiedliche Reaktionen in beiden Gruppen.

Fur CCL3 wurde zu Beginn bei zwei Patienten ein leichter Anstieg in der PTA-Gruppe
festgestellt, bei den anderen war keine Anderung zu verzeichnen wohingegen die OP-
Gruppe einen anfanglichen Rickgang des CCL3-Spiegels zeigte. In der PTA-Gruppe
normalisierte sich der Spiegel bei den zwei Patienten bis zum 90. Tag, in der OP-Gruppe
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blieben die Spiegel erhdht (Abb. 9). Zur Bestimmung von CCL3 lagen nur 12 Proben in

jeder Gruppe vor.
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Abb. 9. Die Spiegel von CCL3 im Vergleich zwischen PTA- und OP-Gruppe.

(A) PTA, (B) OP

Fur die Analyse des Spiegels von CCL3 im Serum von Patienten nach PTA und OP
wurde eine Multiplexanalyse benutzt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff
(-1), den Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und

+90. PTA n=12, OP n=12 (Boxplot mit 1,5xIQR)

CCL7 zeigte in beiden Gruppen bei nur wenigen Patienten Veranderungen, wobei diese

Veranderungen unterschiedlich waren (Abb. 10).
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Abb. 10. Die Spiegel von CCL7 im Vergleich zwischen PTA- und OP-Gruppe.

(A) PTA, (B) OP

Fur die Analyse des Spiegels von CCL7 im Serum von Patienten nach PTA und OP
wurde eine Multiplexanalyse benutzt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff
(-1), den Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und

+90. PTA n=12, OP n=12 (Boxplot mit 1,5xIQR)

Bei CCL4 zeigt sich in der PTA-Gruppe ein Anstieg mit anschlieBender Normalisierung,

wobei die Ausgangswerte in der PTA-Gruppe auch hoher waren, in der OP-Gruppe

dagegen zunachst ein minimaler Abfall

mit anschlieBender Normalisierung (Abb. 11).

Fur die Bestimmung von CCL4 lagen nur 4 Proben zur Bestimmung in jeder Gruppe vor.
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Abb. 11. Die Spiegel von CCL4 im Vergleich zwischen PTA- und OP-Gruppe.

(A) PTA, (B) OP

Fir die Analyse der Spiegel von CCL4 im Serum von Patienten nach PTA und OP wurde
eine Multiplexanalyse benutzt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (—1),
den Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90.
PTA n=4, OP n=4 (Boxplot mit 1,5xIQR)

Bei den Spiegeln von IL-18, TNF-1a und CXCL9 waren kaum Anderungen der
Konzentration nachzuweisen bzw. blieben bei den meisten Patienten die Werte unter
dem nachweisbaren Spiegel fiir die verwendete Methode, sodass hier keine weiteren

Aussagen getroffen werden kénnen.

4.2.3 Vergleich der QC-Aktivitat im Serum zwischen den beiden Gruppen PTA
und OP

Um den Zusammenhang zwischen der APR, der Hochregulation der

Entztndungsparameter und der QC zu untersuchen, wurde die QC-Aktivitdt im Serum

beider Gruppen bestimmt. In der OP-Gruppe und der PTA-Gruppe (Abb. 12) zeigte sich

zu Beginn bei den meisten der analysierten Patienten ein Anstieg der individuellen QC-

Aktivitaten.

Dabei waren die Veranderungen in der OP-Gruppe breit gestreut; von einem Riickgang
um 8-17 % bei zwei Patienten, bis zu einer Erh6hung von 1-148 % bei allen anderen
Personen bis zum 7. Tag (Abb. 12). Dasselbe wurde in der PTA-Gruppe beobachtet, wo
die QC-Aktivitat bei nur funf Patienten um 3-51 % bis zum 7. Tag abnahm, wohingegen
alle anderen Patienten einen Anstieg zwischen 0-187 % zwischen Tag (-1) und +7
zeigten (Abb. 12). In den individuellen Verlaufen zeigt sich der Patient PTA 14 mit
massiver Erhéhung der Werte von Beginn an (Abb. 12). Ausschlusskriterien waren eine
floride oder kirzlich abgelaufene Entziindung. Diesem Patienten wurde kurz vor
Aufnahme in die Studie eine tiefe Beinvenenthrombose eines Beines diagnostiziert,
jedoch keine Erhéhung der Anzahl von Leukozyten, CRP oder BSR. Die kurz zuvor

abgelaufene Thrombose konnte die UberschieRende Reaktion erklaren.
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Abb. 12. Individuelle Veranderungen der QC-Aktivitat in der PTA-Gruppe (A) und der OP-
Gruppe (B), normalisiert auf die QC-Aktivitdt am Tag vor dem Eingriff.

Die QC-Aktivitat wurde mittels HPLC-Analyse bestimmt. Die Zeitpunkte umfassen den
Tag vor dem Eingriff (1), den Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an
den Tagen +7, +42 und +90. n=14 in jeder Gruppe.

Eine Darstellung der QC-Aktivitat nach absoluten Werten scheint nicht sinnvoll, wie
Abb. 13 zeigt. Vielmehr scheint jeder Patient sein individuelles Ausgangslevel (Abb. 12)
zu haben, von dem aus sich die Anderung durch einen bestimmten Reiz vollzieht. Ein

Referenzbereich bei Gesunden wurde bisher nicht festgelegt.
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Abb. 13. Absolute Anderung der QC-Aktivitat in der PTA-Gruppe (A) und der OP-Gruppe
(B).

Die QC-Aktivitat wurde mittels HPLC-Analyse bestimmt. Die Zeitpunkte umfassen den
Tag vor dem Eingriff (-1), den Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an

den Tagen +7, +42 und +90. n=14 in jeder Gruppe.

Die Zusammenfassung der einzelnen prozentualen Erhéhung lasst eine Zunahme der
QC-Aktivitat in beiden Gruppen bereits einen Tag nach dem Eingriff erkennen (13 % fir
die PTA-Gruppe und 26 % flir die OP-Gruppe) (Abb. 14). Dariiber hinaus blieb die
QC-Aktivitat wahrend der Nachkontrollen tber lange Zeit erhdht, was eine prozentual
gestiegene QC-Aktivitat in der OP-Gruppe am 90. Tag post-OP von 22 % und 32 % in
der PTA-Gruppe ergab (Abb. 14).

26



4 Ergebnisse

A B
200_ T, ® 14 ® 14 200_
R poxs J
T 150- I T 150 ° 1
T 100 - T 100 -
> >
g 50 - ° 2 z 50 -
O - — O — ——
_50_
11 7 42 90 -
Tag Tag

Abb. 14. Veranderung der QC-Aktivitat im Vergleich zwischen PTA (A)- und OP (B)-

Gruppe.
Die QC-Aktivitat wurde mittels HPLC-Analyse bestimmt. Die Zeitpunkte umfassen den

Tag vor dem Eingriff (-1), den Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an
den Tagen +7, +42 und +90. n=14 in jeder Gruppe (Boxplot mit 1,5xIQR)

Scheinbar spielen bei der Erh6hung der QC nicht nur rein entzindliche, sondern auch
thrombogene Faktoren eine Rolle, wie sich im Fall des Patienten PTA 14 zeigt (Abb. 14).
Die QC-Aktivitat im Serum scheint ein Parameter zu sein, der Uber lange Zeit das
gesetzte Trauma am Gefal3 anzuzeigen vermag. Es stellt sich der Verdacht, dass die
Erhéhung mit den andauernden Umbauprozessen im Gefal3 Giber einen langen Zeitraum
einhergeht. Obwohl sich die Parameter der APR wund die freigesetzten
proinflammatorischen Zytokine zumeist wahrend der 90 Tage normalisierten, blieb die

QC fur mindestens drei Monate erhoht.
4.3 Bestimmung der Restenoseereignisse

4.3.1 Bestimmung der Restenoseereignisse und ihre Beziehung zu CRP,

Fibrinogen und BSR
Die CRP-Konzentration zeigt im Rahmen der PTA und PTA mit Stentapplikation bei

Patienten die spater eine Restenose entwickeln, einen Trend zum Anstieg (Abb. 15).

