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Arbeitshypothese und Fragestellung

1. Existenz eines VALT in der Intima der A. mammaria

interna?

In unserer Arbeitsgruppe wurde in den letzten Jahren die ,autoimmunologische®
Hypothese flur die Entstehung der Atherosklerose entwickelt. Es konnte gezeigt
werden, dass sich im frGhen Stadium der Atherogenese entzundlich-
immunologische Reaktionen in der Intima an jenen Bezirken abspielen, die
einem vermehrten hamodynamischen Stress ausgesetzt sind. In diesen
Bezirken wurden Ansammlungen von mononuklearen Zellen nachgewiesen. In
der Annahme einer moglichen lokalen Immunfunktion wurden diese als
VALT (Vascular associated lymphoid tissue) bezeichnet. In
Vorgangerdissertationen (G. Millonig 1999; C. Schwentner 2000) wurden in
erster Linie die zellulare Zusammensetzung des VALT und das Vorhandensein
von Adhasionsmolekulen untersucht. Hier konnte anhand des Tiermodelles
gezeigt werden, dass sich in Bezirken von Bypass- Restenosen vermehrt
mononukleare Zellen befinden. Erstaunlicherweise konnten diese Daten auch
auf ,gesunden® kindlichen GefalRen bestatigt werden. In der vorliegenden
Dissertation soll nun Uberpruft werden, ob auch in der IMA, dem Gefal3, das
bevorzugt flir Koronarbypasse verwendet wird, Zellen nachgewiesen werden
konnen, die sonst in fruhen atherosklerotischen Lasionen zu finden sind und ob

sie eine Rolle bei der Atherogenese spielen.

2. Expression von HSP60 in der Intima der A. mammaria

interna

Des Weiteren konnten wir beobachten, dass klinisch gesunde Probanden mit
sonographisch nachweisbaren atherosklerotischen Lasionen in der A. carotis
signifikant héhere Antikorpertiter gegen HSP60 aufweisen als Kontrollpersonen
ohne solche Lasionen. Diese Antikdrper reagieren kreuz mit humanem HSPG60.
Auch diese Daten konnten im Tierexperiment bestatigt werden (Xu 2003). Im

Rahmen von Bypass- Restenosen wurde HSP60 exprimiert.



Arbeitshypothese und Fragestellung

Ziel ist es nun, Parameter zu entwickeln, die es erlauben, das Risiko einer
Restenose bei der Verwendung der A. mammaria interna fur koronare

Bypassoperationen abzuschatzen.

3. Nachweis von dendritischen Zellen in der Intima der

A. mammaria interna als friihes Zeichen der Atherogenese

AulRerdem soll untersucht werden, ob in der Intima der A. mammaria interna
schon in situ dendritische Zellen vorhanden sind, die dann eventuell spater, d.h.
unter anderen Stromungsbedingungen zur initialen Sensibilisierung von
eingewanderten T-Zellen und somit dem Beginn einer entzindlich-

autoimmunologischen Reaktion beitragen konnten.

4. Besonderheiten der A. mammaria interna

Die A. mammaria interna, als bevorzugtes Gefald fur aortokoronare Bypasse
verwendet, zeichnet sich anderen Bypassgefalten gegenuber durch eine lange
Offenheitsrate aus. Wie lasst sich dieses Phanomen erklaren? Welche
Stressfaktoren wirken auf die GefalRe ein? Fuhren die veranderten

Stromungsverhaltnisse zu spezifischen Veranderungen im Endothel?
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Einleitung

1. Histologie des GefaRsystems

1.1. Wandaufbau groRerer GefaRe

Das Kreislaufsystem wird in ein Hochdrucksystem mit vorwiegend hohen
Dricken um 100 mmHg und in ein Niederdrucksystem mit niedrigen Drlcken
von 5-25 mmHg unterteilt.

Entsprechend ihrer funktionellen Bedeutung kann man die einzelnen Abschnitte
in 6 GefalRklassen unterteilen (Windkessel-, Widerstands-, Sphinkter-,
Austausch-, Kapazitats- und Shunt- Gefalle).

Der Wandaufbau ist bei allen BlutgefalRen, sofern ihr Lumen einen bestimmten
Durchmesser uberschreitet, prinzipiell gleichartig:

- Tunica intima: Die innerste Schicht, welche die Gefalle auskleidet,
besteht aus einem einschichtigen Endothel und einem Stratum subendotheliale,
das uber ein feines Netz lockeren Bindegewebes mit vereinzelten glatten
Muskelzellen verflugt.

Die Grenze zur Media bildet die Membrana elastica interna.

- Tunica media: Diese Schicht wird von ringférmig angeordneten glatten
Muskelzellen gebildet, zwischen denen Elastin, Kollagen Typ I, Typ Il und
Typ IV, sowie Proteoglykane eingebettet sind.

Da sowohl die Intima, als auch der grofdte Teil der Media gefaldlos sind,
erhalten sie ihre Nahrstoffe vom Lumen her.

Die Abgrenzung zur nachsten Schicht stellt die eher dunnere Membrana
elastica externa dar.

- Tunica externa: Oder auch Adventitia genannt besteht aus lockerem
Bindegewebe mit elastischen Fasern und verschiedenen Typen von Kollagen.

Die Adventitia wird Uber Vasa vasorum mit Nahrstoffen versorgt.

11



Einleitung

Fettgewebe

Tunica externa

Endothel

Membrana elastica externa

Tunica media

Membrana elastica interna

Tunica interna

Abbildung 1 : Wandaufbau einer Arte-rie

1.2. WindkesselgefaBe (Arterien vom elastischen Typ)

Dazu gehoren die Aorta und ihre Hauptaste.

Die Intima imponiert durch ein breit ausgepragtes Stratum subendotheliale mit
langsverlaufenden Bindegewebsfasern.

Die Membrana elastica interna ist haufig mit der Media verschmolzen. Diese
besteht aus konzentrisch angeordneten gefensterten elastischen Membranen
mit dazwischenliegenden glatten Muskelzellen.

Eine Membrana elastica externa fehlt und die Adventitia ist eher schmachtig
ausgepragt.

Die Windkesselfunktion der Aorta kommt dadurch zustande, dass der vom
Herzen in der Systole geférderte diskontinuierliche Blutstrom in einen
kontinuierlich flieRenden Strom wahrend der Diastole umgewandelt wird. Dies
wird durch  Speicherung der kinetischen Energie wahrend der
Austreibungsphase in der dehnbaren Aortenwand als potentielle Energie
erreicht. Diese wird bei abfallendem Druck wieder zurickverwandelt und in die

Zirkulation abgegeben.
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Einleitung

1.3. WiderstandsgefaRe (Arterien vom muskuldren Typ)

Dieser Gruppe gehoren die terminalen Arterienaste und die Arteriolen an.

Sie haben den uUblichen Wandaufbau mit charakteristischer, bis zu 40 Lagen
glatter Muskulatur umfassender Media, wobei der Tunica intima eine
subendotheliale Schicht, sowie eine Membrana elastica interna fehlen.