27



4 Ergebnisse

A B
40- e 2 40-
® 24
< 30- < 30-
£ S
c c
= 20- = 20-
o o ® 25
® 24
C 104 e * ‘ ©10- * ﬁ -
! & L =  EEE
0_ I I I 1 I 0_ 1 I I 1 1
-1 1 7 42 90 -1 1 7 42 90
Tag Tag

Abb. 15. Die Beziehung zwischen der CRP und Restenosen im Rahmen der PTA/Stent.
(A) Patienten mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose

Die PTA-Patienten wurden in eine Gruppe mit (n=8) und eine Gruppe ohne Restenose
(n=6) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (1), den Tag nach
dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. (Boxplot mit
1,5xIQR)

Auch im Rahmen der Operation steigt die CRP bei dem Patienten, der spater eine
Restenose entwickelt, etwas mehr an als bei den Patienten ohne spéatere Restenose

(Abb. 16), wobei die Stenose bei dem Patienten mehr als 1000 Tage nach der Operation
auftrat.
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Abb. 16. Die Beziehung zwischen der CRP und Restenosen im Rahmen der OP.

(A) Patient mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose

Die OP-Patienten wurden in eine Gruppe mit (h=1) und eine Gruppe ohne Restenose
(n=13) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (1), den Tag nach
dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. (Boxplot mit
1,5xIQR, (A) nur einzelne Datenpunkte)

Die Fibrinogenlevel im Serum im Rahmen der PTA und PTA mit Stent bei Patienten,
die spater eine Restenose und Patienten, die keine Restenose entwickeln,
unterscheiden sich kaum (Abb. 17).
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Abb. 17. Die Beziehung zwischen Fibrinogen und Restenosen im Rahmen der
PTA/Stent.

(A) Patienten mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose
Die PTA-Patienten wurden in eine Gruppe mit (n=8) und eine Gruppe ohne spétere
Stenose (n=6) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (-1), den Tag

nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. (Boxplot
mit 1,5xIQR)

Im Rahmen der Operation steigt der Fibrinogenspiegel bei dem Patienten, der spéater
eine Restenose entwickelt, in gleicher Art an, wie bei den Patienten ohne spéatere
Restenose. Allerdings bleibt der Fibrinogenlevel bei diesem langer erhéht (bis zum

42. Tag), bis er dann in gleicher Weise wie bei den Nicht-Restenose-Patienten bis zum
90. Tag abfallt (Abb. 18).
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Abb. 18. Die Beziehung zwischen Fibrinogen und Restenosen im Rahmen der OP.
(A) Patient mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose

Die OP-Patienten wurden in eine Gruppe mit (h=1) und eine Gruppe ohne spétere
Stenose (n=13) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (—1), den
Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90.
(Boxplot mit 1,5xIQR, (A) nur einzelne Datenpunkte)

Die BSR ist im Rahmen der PTA und PTA mit Stent bei Patienten, die spater eine
Restenose und Patienten, die keine Restenose entwickeln, erhdht, bei Patienten ohne
spatere Restenose sogar etwas mehr (Abb. 19).
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Abb. 19. Die Beziehung zwischen BSR und Restenosen im Rahmen der PTA/Stent.

(A) Patienten mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose

Die PTA-Patienten wurden in eine Gruppe mit (n=8) und eine Gruppe ohne spatere
Stenose (n=6) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (-1), den Tag
nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. (Boxplot

mit 1,5xIQR)

Die BSR steigtim Rahmen der Operation bei dem Patienten, der spater eine Restenose

entwickelt, in gleicher Art an wie bei den Patienten ohne spétere Restenose. Die BSR

ist bei den Patienten ohne spatere Restenose im Verlauf am Gipfel sogar etwas héher

(Abb. 20).
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Abb. 20. Die Beziehung zwischen BSR und Restenosen im Rahmen der OP bei

Patienten.

(A) Patient mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose

Die OP-Patienten wurden in eine Gruppe mit (n=1) und eine Gruppe ohne spétere
Stenose (n=13) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (—1), den
Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90.
(Boxplot mit 1,5xIQR, (A) nur einzelne Datenpunkte)

4.3.2 Bestimmung der Restenoseereignisse und ihrer Korrelation zum Spiegel von

Zytokinen

Der IL-6-Spiegel steigt im Rahmen der PTA und PTA mit Stent bei Patienten, die spater

eine Restenose bekommen, mehr als bei Patienten, die keine Restenose entwickeln
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(Abb. 21). Fur die Bestimmung von IL-6 waren in der PTA- und OP-Gruppe nur 12

Patienten verfiigbar.
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Abb. 21. Die Beziehung zwischen IL-6 und Restenosen im Rahmen der PTA/Stent.

(A) Patienten mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose

Die PTA-Patienten wurden in eine Gruppe mit (n=8) und eine Gruppe ohne spétere
Stenose (n=4) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (-1), den Tag
nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. (Boxplot

mit 1,5xIQR)
IL-6 steigt im Rahmen der Operation bei dem Patienten, der spater eine Restenose
entwickelt in gleicher Art an, wie bei den Patienten ohne spatere Restenose. IL-6 ist bei

den Patienten ohne spatere Restenose sogar anfangs etwas hoher (Abb. 22).
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Abb. 22. Die Beziehung zwischen IL-6 und Restenosen im Rahmen der OP.

(A) Patient mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose

Die OP-Patienten wurden in eine Gruppe mit (h=1) und eine Gruppe ohne spétere
Stenose (n=11) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (—1), den
Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90.

(Boxplot mit 1,5xIQR, (A) nur einzelne Datenpunkte)

Der CCL2-Spiegel bleibt im Rahmen der PTA und PTA mit Stent bei Patienten, die
spater eine Restenose entwickeln, zunachst unverandert und steigt dann leicht an. Bei
Patienten, die spater keine Restenose entwickeln, sinkt er anfanglich nach PTA und PTA
mit Stent ab, steigt dann leicht an, bevor er sich wieder normalisiert (Abb. 23). Fir die
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Bestimmung von CCL2 standen in der PTA- und OP-Gruppe nur 12 Patienten zur

Verfligung.
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Abb. 23. Die Beziehung zwischen CCL2 und Restenosen im Rahmen der PTA/Stent.

(A) Patienten mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose
Die PTA-Patienten wurden in eine Gruppe mit (n=8) und eine Gruppe ohne spétere

Stenose (n=4) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (-1), den Tag
nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. (Boxplot

mit 1,5xIQR)
Der CCL2-Spiegel bleibt im Rahmen der Operation bei dem Patienten, der spéter eine

Restenose entwickelt, zunachst gleich, bevor er etwas absinkt. Bei Patienten ohne

spatere Restenose sinkt der Wert zunachst ab, bevor sich der Spiegel von CCL2

normalisiert (Abb. 24).
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Abb. 24. Die Beziehung zwischen CCL2 und Restenosen im Rahmen der OP.

(A) Patient mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose
Die OP-Patienten wurden in eine Gruppe mit (h=1) und eine Gruppe ohne spétere
Stenose (n=11) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (-1), den
Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90.

(Boxplot mit 1,5xIQR, (A) nur einzelne Datenpunkte)
Der CCL3-Spiegel steigt nur bei Patienten mit nachfolgender Restenose nach PTA und
PTA mit Stentimplantation an. Bei Patienten ohne spatere Restenose blieb er wahrend
des gesamten Verlaufes unter der Nachweisgrenze (Abb. 25). Fir die Bestimmung von

CCL 3 standen in der PTA- und OP-Gruppe nur 12 Patienten zur Verfigung.
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Abb. 25. Die Beziehung zwischen CCL3 und Restenosen im Rahmen der PTA/Stent.

(A) Patienten mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose
Die PTA-Patienten wurden in eine Gruppe mit (n=8) und eine Gruppe ohne spatere
Stenose (n=4) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (-1), den Tag
nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. (Boxplot

mit 1,5xIQR)
Der CCL3-Spiegel fiel sowohl bei dem Patienten mit spéterer Restenose nach OP
zunachst ab und normalisierte sich dann wieder. Bei OP-Patienten ohne spatere

Restenose fiel der Wert anfangs ab und war zum Ende hin aber noch deutlich erhoht

(Abb. 26).
A B
100 - 100 - ® 18
® 10 ® 10
E 75- £ 75. 0 e
2 2
[ ]
€ 50- = 1
= PY l o ° - 50
. -
8 25- S o5- e ., o
0+ ] | o= = = & .
-1 1 7 42 0 -1 1 42 0
Tag Tag

Abb. 26. Die Beziehung zwischen CCL3 und Restenosen im Rahmen der OP.

(A) Patient mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose
Die OP-Patienten wurden in eine Gruppe mit (h=1) und eine Gruppe ohne spétere
Stenose (n=11) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (1), den
Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90.