Diese muskelstarken GefaRe sind den Kapillaren vorgeschaltet, um den
arteriellen Druck von ca. 120 mmHg auf Werte um 35 mmHg zu reduzieren. Zu
dieser Gruppe zahlen auch die SphinktergefaRe, die sich im prakapillaren
Bereich der Arteriolen befinden und die Grolie der kapillaren Austauschflache

reduzieren.

1.4. Austauschgefafe

Diese GefalRgruppe entspricht den Kapillaren, die nur aus einer Lage von
Endothelzellen und evtl. einer Basalmembran bestehen.
Hier vollzieht sich der Gas- und Stoffaustausch zwischen Blut und Gewebe

durch Diffusion und Filtration.

1.5. Kapazitatsgefale

Hierunter fallen funktionell die postkapillaren Venolen mit einem Durchmesser
von ca. 50 um, die einen Wandaufbau wie die Kapillaren aufweisen, sowie die
kleinen und mittelgroRen Venen, die Uber eine Intima mit einer dinnen
subendothelialen Schicht verfugen. Die Media besteht aus schmalen Bundeln
glatter Muskelzellen. Die Adventitia ist gut entwickelt.

Im Gegensatz dazu haben die grol’en Venen eine relativ dicke Intima und eine
eher sparliche Media mit viel Bindegewebe. Daflr ist die Adventitia mit
Bundeln glatter Muskulatur besonders ausgepragt.

Bei den Venen ist die Wand meist dunner und die Schichtung weniger
ausgepragt, als bei den Arterien.

Das ventse System ist in der Lage, 64% des Blutes aufzunehmen und bei
Bedarf, durch Kontraktion der glatten Venenmuskulatur zur Verfugung zu

stellen.
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Einleitung

1.6. Shunt- Gefalle

Hierunter ist ein Kurzschluss zwischen arteriellen und vendsen System zu
verstehen. Histologisch sind sie durch zusatzlich langsverlaufende
Muskelfasern in der Media, bei Fehlen einer Membrana elastica interna,

gekennzeichnet.

2. Physiologie und Pathophysiologie des Kreislaufsystems

Die Regulation der Kreislauffunktion geschieht zum einen auf zentraler Ebene
durch neurale und humorale Mechanismen und zum anderen durch lokale
Einflisse im Rahmen einer Autoregulation. Dazu gehoren
Stoffwechselprodukte, thermische Faktoren, sowie Veranderungen des
Sauerstoffgehaltes.

Daneben spielen die Beschaffenheit der GefaRwand und biophysikalische
Gesetze zur Aufrechterhaltung der Kreislauffunktion eine wichtige Rolle.

Fir die Hohe des arteriellen Druckes sind die Windkesselelastizitat der Aorta,
der periphere Stromungswiderstand, sowie die Herztatigkeit maligebend.

Sinkt nun mit zunehmendem Alter die Dehnbarkeit in der Aorta, besonders
wenn atherosklerotische Veranderungen hinzukommen, muss das Herz eine
groldere Beschleunigungsarbeit leisten, was durch die Steifheit der Gefalle zu
einem erhohten Druckpuls und in den Koronararterien zu einem erhdhten
Sauerstoffbedarf fuhrt. Entscheidend dabei ist die Wandspannung des
Ventrikels, d.h. die Kraft, die das Myokard pro Wandquerschnittsflache zur
Uberwindung des erhéhten Aortendrucks aufbringen muss.

Nach dem Laplace- Gesetz berechnet sich die Wandspannung eines kugeligen
Hohlorgans aus (transmuraler Druck x Radius) / (2xWanddicke). Was nun also
bedeutet, wenn bei unveranderter Wanddicke der Ventrikeldruck durch
Aortenstenose oder Hypertonie steigt, so erhoht sich die fur die
Aufrechterhaltung des normalen Herzzeitvolumens notwendige Wandspannung
und damit der Sauerstoffbedarf des Myokards.

FiUr atherosklerotisch verengte Koronargefale bedeutet dies, wenn das Lumen
groRer KoronargefalRe um mehr als 60-70% verringert ist und sich damit die
Querschnittsflache auf 10-15% verkleinert, kommt es schon bei geringer

korperlicher Belastung zu ischamischen Zustanden.
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Einleitung

Der Zusammenhang von Stromungsgeschwindigkeit (V), Gefallwiderstand (R)
und dessen Bedeutung im Hinblick auf atherosklerotische Wandveranderungen
spiegelt sich im Hagen- Poiseuille’'schen Gesetz wider:

v=(z-r")/(8 -n-l)-(p1-p2) -t

Es wird deutlich, dass sich der GefalRwiderstand umgekehrt proportional zur
4. Potenz des Radius verhalt. Das bedeutet: eine Verringerung des Radius um
den Faktor 2, wie sie bei atherosklerotischen Wandverengungen eintritt, fihrt zu
einer Zunahme des GefiaRwiderstandes um den Faktor 2* = 16. Dieser erhohte
Widerstand muss nun durch noch hoéheren Druck und damit durch noch
starkere Herzarbeit kompensiert werden. Allerdings trifft diese GesetzmalRigkeit
fur Bereiche mit laminarer Stromung zu. In herznahen Gefallen, sowie an
Bifurkationen und Gefal3stenosen findet sich ein turbulentes Stromungsprofil.
Der Ubergang von laminarer zu turbulenter Strémung kann durch die
dimensionslose Reynold Zahl geschatzt werden, die sich aus
Strémungsgeschwindigkeit x Gefalradius x Massendichte des Blutes /
Viskositdt berechnet und dessen Bedeutung darin liegt, dass in diesen
Bereichen Wirbel entstehen, womit der Reibungswiderstand erheblich zunimmt
und es zu Endothelzellschaden kommt (Fry 1968).

Blutgefal’e unterliegen fortschreitenden Veranderungen und jede Arterie zeigt
ihr eigenes Alterungsmuster. Erste Veranderungen treten schon um das
20. Lebensjahr an den Koronarien auf, wahrend an anderen Arterien

Veranderungen ab dem 40. Lebensjahr klinische Relevanz erfahren.

3. Pathogenese arterieller Verschliisse

Arterielle Verschlusskrankheiten lassen sich in verschiedene Gruppen
unterteilen: In entzindliche und degenerative Gefaltkrankheiten, wie z.B. die
Thrombendangiitis obliterans und Vaskulitiden, die durch immunologische
Prozesse ausgeldst werden. Desweiteren in mechanische Verschlisse, die
durch Druck auferer Strukturen bedingt sind und dadurch neurologische
Kompressionssyndrome verursachen kénnen. Auf3erdem in Stérungen in der
Gefaliregulation, wie z.B. das Raynaud-Syndrom.

Die Atherosklerose ist eine Erkrankung der mittleren und gréReren muskularen

sowie der elastischen Arterien. Die Begriffe Arteriosklerose und Atherosklerose
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werden haufig synonym gebraucht, wobei ersterer in dieser Arbeit nur in
Zusammenhang mit Lasionen ohne wesentliche Lipidbeteiligung verwendet
wird.

Laut WHO ist die Atherosklerose eine ,...variable Kombination von
Verénderungen der Intima, bestehend aus einer herdférmigen Ansammlung von
Fettsubstanzen, komplexen Kohlehydraten, Blut und Blutbestandteilen,
Bindegewebe und Kalziumeinlagerungen, verbunden mit Verdnderungen der
Arterienmedia.”

Die Entwicklung kann jahrzehntelang asymptomatisch verlaufen, manifestiert
sich allerdings in schwerwiegenden klinischen Folgeerkrankungen wie z.B. der
koronaren Herzkrankheit und der chronisch arteriellen Verschlusskrankheit der
Extremitaten, der Hirnarterien oder viszeraler Arterien. Es kommt zur Bildung
von Thromben, die das Restlumen vollkommen verschlieRen und periphere
Embolien auslésen kénnen. Einblutungen in die Plaques und die GefalRwand

fuhren zur Aneurysmabildung, dessen Ruptur lebensgefahrlich sein kann.

4. Atherosklerose

4.1. Stadieneinteilung der Atherosklerose

Entsprechend dem Committee on Vascular Lesions of the Council on
Arteriosclerosis werden atherosklerotische Lasionen nach ihrem histologischen

Typ klassifiziert und in acht Stadien eingeteilt (Stary 1993).

41.1. Adaptive Intimaverdickung

Der Zustand der Intimaverdickung zeigt sich bei jedem Menschen von Geburt
an in unterschiedlichem Ausmal. Im weiteren Verlauf kommt es zur Anpassung
des GefalRes an die verschiedenen Stromungsverhaltnisse und die
unterschiedliche Wandspannung (Stary 1992; Zarins 1983).

Adaptiv verdickte Intimaregionen sind immer exzentrisch und fokal und
enthalten im  Vergleich zu anderen Intimaabschnitten  vermehrt
Plasmalipoproteine. Bleibt in weiterer Folge ein erhohter Spiegel von

plasmatischen Lipoproteinen (z.B. LDL) im Serum bestehen, kommt es in
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diesen Bereichen zu vermehrter Einlagerung von Lipiden und es entstehen dort
bevorzugt atherosklerotische Lasionen.

Es kann somit eine Voraussage Uuber die Lokalisation spaterer
Lasionsentstehung getroffen werden. Stary klassifiziert diese Bereiche noch
weiter in Regionen, die zu Lipidakkumulation neigen (,lesion prone®), in
Bereiche, die weitere Veranderungen begunstigen (,progression prone®) und in
solche, die sich atherosklerotischen Veranderungen gegenuber resistent zeigen
(»lesion resistant areas®).

Die adaptive Intimaverdickung ist somit eine Pradilektionsstelle fur die
Atheroskleroseentstehung und keine atherosklerotische Veranderung als

solche.

4.1.2. Typ |

Das initiale Ereignis in der Atheroskleroseentstehung stellt, wie bereits erwahnt,
die Akkumulation von T-Zellen und die Einwanderung von Makrophagen mit

oder ohne Lipidbeteiligung in die Intima dar.

4.1.3. Typ Il oder fatty streaks

Im Verlauf des Stadiums Il werden die in den Makrophagen gespeicherten
Lipide nun makroskopisch sichtbar und imponieren als gelbe Streifen (fatty
streaks). Diese sind meistens intrazellular gelegen, selten extrazellular.

Aulerdem beginnen auch die glatten Muskelzellen zu proliferieren und Lipide

einzulagern.

4.1.4. Ubergangszone

Dieser Begriff stellt den Ubergang von normaler Intima zu den fatty streaks dar
und ist gepragt von einer massiven Akkumulation von T-Zellen, die Werte bis zu
40% der gesamten Zellpopulation erreichen. Diese T-Zellen sind Uberwiegend
CD-4 positiv und liegen in aktiviertem Zustand vor. Daneben finden sich MHC-II
exprimierende Endothelzellen und glatte Muskelzellen dort wo bereits

HLA DR®, v-Interferon produzierende T-Zellen nachzuweisen sind.
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Der Begriff der Transitionszone ist in der offiziellen Klassifizierung von Stary
nicht aufgefuhrt, sondern wird von unserer Arbeitsgruppe erganzt und soll das
Stadium zwischen den noch komplett reversiblen Prozessen der Typen | und II

und den nachfolgenden verdeutlichen (Xu et al. 1990).

4.1.5. Typ Il

Bei einigen Erwachsenen finden sich in den lesion prone areas zusatzlich zu
den Veranderungen wie in Typ | und Typ |l beschrieben, vermehrte
Lipidablagerungen und vor allem extrazellulare Lipidakkumulationen, die an
Stelle von glatten Muskelzellen und extrazellularer Matrix treten und damit die
Lasionsarchitektur verandern.

Morphologisch gesehen tritt dieses Stadium zwischen die als durchaus noch
reversibel eingestuften Typen | und Il und den folgenden fortgeschrittenen

Lasionen und wird daher als Pré- Atherom bezeichnet.

4.1.6. Typ IV

Dieser Typ ist durch die Entstehung von einzelnen extrazellularen Lipidpools,
die als Lipidcore bezeichnet werden, gekennzeichnet. Als erste wird die Typ IV
Veranderung als fortgeschritten und damit als Atherom bezeichnet, obwohl sie

sich noch nicht als angiographisch signifikant darstellen 1asst.

4.1.7. Typ V

An Stellen, an denen die extrazellularen Lipidcores das normale Gewebe und
Zellen verdrangen, kommt es zur Proliferation von Kollagen und glatten
Muskelzellen und damit zur Ausbildung einer fibroatheromatésen Plaque. Es
kommt zur Einsprossung von Kapillaren und damit zur Einwanderung von
Lymphozyten, Makrophagen und Plasmazellen in die Umgebung der

neugebildeten Plaque.
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4.1.8. Typ VI

Kennzeichnend fur dieses Stadium sind Einblutungen, Hamatome und
thrombotische Ereignisse.

Durch Ruptur neugebildeter wandschwacher Gefale kommt es zur Einblutung
im Inneren der Lasionen (Beeuwkes et al. 1990).

Fissuren auf der Oberflache von Atheromen und Fibroatheromen fuhren,
begunstigt durch Verletzungen und Erosionen des Endothels, zu Hamatomen
und Ablagerung thrombotischen Materials (Constantinides 1990; Richardson et
al. 1989; Falk 2006; Davies u. Wolfe 1993).

41.9. Typ VII

Werden diese fortgeschrittenen Lasionen kalzifiziert, vorwiegend bei alteren
Menschen und entsprechen diese Kalkablagerungen dem Uberwiegenden
Plaqueanteil, werden sie als Typ VIl bezeichnet. Tote Zellbestandteile,
extrazellulares Lipid, sowie auch Lipidcores werden dabei mineralisiert und

ersetzt.