(Boxplot mit 1,5xIQR, (A) nur einzelne Datenpunkte)
Der CCLA4 fiel bei Patienten nach PTA/Stent mit spaterer Restenose ab. Bei Patienten

ohne spatere Restenose stieg der Spiegel geringfiigig zu Beginn, um sich dann zu
normalisieren (Abb. 27). Zur Bestimmung von CCL4 wurden in jeder Gruppe nur die

Proben von 4 Patienten genutzt.
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Abb. 27. Die Beziehung zwischen CCL4 und Restenosen im Rahmen der PTA/Stent.

(A) Patienten mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose
Die PTA-Patienten wurden in eine Gruppe mit (n=2) und eine Gruppe ohne spétere
Stenose (n=2) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (-1), den Tag
nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. (Boxplot

mit 1,5xIQR)

Die Bestimmung von CCL4 konnte aus technischen Grunden nicht bei allen Patienten
erfolgen und schloss den OP-Patienten, der spéter eine Restenose entwickelte, nicht mit
ein, sodass kein Vergleich in der OP-Gruppe erfolgen konnte.

Der CCL7-Spiegel anderte sich bei Patienten mit und ohne spatere Restenose nach

PTA kaum (Abb. 28). Fir die Bestimmung von CCL7 standen nur je 12 Patienten in der
OP- und PTA-Gruppe zur Verfiigung.
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Abb. 28. Die Beziehung zwischen CCL7 und Restenosen im Rahmen der PTA/Stent.

(A) Patienten mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose

Die PTA-Patienten wurden in eine Gruppe mit (n=8) und eine Gruppe ohne spétere
Stenose (n=4) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (-1), den Tag
nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. (Boxplot

mit 1,5xIQR)
Auch bei Patienten nach OP ohne spaterer Restenose anderte sich der CCL7-Spiegel
kaum. Bei dem Patienten mit spaterer Restenose kam es zu einem spaten Anstieg des

Spiegels nach dem 42. Tag (Abb. 29).
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Abb. 29. Die Beziehung zwischen CCL7 und Restenosen im Rahmen der OP.

(A) Patient mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose
Die OP-Patienten wurden in eine Gruppe mit (n=1) und eine Gruppe ohne spéatere
Stenose (n=11) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (1), den
Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90.

(Boxplot mit 1,5xIQR, (A) nur einzelne Datenpunkte)
Auch der CCL8-Spiegel @nderte sich bei Patienten mit spaterer Restenose nach PTA
kaum. Bei Patienten ohne spatere Restenose stieg er am 7. Tag geringfligig an, um sich
danach zu normalisieren (Abb. 30). Fur die Bestimmung von CCL8 standen pro Gruppe

nur 12 Patienten zur Verfigung.
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Abb. 30. Die Beziehung zwischen CCL8 und Restenosen im Rahmen der PTA/Stent.

(A) Patienten mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose
Die PTA-Patienten wurden in eine Gruppe mit (n=8) und eine Gruppe ohne spétere
Stenose (n=4) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (-1), den Tag
nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. (Boxplot

mit 1,5xIQR)
Der CCL8-Spiegel anderte sich bei dem Patienten mit spaterer Restenose postoperativ
kaum. Bei den Patienten ohne spatere Restenose fiel der Spiegel zunachst ab,

normalisierte sich danach jedoch (Abb. 31).
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Abb. 31. Die Beziehung zwischen CCL8 und Restenosen der OP-Gruppe.

(A) Patient mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose

Die OP-Patienten wurden in eine Gruppe mit (n=1) und eine Gruppe ohne spétere
Stenose (n=11) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (1), den
Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90.
(Boxplot mit 1,5xIQR, (A) nur einzelne Datenpunkte)

4.3.3 Bestimmung der Restenoseereignisse und ihrer Korrelation zur Serum-QC-
Aktivitat

Da die QC-Aktivitat Uber den recht langen Zeitraum von 90 Tagen im Blutkreislauf erhéht

war, wurde ein Zusammenhang der Serum-QC-Aktivitat mit dem Auftreten einer

spateren Restenose postuliert. Darum wurde die kombinierte prozentuale Zunahme der

QC-Aktivitat Uber den Zeitraum von 90 Tagen in eine Patientengruppe ohne und in eine

Gruppe mit einer spateren Restenose eingeteilt.

In der Gruppe der PTA-Patienten mit nachfolgender Stenose innerhalb von 1100 Tagen
zeigt sich eine persistierende Erhéhung der QC-Aktivitat (Abb. 32A). In der Gruppe der
PTA-Patienten ohne nachfolgende Stenose zeigt sich innerhalb von 1100 Tagen
zunéachst ein stetiger Anstieg der QC-Aktivitdt im Serum bis zum 42. Tag und eine

anschliel3ende Normalisierung bis zum 90. Tag (Abb. 32B).
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Abb. 32. Die Beziehung zwischen der QC-Aktivitdt und Restenosen in der PTA-Gruppe.
(A) Patienten mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose

Die PTA-Patienten wurden in eine Gruppe mit Anzeichen einer Restenose bis zu einem
Zeitraum von 1100 Tagen (n=8) und eine Gruppe ohne Auftreten einer Restenose (n=6)
unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (1), den Tag nach dem
Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. (Boxplot mit

1,5xIQR)

Bildet man den Mittelwert und die Standardabweichung der PTA ohne Restenose nach
90 Tagen (—4,86 % + 21,01 %), liegt der Wert von Patient PTA 14 nach 90 Tagen
(206,74 %) ca. das 9- bis 10-fache der Standardabweichung oberhalb der anderen
Werte. PTA 14 ist ein Patient, der keine nachfolgende Stenose entwickelte und einen
Stent erhielt. Er hatte vor der Intervention eine Thrombose der Vena femoralis
communis. Dieser Patient ist als Ausreif3er zu erkennen.

Bei Patienten, welche keine Restenose aufwiesen, war die QC-Aktivitat am Tag +7,
+42 und +90 nahe des individuellen Ausgangslevels (Abb. 32B). Im Gegensatz dazu
stieg die QC-Aktivitat bei den wegen eines Restenoseereignisses wieder vorstelligen
Patienten wahrend des Untersuchungszeitraumes stetig an (Abb. 32A). Das zeigt
folglich fur die QC-Aktivitat nach PTA einen deutlichen préadiktiven Wert.
Interessanterweise war die Aktivitdt bis zum 90.Tag erhoht, sodass nicht klar ist, weil
nicht untersucht, ab wann der Wert bei Patienten mit Restenose wieder sinken wirde.

In der OP-Gruppe zeigte der Patient mit nachfolgender Stenose zunachst einen Anstieg
am 1. Tag und danach einen Abfall der QC-Aktivitat unter den Ausgangswert bis zum
42. Tag (Abb. 33).

Bei den Patienten, bei denen nach Operation keine Restenoseereignisse auftraten,
kam es zum Anstieg der QC-Aktivitat bis zum 7. Tag, einem Abfall bis zum 42. Tag und

einem anschlieBenden Wiederanstieg bis zum 90. Tag (Abb. 33).
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Abb. 33. Die Beziehung zwischen der QC-Aktivitdt und Restenose in der OP-Gruppe.

(A) Patient mit Restenose, (B) Patienten ohne Restenose

Die OP-Patienten wurden in eine Gruppe mit Anzeichen einer Restenose bis zu einem
Zeitraum von 1100 Tagen (n=1) und eine Gruppe ohne Auftreten einer Restenose (n=13)
unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (1), den Tag nach dem
Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90. (Boxplot mit

1,5xIQR)
In der Subgruppe der Patienten, die nur eine PTA erhielten (n=5), zeigte sich ein
leichter Anstieg der QC-Aktivitat. Bei Patienten mit PTA und Stentimplantation (n=9)
zeigte sich eine etwas ausgepragtere Erhéhung der QC-Aktivitat bis zum 90. Tag (Abb.

34).
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Abb. 34. Die Beziehung zwischen der QC-Aktivitat und Stentung in der PTA-Gruppe.
(A) Patienten mit PTA ohne Stent, (B) Patienten mit PTA und Stent

Die PTA-Patienten wurden in eine Gruppe ohne Stentung (n=5) und eine Gruppe mit
Stentung (n=9) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem Eingriff (—1), den
Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7, +42 und +90.

(Boxplot mit 1,5xIQR)
Hier schien zunachst der Reiz des Stents doch zusatzlich zum Reiz, den die PTA auf

das Gefafld austbt, hinzuzukommen.
In der Subgruppe der Patienten, die einen Bypass erhielten (n=9), zeigte sich ein
Anstieg der QC-Aktivitat bis zum 7. Tag und danach abfallende Werte bis zum 42. Tag.

Danach zeigte sich ein erneuter Anstieg bis zum 90. Tag, wobei die Werte am 90. Tag
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noch Uber den Werten vor dem Eingriff lagen. Bei den Patienten, die nur eine TEA
erhielten (n=5), zeigte sich eine geringere Erhéhung der QC-Aktivitat bis zum 90. Tag
(Abb. 35). Hier scheint der groRere Reiz, der bei der Bypassanlage gesetzt wird, zum

Tragen zu kommen.
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Abb. 35. Die Beziehung zwischen der QC-Aktivitat und Bypass oder TEA in der OP-

Gruppe.

(A) Patienten mit Bypassimplantation, (B) Patienten mit TEA

Die OP-Patienten wurden in eine Gruppe mit Bypassimplantation (n=9) und mit
Durchfuhrung nur einer TEA (n=5) unterteilt. Die Zeitpunkte umfassen den Tag vor dem
Eingriff (-1), den Tag nach dem Eingriff (+1) und fortlaufende Proben an den Tagen +7,

+42 und +90. (Boxplot mit 1,5xIQR)
4.3.4 Zeitverlauf der Restenoseereignisse in der PTA-Gruppe
GefalRReingriffe haben das Risiko der Restenosierung im betroffenen GefaRsegment.
Daher zeichneten wir die Zeitspanne bis zum Wiedereintreten einer Restenose oder
eines Wiederverschlusses der Studienpatienten auf. In der OP-Gruppe wurde nur einer
von 14 Patienten (7 %) mit einer Restenose verzeichnet, und das erst 821 Tage nach
dem Ersteingriff. Im Gegensatz dazu wurden acht von 14 PTA-Patienten (57 %) nach

521 Tagen (Mittelwert) wegen Stenosen oder Verschlissen im therapierten

GefalRsegment aufféllig (Tab. 4, Abb. 36).
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Restenose im Zeitverlauf PTA Gruppe
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Abb. 36. Die Restenosen im zeitlichen Verlauf in der PTA-Gruppe (n=14).
Die individuelle Nachbeobachtung erfolgte Giber 1100 Tage hinsichtlich der Frage des
Auftretens einer Restenose.

Es wurde eine Nachbeobachtungszeit von 3 Jahren (1100 Tage) gewahlt, wobei man
zwischen frihen Stenosen innerhalb eines Jahres und spateren Stenosen
unterscheiden muss. Eine Trennung der Patienten bei diesen geringen Zahlen machte

keinen Sinn, misste aber in einer Folgestudie beachtet werden.
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5 Diskussion

5.1 Demographie

In der vorliegenden Erhebung waren im Stadium Ilb und Il nach Fontaine 82,1 %
mannliche und 17,9 % weibliche Patienten. In der deutschen Gesamtpopulation im
Krankenhaus wegen PAVK behandelter Patienten im Stadium Ilb und Il stehen dazu im
Vergleich im Jahr 2007 65,4 % mannliche Patienten und 34,6 % weibliche Patienten im
Jahr 2007 (Malyar et al.,, 2013). Aufgrund der kleinen Patientenzahl bildet die
Altersverteilung die Gesamtpopulation nur unzureichend ab.

In der vorliegenden Datenlage waren 11 Patienten tber 60 Jahre alt (39,3 %) und nur
zwei Patienten uber 75 Jahre (7,1 %), im Vergleich dazu bei allen wegen einer PAVK
hospitalisierten Patienten 2007 mit PAVK St IIb und 11l 83,3 % tber 60 Jahre und 37,6 %
Uber 75 Jahre (Malyar et al., 2013). Das deutlich jliingere Patientengut begriindet sich in
der vorliegenden Erhebung daraus, dass vor allem altere Patienten nicht dazu bereit
waren, an der Studie teilzunehmen, da es notwendig war, nach dem stationdren
Aufenthalt mehrere ambulante Wiedervorstellungstermine wahrzunehmen.

Die Motivation der Patienten war ein stetiges Problem. Die sehr schwierige
Patientenklientel war unzuverlassig und nur mit viel Zuspruch zu motivieren, die Termine
nach dem stationdren Aufenthalt wahrzunehmen. Bei den OP-Patienten erfolgten die
Blutentnahmen am Tag vor der OP (-1), am Tag nach der OP (+1) und am 7. Tag in
aller Regel im Krankenhaus, sodass danach nur noch zwei Termine zur
Wiedervorstellung nétig waren. Bei den PTA-Patienten erfolgten dagegen in aller Regel
nur die ersten beiden Blutentnahmen im Krankenhaus, da nach der PTA nur ein kurzer
stationarer Aufenthalt notwendig ist. Folglich mussten diese Patienten zu drei weiteren
Vorstellungen motiviert werden. Dies ist eine mogliche Erklarung fir die hoéhere
Abbruchrate in der PTA-Gruppe. Von 25 rekrutierten Patienten in der PTA-Gruppe
brachen 11 Patienten die Studie vorzeitig ab, wahrend in der OP-Gruppe nur vier von 18

rekrutierten Patienten die Studie abbrachen.

5.2 Risikofaktoren und Komorbiditéat

Bei den vorliegenden Patienten hatten 28,6 % der Patienten einen Diabetes mellitus.
Diese Zahl ist vergleichbar mit der Gesamtpopulation von 29,1 % (Malyar et al., 2013)
bei PAVK Patienten mit Stadium Ilb und Ill nach Fontaine. Die vorliegende Zahl an
Patienten mit einer KHK war dagegen etwas geringer mit 25 % im Vergleich zu 35,7 %
in der Gesamtpopulation von Patienten im Stadium Ilb und lll nach Fontaine (Malyar et
al., 2013). Die vorliegende Zahl an Patienten mit Niereninsuffizienz war mit 3,6 %
deutlich geringer im Vergleich zu 20,7 % (Malyar et al., 2013), was sich sicher daraus
erklart, dass gerade diese Patienten durch ihre dreimal wdchentliche Dialyse keine

Zustimmung Uber eine Teilnahme an einer Studie gegeben haben.
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In den vorliegenden Daten zeigten sich 21,4% Patienten mit einer
Fettstoffwechselstérung, im Vergleich dazu gab die getABI Studie (Diehm et al., 2004)
mit 47,2 % Uber das Doppelte an. Die Zahl der Raucher war mit 21,4 %, im vorliegenden
Patientengut, zu 15,9 % in der getABI Studie (Diehm et al., 2004) vergleichbar.

2007 erfolgten in deutschen Krankenhausern 66 212 (69 %) reine PTA der Becken- und
Oberschenkeletage und 29 215 (31 %) PTA mit Stentimplantation im Bereich der
Becken- und Oberschenkeletage (Eckstein et al., 2014), wohingegen in der vorliegenden
Erhebung 36 % reine PTA der Becken- und Oberschenkeletage und 64 % PTA mit
Stentimplantation im Bereich der Becken und Oberschenkeletage erfolgten. 2007
erfolgten in deutschen Krankenh&ausern 12551 (31 %) supragenuale Bypasse und
27 331 (69 %) Thrombendarteriektomien der AFC und APF (Eckstein et al., 2014),
wohingegen in den vorliegenden Daten 64 % supragenuale Bypasse und 36 % TEA der
Arteria femoralis communis und Arteria profunda femoris erfolgten. Die Verteilung der
vorliegenden Eingriffe zeigt also ein deutlich anderes Bild als die Verteilung der Eingriffe
im Gebiet der Bundesrepublik zum gleichen Zeitpunkt. Damit spiegelt die vorliegende
kleine Datenerhebung die Gesamtpopulation nicht adaquat wider. Vermutlich ist die Zahl
der Patienten zu klein, um eine ahnliche Verteilung abzubilden.