4.1.10. Typ Vi

Bei einigen Lasionen, vorwiegend im Bereich der unteren Extremitat, fehlen
Lipidablagerungen fast oder ganz und die normale Intima wird hauptsachlich
durch Kollagen ersetzt und als fibrotische Lé&sion bezeichnet. Hervorgerufen
wird dies durch viele Prozesse, wie z.B. der vorher erwahnte

Organisatiosprozel von Thromben oder die Resorption von Lipidcores.
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Coronary artery at lesion- location Type Il lesion

Media

Adaptive

thickening
(smooth muscle)

Macrophage
foam cell

Intima

Thrombus

thickening Fissure and
hematoma

Abbildung 2: Stadien der Atheromentstehung. Stary 1993.
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4.2. Epidemiologie der Atherosklerose

Untersuchungen der National Health Examination Survey zeigen, dass
ungefahr 5 Mio. Amerikaner an einer KHK leiden. Sie ist die fuhrende
Todesursache bei Mannern Uber 35 Jahre und bei allen Uber 47- jahrigen
Menschen, gefolgt von den Krebskrankheiten.

Zwischen 1940 und 1960 sind in den USA die Todesraten fur die verschiedenen
Formen kardiovaskularer Erkrankungen um 40% gestiegen, die maximale
Mortalitat fand sich im Jahr 1963, danach ist ein Abwartstrend zu verzeichnen.
Seit 1970 zeigt sich eine Reduktion um 3% pro Jahr (National Heart, Lung and
Blood Institute, USA, 1990), dennoch stellen sie nach wie vor die grofite
Bedrohung fur Leben und Gesundheit in der Bevolkerung dar.
Bemerkenswerterweise ist in den hochindustrialisierten westlichen Nationen die
Todesrate um ein Vielfaches hdher als in Ostasien. In Japan erreicht sie nur ein
Sechstel derjenigen in den Vereinigten Staaten. Bei japanischen Einwanderern
in die USA, welche die entsprechenden Ess- und Lebensgewohnheiten
angenommen haben, ist allerdings ein Anstieg auf amerikanisches Niveau zu
beobachten, was darauf schlieRen |asst, dass Lebens- und
Ernahrungsgewohnheiten fur die Progression der Atherosklerose entscheidend

zU sein scheinen.

4.21. Pravention und Framingham- Studie

Bis zur ersten Halfte des 20. Jahrhunderts sah man das Alter als alleinigen
Hauptrisikofaktor fur die Entstehung der Atherosklerose an. In den dreilliger
und vierziger Jahren machte man erste Beobachtungen an KHK Patienten, die
zusatzlich hohe Serumcholesterinspiegel aufwiesen (Steiner u. Domanski 1943)
und vermutete einen Zusammenhang mit dem mannlichen Geschlecht und
Hypertonie (Master et al. 1939).

Es wurde daraufhin vom Public Health Service der USA eine longitudinale
Studie in Auftrag gegeben, die die Einwohner von Framingham, Massachusetts
umfasste.

Diese Framingham Studie untersuchte 5000 Einwohner im Alter von
30-59 Jahren, die zu diesem Zeitpunkt das erste Mal untersucht und als

gesund, d.h. ohne Anzeichen fir Atherosklerose, eingestuft wurden.
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Die Daten dieser und nachfolgender Studien fuhrten zur Definition der heute
bekannten Risikofaktoren.

Da weder die Atiologie noch die Pathogenese dieser Erkrankung hinreichend
erforscht sind, kommt der Pravention dieser Risikofaktoren eine besondere

Bedeutung zu.

4.2.2. Risikofaktoren

Entsprechend der Bedeutung fur die Progression der Atherosklerose
unterscheidet man Risikofaktoren erster und zweiter Ordnung. Zu den
Risikofaktoren erster Ordnung zahlen:

- Hyperlipidamie

Die Unterscheidung zwischen HDL (high density lipoprotein) und LDL (low
density lipoprotein) wurde erstmalig in den 70er Jahren durch neu entwickelte
Methoden erreicht (Burstein et al. 1970). Seitdem wird dem LDL eine positive
und dem HDL eine negative Korrelation in Bezug auf das Krankheitsrisiko
zugeschrieben (Miller u. Miller 1975).

Neuere Erkenntnisse gehen zusatzlich von einer immunologischen Variante des
LDLs, dem Lp(a) aus (Dahlen et al. 1976), sowie dem chemisch modifizierten
oxLDL (Steinberg et al.1989) und der moglichen Auswirkung auf die
Krankheitsentwicklung.

- Hypertonie

Die Bedeutung erhohter systolischer Blutdruckwerte fir die Entwicklung der
Atherosklerose ist eines der wesentlichen Ergebnisse der Framingham Studie
(Lusis 1988).

- Nikotinabusus

Epidemiologischen Studien zufolge konnte gezeigt werden, dass der
Nikotinkonsum ein atherogener Faktor ist. Die kausal pathogenetischen
Zusammenhange sind allerdings noch Gegenstand der Forschung. Mogliche
Grinde dafur kdonnten sein, dass Nikotin den Sympathikus stimuliert, O, am
Hamoglobin durch CO verdrangt und damit eine Hypoxie verursacht. Aulerdem
vermehrt es die Zahl freier Radikale und fuhrt damit zur Oxidation von LDL.
Ferner konnte gezeigt werden, dass Rauchen zu einer up- Regulation von
Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen fuhrt (Lehr et al. 1993).
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- Diabetes mellitus

Die erhohte Blutglucosekonzentration fuhrt zur nicht- enzymatischen
Glykosylierung von Proteinen, darunter auch der Apolipoproteine. Diese
sogenannten ,advanced glycolation and products® (AGE) lagern sich in der
Arterienwand ab und binden vermehrt LDL. Diese glykosilierten LDL sind der
Oxidation einfacher zuganglich als native LDL und liefern Cholesterin leichter
an die Endothelzellen.

Die erhdhte Glucosekonzentration stimuliert auch die Proliferation von glatten
Muskelzellen.

Neben diesen genannten Risikofaktoren erster Ordnung existieren
Risikofaktoren zweiter Ordnung, wozu allgemeine Adipositas, Hyperurikamie,
Stress, sowie hormonelle Einflisse und Bewegungsmangel zahlen.

Ferner konnen das Geschlecht und die familiare Vorbelastung eine Rolle

spielen.

5. Theorien zur Pathogenese der Atherosklerose

Erklarungsversuche fir die Atiologie und Pathogenese der Atherosklerose
reichen bis in das Jahr 1815 zurlck, als der Londoner Chirurg Joseph Hodgson
erstmalig atheromatéses Material in der Intima identifizierte und als Ursache
eine Entzindung deutete. Im Folgenden von Rayer und 30 Jahre spater von
Rudolf Virchow und von Carl von Rokitansky wieder aufgenommen, wurden
diese Modelle weiter entwickelt. Selbst heute sind Entzindungsvorgange als
Ausloser fUr atherosklerotische Veranderungen von zentraler Bedeutung und

sollen im Folgenden erlautert werden.
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5.1. ,,Response to injury“- Theorie

1973 erstmalig von Russel Ross formuliert und in den folgenden Jahren weiter
erganzt, wird die Hypothese postuliert, dass eine Veranderung des Endothels
durch mechanischen Stress, Toxine, freie Radikale, etc. das erste Ereignis in
der Atheroskleroseentstehung darstellt. Die Folge davon ist eine endotheliale
Dysfunktion, was zur vermehrten Durchlassigkeit fur Lipoproteine, zur
Produktion von Wachstumsfaktoren, besonders des PDGF (platelet derived
growth factor) und zur Expression von Adhasionsmolekulen fuhrt.

Dies kann eine Folge von Ereignissen auslosen, wie die Monozyten- und
Thrombozytenadharenz, die Migration von Monozyten in die Intima und deren
Entwicklung zu Makrophagen, die uber ihren Scavenger- Rezeptor chemisch
modifizierte LDL- Partikel aufnehmen kénnen und dann als Schaumzellen oder
sog. ,fatty- streaks”imponieren.

Stimuliert von den Wachstumsfaktoren wandern glatte Muskelzellen in die
Intima ein und proliferieren. Diese glatten Muskelzellen nehmen ebenso uber
ihren Scavenger- Rezeptor Lipoproteine auf und werden zu Schaumzellen.
Durch eine Hyperlipidamie wird dieser Prozess besonders stimuliert.

Dieser Verletzung des Endothels (,injury®) folgt die Antwort (,response®) in Form
von entzundlichen Reaktionen, die zu fibrotischen Bindegewebsproliferationen
fuhrt. Gefolgt von Verletzungen und Rupturen dieser Bereiche, was wiederum
eine Thrombozytenaggregation nach sich zieht und schlussendlich das

Gefallumen einengt, sodass das umliegende Gewebe minderperfundiert wird.

5.2. ,Altered LDL"- Hypothese

Diese Hypothese basiert auf den klassischen Konzepten von Goldstein und
Brown aus den Jahren 1977-1979, die als erste die Aufnahme von chemisch
modifiziertem LDL anstatt nativem LDL durch Makrophagen beschrieben. Die
Makrophagen wandeln sich anschlieBend in Schaumzellen um. Diese
Modifikation geschieht durch Acetylierung, Oxidation und Konjugation mit
Malondialdehyd. Das chemisch veranderte LDL wird nun wesentlich schneller
vom Monozyten- Makrophagensystem aufgenommen als natives LDL. Der
entsprechende Rezeptor wird als ,Acetyl LDL Rezeptor oder auch als

,Scavenger Rezeptor” bezeichnet. Er unterscheidet sich vom nativen LDL
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Rezeptor dahingehend, dass er zum einen nicht absattigbar ist, da er Uber
keine feed- back Hemmung reguliert wird (Henriksen et al. 1983) und zum
anderen natives LDL nicht erkennt.

Es wird ferner beschrieben, dass neben Monozyten und Makrophagen auch
glatte Muskelzellen in der Lage sind, LDL in Anwesenheit von Metallionen zu
oxidieren (Steinberg et al. 1989). Diese Modifikation kann bei Anwesenheit von
Antioxidantien, wie z.B. Vitamin A (Morel et al. 1984), Vitamin E und Vitamin C
gehemmt werden (Morel et al. 1994). Antioxidantien zeigen aulerdem
antiinflammatorische ~ Wirkung, indem sie die  Expression von
Adhasionsmolekilen hinaufregulieren (Fruebis et al. 1997).

Rauchen fuhrt zu einem Verbrauch anti- oxidativer Substanzen und damit zu
vermehrter Oxidation von LDL- Partikeln, wahrend beim Diabetes mellitus die
erhdhte Blutglucosekonzentration zur nichtenzymatischen Glykosylierung der
LDL fahrt.

Die ,altered LDL" Hypothese wird durch die ,retention of modified LDL"- Theorie
in der Annahme erganzt, dass natives LDL und nicht bereits oxidierte Partikel
im Blut zirkulieren. Das native LDL wird in die Intima transportiert, im Endothel
oxidiert, wo es chemotaktisch auf andere Monozyten und glatte Muskelzellen

wirkt, um sie dann in Schaumzellen zu verwandeln (Witzum et al. 1991).

5.3. ,,Athero- ELAM“- Hypothese

Als frihestes Ereignis in der Atheroskleroseentstehung kommt es zur Infiltration
der Intima durch Monozyten. Sie adharieren am Endothel und wandern dann in
den subendothelialen Raum ein, wo sie anschliellend akkumulieren, Lipide
aufnehmen und zu Schaumzellen werden. In diesem Stadium férdern sie die
Progression der Lasionsentstehung durch Sekretion von Cytokinen, wie IL-1,
TNF und von Wachstumsfaktoren, wie z.B. PDGF, FGF, HB-EGF (Ross 1993).
Erst in fortgeschrittenen Lasionen sind laut dieser Hypothese, aber im
Gegensatz zu unseren Beobachtungen, Lymphozyten zu finden, die durch die
Sekretion von IF-y und IL-4 zur Aktivierung von Endothelzellen und glatten
Muskelzellen beitragen (Libby u. Hansson 1991). Dieser leukozytenahnliche
Prozess der Anlockung von Monozyten legt die Vermutung nahe, dass es sich

um Endothel- abhangige Adhasionsvorgange wie bei akuten und chronischen
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Entzindungen handeln koénnte (Springer 1990). Demzufolge miusste es
spezifische Vorgange in der Endothel- Leukozyten Interaktion, wie die
Expression von endothelial leukocyte adhesion molecules (ELAM) in
atherosklerotischen Lasionen (ATHERO- ELAM), geben.

In vivo Untersuchungen an Kaninchen bestatigen diese Hypothese
dahingehend, dass eine ELAM- Expression in schaumzellreichen-, sowie auch
an Stellen mit geringer mononuklearer Infiltration gefunden werden konnte,
nicht jedoch in blanden Regionen.

Molekularbiologische Untersuchungen konnten nun eine Sequenzhomologie
zwischen Athero- ELAM-Molekulen von Kaninchen und humanen Leukozyten
Adhasionsmolekulen, die als VCAM-1 (Vascular adhesion molecule) identifiziert
wurden, feststellen (Osborn et al. 1989). Es konnte am Tiermodell auf3erdem
gezeigt werden, dass, wenn man eine Kaninchenaorta mdglichst ohne grol3e
Manipulation untersucht, es vor der mononuklearen Infiltration zur Expression
von VCAM-1 kommt (Li et al. 1998) und dass erhohte LDL- Spiegel zu einer
Veranderung des Adhasionsmolekulmusters, sowie zur up- Regulation von
VCAM-1 (Kume et al. 1992) flhren.