Die Daten der Framingham Studie zeigten, dass 20 % der PAVK-Patienten Diabetiker
sind (Murabito et al., 1997). Das vorliegende Patientengut zeigte einen Prozentsatz an
Diabetikern mit 28,6 %. Bei 62 % der Patienten mit relevanter PAVK besteht eine KHK
(Cho etal., 2015). In den Daten der Framingham Studie zeigten sich 34 % der Patienten
mit KHK (Murabito et al., 1997). In der vorliegenden Erhebung betrug die Komorbiditat
an KHK dagegen nur 25 % insgesamt. 11 % aller wegen einer PAVK Stadium llb und llI
nach Fontaine in Deutschland hospitalisierten Patienten zeigten 2009 eine chronische
Niereninsuffizienz (alle Stadien) (Liders et al., 2017). In der vorliegenden Untersuchung
zeigten sich allerdings nur 3,6 % der Patienten in diesen Stadien mit einer
Niereninsuffizienz. Eine Ursache der geringeren Anzahl an niereninsuffizienten
Patienten kénnte sein, dass Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz keine Zusage
gegeben haben, da sie durch die dreimal wdchentliche Dialyse schon zeitlich gebunden
waren und fur Wiedervorstellungstermine keine Zeit gehabt héatten. 671 Patienten mit
PAVK in einer Studie in Deutschland zeigten in 75,5 % eine HLP und in 45 % aktiven
Nikotinabusus (Kréger et al., 2010). Dagegen bestand in der vorliegenden Untersuchung
bei 21,4% ene HLP und bei 64% aktiver Nikotinabusus. Die
Hyperlipoproteinamiegrenzen waren aber in der Vergleichsstudie niedriger gewabhlt als
in der vorliegenden Erhebung, was vermutlich zu den héheren Werten fuhrt. Die Zahl an
aktiven Rauchern war fast vergleichbar. Unter Umsténden ist das relativ junge Kollektiv

eine Erklarung fur die etwas héhere Anzahl.
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Die Risikofaktoren fiir Arteriosklerose erhéhen auch das Risiko fir eine Restenosierung
nach PTA, Stent und Operation. Bei der Durchfihrung einer Thrombendarteriektomie
und auch bei relevanter Arteriosklerose im angestrebten Anastomosenbereich bei einer
Bypassimplantation wird der Plaque in der Media (Adventitia nahe) ausgeschalt.
Dadurch fehlt danach aber auch das Endothel und der Kérper reagiert auf die Verletzung
(,response to injury®). Im Gegensatz hierzu verbleibt bei PTA und Stent der Plaque mit
dem Endothel im Gefal3, wird aber durch die Dehnung verletzt. Bereits 1984 wurde die
Restenosierung nach Koronarangioplastie bei Diabetikern aufgezeigt (Holmes et al.,
1984). Im Rahmen des Berichtes der National Heart, Lung, and Blood Institute
Angioplasty Registry zeigten 47 % der Diabetiker, aber nur 32 % der Nichtdiabetiker,
eine Restenose nach Koronarangioplastie (Holmes et al., 1984). Im Bereich der Arteria
poplitea zeigt sich nach Intervention bei Diabetikern eine schlechtere Offenheitsrate
(Laxdal et al., 2004). Auch in der vorliegenden Untersuchung zeigt sich die
Restenoserate bei Diabetikern erhdht. Bei 4 (67 %) von 6 Diabetikern in der PTA-Gruppe
kam es zur Restenose, aber nur bei 4 (50 %) von 8 Nichtdiabetikern. HLP und
Nikotinabusus flihren ebenso zu erhdhter Restenosierungsrate, zum Beispiel nach
Carotisendarteriektomie (Hudorovic et al., 2010). Auch in der vorliegenden Studie
entwickelten immerhin 80 % der Patienten mit HLP und 64 % der Raucher eine

Restenose.

5.3 Entziindungsmarker im Serum

Die CRP steigt nach PTA und nach Stentimplantation an (Schillinger et al., 2002a). Dies
konnte in geringem MalR3e auch in der vorliegenden Untersuchung nachgewiesen werden
(Abb. 3A) Auch im Rahmen von kardiovaskularen Operationen kommt es zum deutlichen
postoperativen Anstieg der CRP, z. B. bei koronarer Bypassimplantation (Aouifi et al.,
1999). Dies ist auch in den eigenen Ergebnissen nach operativem Eingriff zu sehen
(Abb. 3B). Das Fibrinogen steigt im Rahmen von PTA und Stentimplantation an
(Schillinger et al., 2002b). Dies war auch in der vorliegenden Erhebung in geringem
Mafe zu sehen (Abb. 4A).

Ebenso kommt es nach Operationen zum Fibrinogenanstieg, welcher nach
GeféalRoperation ausgepragt sein kann (Blessing et al., 2003). Es kommt nach
Bypassoperation durch die operationsbedingte  Endothellasion zu einer
prokoagulatorischen Aktivierung mit UberschieRender Fibrinogenproduktion (Blessing et
al., 2003). Auch in der vorliegenden Datenerhebung sah man erhthte postoperative
Fibrinogenspiegel, aber nur in gering héherem Mal3e als nach Intervention (Abb. 4B).

Die BSR zeigt nach Koronarvenenbypéassen einen deutlichen Anstieg (Weber et al.,
2001). Auch in der vorliegenden Erhebung zeigte sich nach Operation ein Anstieg der

BSR (Abb. 5B). Nur ein geringer Anstieg war nach Intervention zu verzeichnen (Abb.

43



5 Diskussion

5A). Ursachlich fur den deutlicheren Anstieg der BSR nach Operation, im Vergleich zur
Intervention, ist vermutlich der héhere Entziindungsreiz und das grof3ere Trauma nach
einer Operation im Vergleich zu einer Intervention.

Ein Zusammenhang zwischen den hoheren Spiegeln von CRP, Fibrinogen und BSR
und dem grofReren Trauma fur das Gefal? im Rahmen einer Operation im Vergleich zur
Intervention (PTA) ist anzunehmen.

4-12 h nach Operationen an der Aorta zeigt sich der Gipfel des Anstiegs von IL 6 mit
> 100 pg/ml bei Patienten ohne nachfolgende Infektion (Baigrie et al., 1992). In der
vorliegenden Arbeit zeigten sich die IL-6-Spiegel in der Operationsgruppe am Gipfel
geringer (Abb. 6B), entweder da die Blutenthahmen im Vergleich spater, erst am 1.
postoperativen Tag (12—24 h nach Operation) erfolgten, oder da die Eingriffe nur an der
Arteria femoralis, bzw. Arteria poplitea erfolgten und nicht an der Aorta. Die Hohe des
IL-6 Anstieges ist auch von der Dauer der Operation abhangig (Shenkin et al., 1989).
IL-6 steigt nach verschiedenen Eingriffen unterschiedlich stark an (GeféafRoperation >
abdomineller Eingriff > orthopadische Operation) (Spies et al., 2002). Die Héhe des IL-6-
Spiegels ist auch abhéngig vom Ausmald der Gewebeschadigung (Cruickshank et al.,
1990). Ebenso ist IL-6 nach offener Aneurysmaversorgung (Aneurysma =
Schlagaderaufweitung) deutlich mehr erhoht als nach endovaskulédrer Versorgung
(@degard et al., 2000). Dies konnte erklaren, warum in den vorliegenden Daten die
Spiegel nach PTA geringer waren als nach Operation (Abb. 6).

Ein operatives Trauma fuhrt zum Anstieg von CCL2. So wurde bei Ratten nach
Laparotomie ein signifikant erhdhter CCL2-Spiegel nachgewiesen (Kotzampassi et al.,
2009). Nach Implantation eines Venenbypasses bei Ratten kommt es zur
Hochregulierung von CCL2 und nachfolgender Ausbildung von Intimahyperplasie (Stark
et al., 1997). Nach PTCA kommt es zur Erhéhung des CCL2-Spiegels (Cipollone et al.,
2001). In der vorliegenden Untersuchung kam es zu Beginn dagegen zu einem
CCL2-Abfall, sowohl nach OP als auch PTA/Stent, mit anschlieRender Normalisierung
der Werte (Abb. 8).

Im Rahmen von Transplantationen kommt es zur Erhéhung von CCL3, CCL4 und
CXCL9 (Shimizu and Mitchell, 2003, 2008). Beteiligung am Transplantatversagen im
Sinne einer transplantatassoziierten Arteriosklerose wurde in diesem Rahmen bereits
nachgewiesen (Shimizu and Mitchell, 2003, 2008). In den vorliegenden Daten war das
Ergebnis dagegen in den Gruppen PTA und OP unterschiedlich hinsichtlich der CCL3-
Spiegel. In der PTA-Gruppe gab es bei 2 Patienten einen leichten Anstieg des CCL3, in
der OP-Gruppe zu Beginn einen Abfall und spéter einen Anstieg (Abb. 9).

BOADA zeigte nach aortokoronarer Venenbypassoperation (ACVB) einen ziigigen

Anstieg in den ersten 5 Stunden von CCL4 und einen anschlieRenden raschen Abfall
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(Boada, 2014). In den vorliegenden Daten sieht man zwar anfanglich einen Anstieg der
CCL4 Werte nach PTA, aber dagegen einen minimalen Abfall nach Operation (Abb. 8).