5.4. Immunologische Hypothese

Das von unserer Arbeitsgruppe entwickelte immunologische Konzept stellt
einen Zusammenhang zwischen entzundlichen Prozessen und der Entstehung
der Atherosklerose her. Immunhistologische Untersuchungen an arteriellen
Gefallsegmenten von Patienten, die nicht an atherosklerotisch bedingten
Gefalerkrankungen gestorben sind, konnten zeigen, dass die ersten, die Intima
infiltrierenden Zellen T-Zellen sind und nicht wie bisher angenommen
Monozyten und Makrophagen (Emeson et al. 1996). Die Mehrheit dieser T-
Zellen waren CD-4 positiv, HLA-DR positiv und als Zeichen ihrer Aktivierung
(Xu et al. 1990) Interleukin-2-Rezeptor (IL-2) positiv. Im Zusammenhang damit
wurde als pathogenetische Hauptkomponente ein Stressprotein identifiziert, das
Heat shock protein 60 (HSP60). HSP60 wird von Endothelzellen exprimiert, die
verschiedensten Formen von Stress ausgesetzt sind. Insbesondere jenen, die

allgemein als Risikofaktoren bezeichnet werden (Wick et al. 2004).
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6. Grundlagen zur immunologischen Hypothese

Die Haupttheorien zur Entstehung der Atherosklerose wie z.B. die
.Response- to- injury”“ oder die ,Altered lipoprotein“ Hypothese konnten durch
das Konzept erganzt werden, dass entzundlich immunologische Prozesse in
den unterschiedlichen Stadien der Atherogenese eine Rolle spielen.
Immunhistochemische Untersuchungen zeigen, dass in atherosklerotischen
Lasionen neben mononukledren Zellen und T-Zellen auch das Heat shock
protein 60 (HSP60), ein Mitglied der Familie der Stressproteine nachgewiesen

werden kann.

6.1. Die Familie der ,,Heat shock“ Proteine (HSP)

HSP's werden von prokaryontischen und eukaryontischen Zellen konstitutiv
oder nach Stressexposition exprimiert. Sie erfullen physiologische Funktionen in
der Faltung von Proteinen und ihrem intrazellularen Transport (Young et al.
1993). Einige HSP's entwickeln unter Stressbedingungen, wie z.B. Hitze,
Infektion, mechanischer Stress (Udelsmann et al.1991) etc. eine Art
,Chaperon®- Funktion, indem sie entstehende Peptide wahrend der Translation
in  Konformation halten und falten, sowie bestehende Proteine vor
Denaturierung schitzen.

Die Familie der HSP's hat eine essentielle Bedeutung in der Evolution, was ihre
hohe phylogenetische Konservierung erklart. Es finden sich sehr groRe
Sequenzhomologien zwischen den HSP's unterschiedlicher Spezies. Z.B.
gleichen sich unterschiedliche bakterielle HSP's in bis zu 95% und humanes
und bakterielles HSP zeigen in 50% eine Homologie auf Protein- und DNA-

Ebene.
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6.2. Klassifikation der HSP

Die HSP’s werden ihrem relativen Molekulargewicht entsprechend in mehrere
Subfamilien eingeteilt: HSP90, HSP70, HSP60 und niedrigmolekulares HSP:

Familie Hauptvertreter Physiologische Mégliche Bedeutung in der
Funktionen Immunantwort

HSP90 HSP90, HSP83 Verhindert Bindung des Tumorresistenz;
Steroidrezeptors an die Autoimmunitat

DNA, Phosphorylierung

der Tyrosinkinase

HSP70 HSP70, BiP, Proteinfaltung und — Bildung der Immunglobuline,
hsc70, grp78, entfaltung (Chaperon), Klasse Il
Dnak Translokation von Antigenprozessierung,

Proteinen, Zusammenbau | Antigen vieler Pathogene,

multimerer Komplexe Autoimmunitat
HSP60 HSP65, groEL Proteinfaltung und — Antigen vieler Pathogene,
entfaltung (Chaperon), Autoimmunitat

unterstutzt Bildung der

Polypeptide

Ubiquitin Ubiquitin Abbau von Proteinen Klasse |
Antigenprozessierung,
lymphocyte homing

Autoimmunitat

Tabelle 1: HSP und Subfamilien

- Die HSP90- Subfamilie:

HSP90a und HSP90B spielen eine wichtige Rolle im
Steroidhormonrezeptorstoffwechsel (Lai et al.1984). Gemeinsam mit HSP56
und HSP70 stehen sie mit dem Aporezeptorkomplex in Verbindung. Aulerdem
spielt HSP90 eine wichtige Rolle in der Gefaliregulation, wobei es eng mit der
endothelialen NO- Synthetase (eNOS) assoziiert ist (Garcia-Cardena et
al.1998).

- Die HSP70- Subfamilie:

Es werden zwei verschiedene Typen von HSP70 unterschieden: Eine Form
erfahrt eine kontinuierliche Expression, die andere wird nur unter

Stressbedingungen exprimiert.
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HSP70 arbeitet dabei als ,Chaperon“ und bindet an neu entstehende Peptide
noch bevor sie die ribosomale Einheit verlassen haben. Es steht jedoch mit
dem Endprodukt, dem fertig synthetisierten Protein nicht mehr in Verbindung
(Hightower et al. 1994).

- Die HSP60- Subfamilie:

Die Gruppe der HSP60- Subfamilie wird von humanem HSPGO,
mykobakteriellem HSP65 und GroEL, dem Homolog von E. coli, sowie
bakteriellem HSP10 und anderen bakteriellen Homologen gebildet. Auch diese
Gruppe hat den Schutz von Proteinen wahrend der Faltungsprozedur zur
Aufgabe. HSP60 interagiert dabei u.a. mit HSP70 (Agard 1993).

- Die Subfamilie der niedrigmolekularen HSP's:

Die beiden Hauptvertreter dieser Gruppe sind HSP27 und HSP32. Sie sind in
der Lage, hochpolymerisierte Partikel, die sogenannten Heat Shock Granula,
auszubilden. HSP32 wird von einer Vielzahl von Stressfaktoren induziert und
findet sich in hoher Dichte in myokardialen Myozyten. Verglichen mit anderen
Subfamilien zeigen die niedermolekularen HSP’s weniger interspecies
Homologie, jedoch mehr intraspecies Homologie untereinander.

- Ubiquitin:

Ubiquitin oder auch HSP8 genannt, gilt als wichtiger Cofaktor im nicht-
lysosomalen Abbau von Proteinen (Hershko 1988). Insbesondere in der

Aminosauresequenz veranderte Proteine werden auf diesem Weg beseitigt.