CCL7 spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung der Arteriosklerose und
Restenosierung. Bei Ratten kommt es nach Carotis Angioplastie zum Anstieg des CCL7
(Wang et al., 2000). Es zeigt sich in einer Erhebung von BOADA nach ACVB eine
Erhéhung der CCL7-Spiegel postoperativ (Boada, 2014). In den vorliegenden Daten sah
man in beiden Gruppen keine eindeutigen Trends (Abb. 10).

BAIGRIE wies erhohte IL-1B-Spiegel nach Aortenchirurgie, nicht aber nach
Hernieoperationen (Baigrie et al., 1992). In der vorliegenden Untersuchung waren bei
der Bestimmung der IL-1B-Spiegel kaum Anderungen der Konzentration nachzuweisen
bzw. blieben bei den meisten Patienten die Werte unter dem nachweisbaren Spiegel der
verwendeten Methode.

BAIGRIE konnte nach Aortenchirurgie keine Erhohung der TNF-la-Spiegel
nachweisen (Baigrie et al., 1992). Ebenso konnte man in den vorliegenden Daten keine
Erhéhung des TNF-1a sehen bzw. blieben bei den meisten Patienten die Werte unter
dem nachweisbaren Spiegel der verwendeten Methode.

CXCL9 ist nach kardiochirurgischen Eingriffen erhéht und fuhrt zur Neointimabildung
und Restenosierung nach Herztransplantation (Yun et al., 2002). Bei den CXCL9-
Spiegeln in der vorliegenden Erhebung waren dagegen kaum Anderungen der
Konzentration nachzuweisen bzw. blieben bei den meisten Patienten die Werte unter

dem nachweisbaren Spiegel der verwendeten Methode.

5.4 Entziindungsmarker und Restenose

Hohere CRP-Level im Rahmen einer PTA sprechen fir eine hdhere inflammatorische
Aktivitdt, welche wiederum zu einem hypertrophen vaskularen Remodeling und
exzessiver Neointimabildung fuhren. Allerdings konnten bisher keine Aussagen zu
kritischen CRP-Leveln im Rahmen des Restenoserisikos gemacht werden (Schillinger
and Minar, 2005). In der vorliegenden Erhebung sah man einen Trend zu hdéherem
Anstieg der CRP bei Patienten nach der PTA, welche spater eine Restenose
entwickelten (Abb. 15).

Ein prainterventionell erhdhter Fibrinogenspiegel war in anderen Studien ein Pradiktor
fur spatere Restenose, dagegen spielte der postinterventionelle Spiegel keine Rolle fur
das Outcome (Schillinger et al., 2002b). In den vorliegenden Daten zeigte sich
hinsichtlich der Fibrinogenausgangsspiegel bei Patienten mit Intervention mit und ohne
nachfolgende Stenose kein Unterschied (Abb. 17).

Bei Patienten, die eine Dysfunktion ihres ACVB erleiden, ist die BSR hdher als bei
Patienten ohne spéteres Bypassversagen (Weber et al.,, 2001). In den vorliegenden

Daten zeigten sich dagegen sowohl die Patienten mit Intervention als auch Operation
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bei spaterer Stenose mit geringeren BSR-Werten als Patienten ohne spatere Stenose
(Abb. 19 und Abb. 20).

In einer Studie von ARAUJO et al. zeigten sich nach femoraler Angioplastie erhéhte
Level von IL-6 und TNF-q, allerdings zeigte sich kein Zusammenhang zwischen Anstieg
und Restenosierung (Araujo et al., 2015). Ebenso wurde in einer Studie von PARMAR
et al. gezeigt, dass die Level von IL-6 und TNF-a nach PTA mehr steigen als nach reiner
Angiographie (nur Darstellung des GefalRes mit Kontrastmittel), aber Kkein
Zusammenhang zwischen den erhdhten Spiegeln und einer Restenose besteht (Parmar
et al., 2009). In den vorliegenden Daten zeigt sich zwar anfangs bei PTA-Patienten mit
spaterer Restenose ein htheres IL-6, wiederum aber bei dem OP-Patienten mit spaterer
Restenose ein geringerer IL-6-Spiegel als bei den OP-Patienten ohne spatere
Restenose (Abb. 21 und Abb. 22).

Bei Patienten, die nach PTCA einen tber 2 Wochen erhéhten CCL2-Spiegel zeigen, ist
die Rate an Restenosen erhtht (Cipollone et al., 2001). Im vorliegenden Datengut zeigt
sich bei Patienten, ob mit oder ohne spatere Restenose nach OP und PTA, kein
deutlicher Anstieg zu Beginn (Abb. 23).

CCL3 ist ein prognostischer Faktor fur zukilnftige kardiale Ereignisse nach akutem
Myokardinfarkt (de Jager et al., 2008). In den vorliegenden Daten sieht man bei PTA-
Patienten mit spaterer Restenose ebenso einen anfanglich erhéhten CCL3-Spiegel, im
Vergleich zu keiner Anderung bei Patienten nach PTA ohne spéatere Restenose (Abb.
25). Dies zeigte sich bei dem OP-Patienten mit spaterer Restenose aber nicht, wo es
zum anfénglichen Abfall der CCL3-Spiegel kam (Abb. 26).

Der Rezeptor CCR5 bindet sowohl CCL4 (Raport et al., 1996) als auch CCLS8
(D’Ambrosio et al., 2003). CCR5 vermittelt die Neointimabildung und damit den Beginn
der Restenosierung in aortokoronaren Venenbypassen (Maguire et al., 2014). Das legt
die Vermutung nahe, dass hohe CCL4- und hohe CCL8-Spiegel nach
gefal3chirurgischen Eingriffen und Interventionen ebenfalls mit beschleunigter
Restenose einhergehen. Die vorliegenden Daten konnten dies aber nicht belegen (Abb.
27). Bei den Patienten zeigte sich bei spaterer Restenose nach PTA eher ein Abfall der
CCL4-Werte. Der CCL8-Spiegel zeigte keine relevanten Veranderungen bei Patienten
mit spaterer Restenose nach PTA oder Operation (Abb. 30 und Abb. 31).

CCL7 ist mitverantwortlich fur die Neointimabildung und Proliferation der glatten
Muskelzellen im Rahmen der Restenose (Maddaluno et al., 2011). Die eigenen Daten
zeigten beim CCL7-Spiegel kaum Veranderungen nach PTA und OP, nur der Patient,
der operiert wurde und spater eine Restenose bekam, zeigte einen spaten Anstieg des
CCL7-Spiegels am 90. Tag (Abb. 28 und Abb. 29).
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5.5 QC-Aktivitat

Die QC und das isoQC sind relevante Bestandteile der Proteinreifung von sekretorisch
aktiven Zellen. Sie beeinflussen die Reifung von Proteinen und Peptiden durch Katalyse
der Pyroglutamatbildung aus Glutaminylresten an deren N-Termini (Pohl et al., 1991,
Bdockers et al., 1995). Der Pyroglutamatrest verleiht Stabilitat, trdgt bei manchen
Peptiden aber auch zur Bioaktivitat bei (Awade et al., 1994; Cynis et al., 2011). lhre
Funktion ist z.B. die posttranslationale Modifikation einer Reihe wichtiger
Schlisselmediatoren inflammatorischer Reaktionen, unter anderem CRP und CCL2.
Beide weisen einen Pyroglutamatrest auf, welcher vor dem Abbau durch
Aminopeptidasen schitzt und durch welchen sie ihre biologische Aktivitat erhalten.
Insbesondere die Golgi-lokalisierte Isoform der QC ist fur die Reifung von CCL2
verantwortlich (Cynis et al., 2011). Dieses Chemokin lockt Monozyten in entziindetes
Gewebe (Lu et al., 1998). Diese Chemotaxis ist ein Prozess, welcher im Rahmen
verschiedener Erkrankungen eine Rolle spielt (Gosling et al., 1999; Mahad and
Ransohoff, 2003; Bhatia et al., 2005).