6.3. Autoimmunitat, Infektion und HSP

In klinischen und experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass
Atherosklerose als entzindlich immunologisches Geschehen beginnt und auf
eine autoimmunologische Reaktion gegen HSP60 zuruckzufuhren ist. HSP
bildet die entscheidenden antigenen Determinanten fur Mikroorganismen und
ist folglich wichtig fur die Entstehung einer protektiven humoralen und zellularen
Immunantwort. Wenn man nun die groRe Sequenzhomologie betrachtet,
mykobakterielles HSP65 z.B. zeigt mehr als 50% Ubereinstimmung mit
humanem HSPG60, besteht darin das Risiko der Kreuzreaktivitat und damit der

Entstehung von Autoimmunerkrankungen (Kiessling et al. 1991).
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Obwohl die Atiopathogenese der meisten Autoimmunkrankheiten noch immer
nicht  endgultig  geklart ist, wird vermutet, dass  bestimmte
HLA- Haplotypenkonstellationen, veranderte Autoantigene (z.B. physikalisch,
chemisch oder viral) und Kreuzreaktionen zwischen humanen und bakteriellen
Antigenen von Bedeutung sind. Letztgenanntes Kriterium wird von den HSP's
aufgrund ihres hohen evolutionaren Konservierungsgrades besonders gut
erfullt. Folglich entsteht aus einer hochspezifizierten Erregerabwehr eine
potentiell kreuzreaktive Immunantwort, die den Untergang korpereigenen
Gewebes zur Folge hat. Dies ist nachvollziehbar wenn man in Betracht zieht,
dass HSP- Epitope in Form von MHC- Peptidkomplexen und HSP- Molekilen
selbst an der Oberflache =zu finden sind (Kaufmann 1991).
Immunisierungsversuche an Ratten mit komplettem Freundschen Adjuvans,
welches reichlich mykobakterielles HSP65 enthalt, zeigen die Entstehung einer,
der rheumatoiden Arthritis entsprechenden Erkrankung (Adjuvans- Arthritis).
Die infiltrierenden T-Zellen reagieren mit einem bestimmten Epitop des
mykobakteriellen HSP65. Dieses Epitop entspricht zu 45% der
Aminosauresequenz eines Bindungsproteins fur Rattenknorpelproteoglykane
(Van Bilsen 2002; Van Eden 1988 und 1989).

Anhnliche mdgliche Kreuzreaktionen gegen humanes HSP60 konnten bei der
Colitis ulcerosa, dem Mb.Crohn, dem juvenilen insulinpflichtigen Diabetes
mellitus (Jones et al. 1993), der systemischen Sklerose (Sklerodermie) und
anderen Erkrankungen nachgewiesen werden.

Hinweise fur die Beteiligung einer Immunreaktion gegen HSPG60 in den
Anfangsstadien der Atheroskleroseentstehung wurden ebenfalls aus Studien
am Tiermodell erhoben. Bei Kaninchen ist es mdglich, durch Immunisierung mit
kompletten Freundschen Adjuvans atherosklerotische Lasionen zu erzeugen.
Diese befinden sich an typischen Pradilektionsstellen, die einem vermehrten
turbulenten  hamodynamischen  Stress ausgesetzt sind, wie 2z.B.
Hauptaufzweigungsstellen von Arterien. In diesen atherosklerotischen Lasionen
konnten aktivierte T-Zellen, Makrophagen, glatte Muskelzellen und
extrazellulare Matrixproteine nachgewiesen werden, jedoch zunachst keine
Schaumzellen. Diese traten erst auf, nachdem zusatzlich eine cholesterinreiche
Diat verabreicht wurde, und zwar dann in starkerer Auspragung als bei

alleiniger cholesterinreicher Futterung (Xu et al. 1990 und 1992).
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Die alleinige Immunantwort fihrt also lediglich zur Arteriosklerose (einfache
mononukleare entzuandliche Infiltration und Verhartung der arteriellen Wand),
die zusatzliche cholesterinreiche Ernahrung jedoch zur Atherosklerose
(Entzindung mit Auftreten von Schaumzellen in der Arterienwand). Die
HSP65- induzierten Lasionen gleichen denen, die auch beim Menschen
vorhanden sind.

Zudem gibt es zahlreiche Hinweise, dass Infektionen in den Prozess der
Atherogenese involviert sind. So konnte z.B. das Marek disease virus (MDV),
ein Herpesvirus, fur die Entstehung von T-Zell- Lymphomen bei Huhnern
identifiziert werden (Hajjar 1991). Ferner wird die Beteiligung von
Cytomegalieviren (CMV) (Adam et al. 1987), Herpesviren (Yamashiroya et al.
1988) und Chlamydia pneumoniae (Saikku et al. 1988) an der Entstehung der

Atherosklerose beim Menschen diskutiert.

6.4. Atherosklerose und HSP

Immunhistochemische Untersuchungen an atherosklerotischen Lasionen von
Arterien zeigten eine HSP60- Expression in der Intima. Wahrend mikroskopisch
die Intima gesunder Gefalle keine HSPG0- Expression zeigt, beginnen
Endothelzellen und Makrophagen HSP60 in Ubergangszonen von normaler
Intima zu fatty streaks und Plaques zu exprimieren (Kleindienst et
al. 1993). Diese Beobachtung wurde bei glatten Muskelzellen und T-Zellen erst
in fortgeschrittenen Lasionen gemacht. In den Lasionen zeigten sich vor allem
im Bereich des Kerns grolte Mengen von HSP60, aber auch von HSP70,
welches einen protektiven Effekt auf das Uberleben von glatten Muskelzellen
hat (Johnson et al. 1995). Die infiltrierenden T-Zellen stehen in engen Kontakt
mit HSP- exprimierenden Zellen, was moglicherweise auf eine zellulare
Immunantwort zurickzuflhren ist.

Durch eine in vitro Inkubation einer Gewebekultur von Ratten- Aorten mit LPS
kann eine HSP- und Adhasionsmolekilexpression des Endothels induziert
werden und zwar an solchen Stellen, die dem grof3ten hamodynamischen
Stress ausgesetzt sind. Diese Bereiche entsprechen zugleich jenen, die spater

Atherosklerose entwickeln (Seitz et al. 1996).
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6.5. Zellulare Komponenten in der Atherosklerose
6.5.1. Makrophagen

Makrophagen sind in allen Stadien der Atherosklerose prasent. Sie sind als
antigenprasentierende Zellen aktiv, wie auch als Auffanger fir samtliche
korpuskulare Noxen aus dem Kreislauf, wie z.B. oxLDL. AuRerdem sezernieren
sie Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren, Metalloproteinasen und andere
proteolytische Enzyme (Ross et al. 1993). Monozyten und Makrophagen selbst
werden  Uber Makrophagen- stimulierenden  Faktor,  Granulozyten-
stimulierenden Faktor, Monozyten- stimulierenden Faktor und IL-2 angelockt

und zur Proliferation angeregt.

6.5.2. Glatte Muskelzellen

Glatte Muskelzellen kommen physiologischerweise in der Gefallwand einer
gesunden Arterie nur in der Media, vereinzelt in der Intima, vor. Durch Sekretion
von Makrophagen- Mitogenen (PDGF- ahnlich) werden die glatten Muskelzellen
vom kontraktilen Typ durch Aufhebung der Go- Phase in sekretorische glatte
Muskelzellen transformiert.

Im Laufe der Atherogenese wandern glatte Muskelzellen aus der Media in die
Intima ein, durchlaufen diesen Phanotypwechsel und proliferieren. Dort bilden
sie Kollagene, Proteoglykane und elastische Fasern. Auf diese Weise kommt es
zu einer Fibrosierung der Plaques. Zu den Stimulatoren der Proliferation
gehoren u.a. Thromboxan A, (Lindblad et al. 1988), Angiotensin I,
Katecholamine (Blaes u. Boissel 1983) und Serotonin (Nemecek et al. 1986).
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten jedoch zeigen, dass glatte
Muskelzellen bereits in der Intima von Kleinkindern prasent sind (Dissertation

Falkensammer 1998).