Analysiert wurden die Serum-QC-Aktivitat und Entzindungsparameter bei Patienten,
welche sich zwei verschiedenen Arten eines GefalReingriffs unterzogen. Die
vorliegenden Daten deuten an, dass die Anderung der QC-Aktivitat unabhangig von der
Art der Therapie im Median um bis zu 25 % fur mindestens 90 Tage erhdht ist (Abb. 14).
Eine Erhohung der QC nach gefalichirurgischen Therapien wurde bisher noch nicht
untersucht. Die Erhéhung der QC Expression wurde bisher in Gehirnen von Patienten
mit Morbus Alzheimer (Schilling et al., 2008b), in peripheren mononuklearen Blutzellen
(PBMC) von Patienten mit aktiver rheumatoider Arthritis (Batliwalla et al., 2005) und auch
bei papillaren Schilddrisenkarzinomen (da Silveira Mitteldorf et al.,, 2011)
nachgewiesen. Dabei scheint die Hochregulation der QC generell mit krankhaften
Storungen des normalen Gleichgewichtes assoziiert zu sein. In der vorliegenden
Pilotstudie wurden die erhdhten QC-Spiegel durch ein chirurgisches bzw. durch ein
interventionelles Trauma anstatt durch eine bestimmte Erkrankung hervorgerufen, was
die Induktion durch eine akute Entziindungsreaktion nahelegt. Es hat sich zum Beispiel
gezeigt, dass die QC auch durch bakterielle Lipopolysaccharide stimuliert werden kann
(Chikuma et al., 2004). Es wurde auch gezeigt, dass verschiedene Substrate der QCs
eine Schlisselrolle bei der Entziindung spielen, wie zum Beispiel CCL2 (Gerard and
Rollins, 2001) und das CRP (Deban et al., 2009).

Eine Verletzung des Endothels fihrt zu Atherosklerose, somit ist auch nach einer
Operation und PTA, welche auch zu einem Trauma fuhren, eine erneute Induktion der
Entwicklung der Arteriosklerose gegeben (Meyne, 2003). Auch die PTA flhrt letztlich zur
Endotheldysfunktion (Weidinger et al., 1990).
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Der beobachtete Zeitverlauf der QC-Aktivitat spiegelte sich nicht in der Konzentration
der im Blut zirkulierenden QC-Substrate wider. Zumindest innerhalb der OP-Gruppe folgt
der Anstieg der Induktion der APR. Trotz einer schnellen Normalisierung der
Entziindungsparameter, widergespiegelt durch einen Abfall der CRP- und IL-6-Spiegel,
stieg die QC-Aktivitat weiter und blieb wahrend des Studienverlaufes erhoht. Zusatzlich
gab es in der PTA-Gruppe eine geringer ausgepragte APR als in der OP-Gruppe.
Trotzdem stieg auch die QC-Aktivitat einen Tag nach der Intervention an. SchlieBlich
zeigten Pyroglutamat modifizierte Chemokine wie CCL2 und CCL8 sogar einen leicht
verminderten Spiegel kurz nach dem Eingriff und demzufolge einen entgegengesetzten
Zeitverlauf zur QC.

Die angewendete Analysemethode unterscheidet nicht zwischen den zwei bekannten
QC-Isoenzymen (QC und isoQC), da diese eine nahezu identische Substratspezifitat
aufweisen, sich aber in ihrer subzelluldren Lokalisation unterscheiden (Cynis et al., 2008;
Stephan et al., 2009). Die QC wird Uber sekretorische Vesikel des Golgi-Apparates
sezerniert, wo sie mit Substraten kolokalisiert ist (Bdckers et al., 1995). Im Gegensatz
dazu wurde die isoQC als ein auf dem Golgi-Komplex befindliches Enzym identifiziert
(Cynis et al., 2008). Obwohl der Spiegel des QC im Serum unter normalen Umstanden
ausschlie3lich auf die QC zurickzufuhren ist (Schilling et al.,, 2011), kénnte der
beobachtete Anstieg der QC-Aktivitat im Serum entweder als Ergebnis einer starkeren
Sekretion der QC durch den Entziindungsreiz resultieren oder durch die Freisetzung von
intrazellularer isoQC aus beschadigten Zellen. In diesem Zusammenhang wird die
Freisetzung von intrazellularen Enzymen héaufig flir die Diagnostik in der taglichen
Laborpraxis genutzt. So weist z. B. die Erhéhung der y-Glutamyl-Transferase auf einen
Leberschaden (Dufour et al., 2000) hin und Troponin-T wird fur die Diagnose des
Herzinfarktes genutzt (Katus et al., 1991). Dennoch, da die isoQC Uberall exprimiert wird,
konnte sie vielleicht kein geeigneter Marker fur unterschiedliches Organversagen sein.
Zusatzlich werden weitere Studien bendétigt, um die Isoform zu identifizieren, welche die
Hochregulation der QC-Aktivitat im Serum verursacht. Uberraschenderweise war die
Aktivitat wahrend des Beobachtungszeitraums von 90 Tagen bei Patienten, welche sich
mit Restenose des intervenierten Segmentes wieder vorstellten, im Vergleich zu
Patienten ohne Stenose erhoht (Abb. 32). Dieser Effekt war unabhangig von der
Implantation eines Stents.

CCL2 wird durch Endothelzellen und Zellen der glatten Muskulatur eines Gefaldes, auf
einen chemischen oder mechanischen Stimulus hin, sezerniert (Sheikine and Hansson,
2004). Wahrend die chemische Stimulation durch modifizierte Lipidmolekule eine Rolle
bei der Entstehung von Arteriosklerose spielt, kommt es bei gefaf3chirurgischen

Eingriffen zur mechanischen Schadigung (Usui et al., 2002). Es wurde bereits gezeigt,
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dass die Spiegel des QC-Substrates CCL2 mit dem Auftreten von Restenosen bei
Patienten, welche sich einer PTCA unterziehen, korreliert (Cipollone et al., 2001). Dabei
verleitet es zu der Spekulation tber eine Beziehung zwischen den erhdhten QC-
Spiegeln im Blut und moglichen Restenose Ereignissen, welche moglicherweise mit
Entzindung der betroffenen GefaRabschnitte verbunden sind. Es wurde gezeigt, dass
die Restenose von Entziindungsmolekiilen wie CCL2 abhangt, welche zur Infiltration
von Immunzellen und Migration von glatten Muskelzellen flihren (Kitamoto et al., 2003).
Da dieser Prozess innerhalb der Gefallabschnitte stattfindet, ist ein erhohtes
Zytokinprofil bei den betroffenen Patienten keine zwingende Voraussetzung.

Der exakte Vorgang und die Beteiligung der QC im Rahmen der Restenose bedirfen
weiterer Aufklarung. In dieser Hinsicht verfligt diese Studie nur Gber eine begrenzte Zahl
zu Grunde liegender Patienten pro Gruppe. Daher werden Folgestudien vorgeschlagen,
um eine grélRere Zahl von Patienten zur Bestatigung der erhaltenen Daten
einzuschlieRen. Entscheidend wird hier auch sein, das Auftreten der Restenosen besser
zu objektivieren und die Patienten nicht erst bei wiederauftretenden Beschwerden zu
registrieren, sondern bereits auf asymptomatische Restenosierung hin zu untersuchen.
Auch missen homogenere Gruppen hinsichtlich der Komorbiditaten gebildet werden.
Eine weiterfihrende Untersuchung misste auch zeigen, welche der beiden Isoformen
die QC-Erh6hung verursacht. Letztlich legen die vorliegenden Ergebnisse eine Rolle der
QC fir Restenosen nahe. QC kdnnte als einfacher Serum-Biomarker fir die Vorhersage
von Restenoseereignissen bei solchen Patienten geeignet sein. Die betreffenden
Patienten kénnten beim Vorliegen einer erhdhten QC-Aktivitat einer engmaschigeren
Kontrolle zugefiihrt werden. Eine Entwicklung von Inhibitoren der QC zur Behandlung
anderer Erkrankungen wird zurzeit bereits angestrebt (Buchholz et al., 2006; Hielscher-
Michael, 2017; Hoffmann et al., 2017; Koch et al., 2012; Lues et al., 2015; Scheltens et
al., 2018). Im Mausmodell (ApoE3*-Leiden Mause) konnte bereits der lindernde Effekt
von QC-Inhibitoren auf die Pathologie der Arteriosklerose im Rahmen einer Cuff-
induzierten und durch fettreiche Fitterung indizierten Arteriosklerose gezeigt werden
(Cynis et al., 2011). So konnte, so die Hoffnung, in der Zukunft die Gabe von QC-
Inhibitoren bei erhéhter Aktivitdt auch das Risiko der Entwicklung von Restenosen beim

Menschen verringern.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden im St. Elisabeth und St. Barbara Krankenhaus
Halle (Saale) 28 Patienten in eine Pilotstudie eingeschlossen. Die Daten wurden im
Rahmen einer prospektiven Kohortenstudie erhoben.

Das Ziel der Arbeit war die Darstellung der Verdnderung der QC-Aktivitat nach 2 Arten
von Gefaleingriffen. Der zeitliche Verlauf der QC-Aktivitat und weiterer Mediatoren
wurde Uber einen Zeitraum von 90 Tagen untersucht und die Restenoseereignisse der
eingeschlossenen Patienten Uber einen Zeitraum von 1100 Tagen erfasst.

Um das Potential der QCs im Serum als Pradiktor der Restenoserate zu untersuchen,
wurden die QC-Aktivitat und verschiedene QC-Substrate bei 14 Patienten nach
gefalRchirurgischem Eingriff (Bypass und/oder Thrombendarteriektomie = OP-Gruppe)
und 14 Patienten nach minimalinvasiver perkutaner transluminaler Angioplastie (PTA
und/oder Stentimplantation = PTA-Gruppe) analysiert. Das mittlere Alter der Patienten
betrug 59 * 9,1 Jahre, mit 23 mannlichen und 5 weiblichen Patienten. Ein Teil der in der
Arbeit untersuchten Immunmarker sind Substrate der QC (CRP, CCL2, CCL7 und CCL38)
bei welchen der N-terminale Glutamin-Rest durch die QC modifiziert wird, die Reifung
weiterer untersuchter Marker (CCL3, CCL4, CXCL9, IL-6, TNF-1a und IL-1B) sind nicht
von der Katalyse durch die QC abhé&ngig. Zusétzlich wurden die Entzindungsparameter
CRP, BSR und Fibrinogen im Blut bestimmt und die zu Arteriosklerose fiihrenden
Risikofaktoren Diabetes mellitus, KHK, HLP und Nikotinabusus erfasst. Patienten mit
floriden Entziindungen wurden ausgeschlossen.

In der Studie konnte gezeigt werden, dass die QC-Aktivitat postinterventionell und
postoperativ fir mindestens 90 Tage erhéht im Serum bestimmt werden kann, obwohl
sich die klassischen Marker der APR innerhalb des Messzeitraums bereits normalisiert
haben. Eine erhohte QC-Aktivitdit scheint mit einer erhéhten Rate an
Wiederverschliissen behandelter Gefalisegmente im Zusammenhang zu stehen. Im
Hinblick auf die zentrale Rolle der QCs bei entziindlichen Erkrankungen kénnte diese
Arbeit eine erste Begrindung fur den hier beschriebenen Anstieg der QC-Aktivitaten bei
solchen Patienten liefern. Die QC-Aktivitdt konnte somit pradiktiven Wert fir das
Auftreten einer Restenose haben. Weitere Arbeiten mit hoheren Patientenzahlen
missen erfolgen, um diesen Zusammenhang zu beweisen. Des Weiteren ist auch die
exakte Bestimmung der dann zirkulierenden QC-Isoform fiir die weitere Entwicklung
eines einfachen Schnelltests, z. B. in Form eines ELISA, von grol3er Bedeutung.
Letztlich konnte die Entwicklung von Inhibitoren der QC bei erhdhter Aktivitat auch das

Risiko der Entwicklung von Restenosen verringern.
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8 Thesen

8 Thesen

1. Mehr Patienten nach Intervention als nach Operation erleiden eine Restenose. Die

Restenose tritt bei Patienten nach Intervention eher auf als nach Operation.

2. Nach Gefaleingriff kommt es zur Akuten-Phase-Reaktion, bei der die BSR, CRP,
Fibrinogen und die Ausschittung von Zytokinen beim Fortschreiten der Arteriosklerose

eine wichtige Rolle spielen.

3. CRP, Fibrinogen, BSR und IL-6 steigen nach Gefal3eingriff an; dabei mehr nach
Operation als nach Intervention.
Von den untersuchten Mediatoren konnte fir die CRP eine Korrelation mit

Restenoseereignissen bestatigt werden.

4. Chemokine spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung der Arteriosklerose und

bei der Restenosierung bereits behandelter Gefalabschnitte.

5. Die Spiegel von CCL 2, CCL 8, CCL 3, CCL 4 zeigen einen unterschiedlichen
Verlauf nach GefaReingriff mit teilweise hoher Varianz in den Gruppen. IL-1B,

TNF-1a und CXCL9 zeigen kaum Veranderung der Spiegel nach Gefaleingriff.

6. Durch das Enzym Glutaminylcyclase (QC) werden N—terminales Glutamin und
Glutamatreste zyklisiert. Das entstehende Pyrogutamat weist Stabilitdit gegen Abbau
auf. Einige Chemokine, welche bei der Entstehung von Arteriosklerose und Restenose

eine relevante Rolle spielen, sind in der Katalyse abhangig von der QC.

7. Der Spiegel der QC steht im Zusammenhang mit entziuindlichen Erkrankungen.

8. Sowohl die Setzung eines Stents als auch die Implantation eines Bypasses Uben

auf die QC-Aktivitat einen hoheren Reiz als die reine PTA bzw. TEA aus.

9. Die QC-Aktivitat, gemessen vom Ausgangslevel jedes einzelnen Patienten, bleibt
nach PTA bei Patienten mit spéaterer Restenose Uber lange Zeit (90 Tage) erhdht,
wahrend sich die anderen Mediatoren der Akute-Phase-Reaktion bereits normalisiert
haben. Damit kdnnte die QC-Aktivitat als pradiktiver Marker nach GefaRReingriffen

dienen.
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8 Thesen

10. Die Zahl der untersuchten Patienten und die Inhomogenitat in der vorliegenden
Untersuchung ist zu gering, um statistisch signifikante Ergebnisse zu liefern. Eine Studie
mit grolReren Patientenzahlen muss folgen, um die Vermutungen zu bestatigen, die QC
als pradiktiven Marker nutzen zu kénnen. Auch die derzeitige Entwicklung von QC-
Inhibitoren kénnte bei der Vermeidung der Restenosierung nach GefalReingriffen eine

Rolle spielen.
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9 Anhange

9 Anhange

Pat.-
Nr.

PTA-Patienten

1

10
11

12
13

14
15
16
17
18
19

20

21

22

23

24
25

PAVK
Stadium

llb

b

b

l1b

b
1]

lb

l1b
b

b
lb

l1b
lb

b
lb
lb
b
lb
l1b

b

b

lb

l1b

lb
b

Therapie Restenose
nach

PTA AIE 1034
Tagen

PTA AIE

Stent in AFS 203 Tagen

Stent AIE und PTA 133 Tagen

AFS

Eingriff nicht

durchgefihrt

Stent AlIE 433 Tagen

PTA AIE und AIC

Stent AIE 945 Tagen

PTA AFS

Stent AIE

Stent AIC

PTA AFS 896 Tagen

PTA AFS

PTA AFS

PTA bds AIC

Stent AIC und PTA

AFS

PTA AFS

Stent AIE und AIE 426 Tagen

Stent AIE 98 Tagen

Stent AIE
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Bemerkung

nach einer Blutenthahme
Zustimmung zuriickgezogen

nach einer Blutentnahme
Zustimmung zurtickgezogen

nach vier Blutentnahmen
Zustimmung zurtickgezogen

nach zwei Blutentnahmen
Zustimmung zuriickgezogen

nach zwei Blutentnahmen
Zustimmung zuriickgezogen (bei
neuer Krebserkrankung)

nach einer Blutenthahme
Zustimmung zurtickgezogen

nach einer Blutenthnahme
Zustimmung zurtickgezogen

nach zwei Blutentnahmen
Zustimmung zuriickgezogen

nach drei Blutentnahmen schwerer
Myokardinfakt, deswegen
Zustimmung zurtickgezogen

nach zwei Blutentnahmen
Zustimmung zurtickgezogen



9 Anhange

Pat.- PAVK Therapie Restenose Bemerkung
Nr. Stadium nach
OP-Patienten
1 lIb fempop P1 Bypass
2 1] fempop P1 Bypass
3 lb TEA und Patch
femoral
4 l1b TEA und Patch 821 Tagen
femoral
5 IIb TEA und Patch
femoral
6 1] fempop P1 Bypass
7 lIb fempop P1 Bypass
8 lIb nach 1 Blutentnahme Zustimmung
zuriickgezogen
9 11 fempop P1 Bypass
10 lIb fempop P2 Bypass
11 lIb femfem crossover
Bypass
12 b femfem crossover
Bypass
13 11 fempop P1 Bypass nach drei Blutentnahmen
Zustimmung zurtickgezogen
14 lIb fempop P1 Bypass nach drei Blutentnahmen entfallen,
stationar in anderem KH wegen
neuem Prostatakarzinom
15 b TEA und Patch nach vier Blutentnahmen
femoral Zustimmung zurtickgezogen
16 IIb TEA und Patch
femoral
17 lIb fempop P2 Bypass
18 b TEA und Patch

femoral
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