6.5.3. T-Lymphozyten

T-Lymphozyten sind in allen Stadien des atherosklerotischen Prozesses
prasent. lhre Infiltration in die Intima gehort zu den ersten morphologisch
fassbaren Veranderungen (Millonig et al. 2002). T-Zellen werden aktiviert, wenn

ihnen Antigene von antigenprasentierenden Zellen, wie z.B. dendritischen
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Zellen, prasentiert werden. Sie produzieren daraufhin Zytokine einschlief3lich
Interferon y und Tumornekrosefaktor o und -B, welche die Immunantwort
verstarken (Hansson et al. 1989).

Der T-Zell- Anteil ist jedoch nicht in allen Phasen gleich und auch der
Aktivierungsgrad unterliegt Veranderungen. So sind bereits initial in der
verdickten Intima einzelne T-Zellen nachzuweisen. Zur Ubergangszone hin
erhoht sich der Anteil auf 40% aller zellularen Elemente. Auch der
Aktivierungsgrad ist mit 70% sehr hoch. Dieser lasst sich Uber die Expression
von HLA-DR als Aktivierungsmarker verfolgen (Xu et al. 1990). Diese Tatsache
lasst die Vermutung aufkommen, dass die T-Zellen nicht zufallig dort zu finden
sind, sondern vielmehr die Folge einer gerichteten immunologischen Reaktion
darstellen. Mit zunehmender Progression der Atherosklerose hin zu komplexen
Lasionen nimmt der T-Zell- Anteil wieder ab und die Makrophagen Uberwiegen.

Dies spiegelt eine Abnahme der Aktivitat der Entziindung wider.

6.5.4. Mastzellen

Mastzellen sind praktisch in all jenen Geweben prasent, die eine Barriere zur
AuBenwelt bilden, wie z.B. Haut, Darmwand und Bronchien. Da Mastzellen
jedoch auch in der arteriellen Intima gefunden werden, kdnnte auch dieser
Region eine gewisse Barrierefunktion zukommen (siehe spater beim VALT).
Mastzellen greifen auch in den Lipidmetabolismus der arteriellen Wand ein,
indem sie sowohl den LDL- als auch den HDL- Mechanismus beeinflussen. Sie
begulnstigen die Schaumzellentwicklung, indem sie die Endozytoserate fur LDL
in Makrophagen steigern. Aber auch freies LDL kann von ihnen, wenn auch
unspezifisch, auf der Zelloberflache gebunden und abgebaut werden
(Kokkonen u. Kovanen 1993). AulRerdem spielen Mastzellen eine Rolle in der
Oxidation von LDL zu oxLDL- Partikeln (Lindstedt et al. 1993). Daruber hinaus
sezernieren sie Heparin, Tryptase, Chymase und Zytokine, wie z.B. Fibroblast
growth factor, PAF und TGF-B und beeinflussen damit die Entstehung der
Atherosklerose. Zytokine erfullen dabei verschiedene Aufgaben: Sie fuhren zur
Infiltration von T-Zellen und Monozyten/ Makrophagen (Ross 1993). Auch die
Immigration und Proliferation von glatten Muskelzellen wird stimuliert (Inoue et
al. 1996).
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6.5.5. Dendritische Zellen

Die dendritischen Zellen gehdren wie auch die Makrophagen und B-Zellen zur
Gruppe der antigenprasentierenden Zellen, stellen jedoch die wichtigste
.professionelle® Zellgruppe dar. Gereifte dendritische Zellen besitzen eine
typische verzweigte Morphologie und kommen ausschlieBlich in den
T-Zellbereichen der lymphatischen Gewebe vor. lhre Vorlauferzellen halten in
der Peripherie Antigene fest und wandern dann zu den lymphatischen
Geweben, wo sie die Antigene den T-Zellen prasentieren (Immunologie
Janeway u. Travers 1997). Dendritische Zellen sind insofern speziell, als dass
sie naive T-Zellen stimulieren konnen, wahrend Makrophagen nur solche Zellen
aktivieren konnen, die vorher einen Priming- Prozess durchlaufen haben. Sie
exprimieren neben MHC-I auch MHC-II konstitutiv auf ihrer Oberflache, sodass
sie mit CD4 und CD8 interagieren kdnnen.

In der T-Zellreifung im Thymus prasentieren dendritische Zellen Autoantigene
und eliminieren so autoreaktive T-Zellen im Rahmen der negativen Selektion
(Kurts et al. 1997).

AuBerdem finden sich dendritische Zellen in atherosklerotischen Lasionen, bei
denen auf Schaumzellen das CD1a Antigen nachgewiesen werden konnte
(Bobryshev u. Lord 1995; Bobryshev et al. 1995 und 1996). Sogar in der Intima
von gesunden Kleinkindern wurden dendritische Zellen entdeckt (Waltner-
Romen et al. 1998). Auch in der Intima von Erwachsenen- Gefalden konnte ein
Netzwerk dendritischer Zellen (vascular associated dendritic cells- VADC)
nachgewiesen werden, welches besonders an hamodynamisch belasteten
Regionen ausgepragt ist und dem Netzwerk von Langerhans- Zellen in der Haut
ahnelt (Millonig et al. 2001).

6.6. Adhasionsmolekile und Atherosklerose

Adhasionsmolekule sind chemisch betrachtet Proteine. Sie bilden die
Grundlage fur alle gerichteten Migrationen der immunologischen Effektorzellen.
Sie werden auf der Basis struktureller Homologien verschiedenen
Molekulfamilien zugeordnet. Die an der Leukozytenmigration (s. Abb. 4)
beteiligten Moleklle gehéren den Selektinen, den Integrinen, den Cadherinen

oder der Immunglobulin-Superfamilie an.
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Die Expression von Adhasionsmolekiilen ist gewebsspezifisch, was ein Homing
von Zellen jeglicher Art ermdglicht. Durch Anderung des spezifischen
Mikroenvironments, wie die wechselnde Auspragung des Zytokinmusters,
kommt es auch zur Anderung des Adhasionsmolekiilprofils. Die Folge davon
kann eine verminderte oder vermehrte Infiltration von mononukledren Zellen
sein. So wird auch verstandlich, dass Adhasionsmolekule in allen Stadien der

Atherosklerose prasent sind.

6.6.1. Die Selektine

Ihre Hauptaufgabe besteht in erster Linie darin, das Homing von Leukozyten an
ihren Bestimmungsort in spezifischen Geweben zu vermitteln. Sie werden
entweder auf Leukozyten (L-Selektin = CD62L) oder auf vaskularem Endothel
(P-Selektin = CD62P und E-Selektine = CD62E) nicht konstitutiv exprimiert.
Selektine sind Zelloberflachenmolekule ahnlicher Grundstruktur. Die einzelnen
Molekule unterscheiden sich durch eine lektinahnliche Seitenkette in
ihrem extrazellularen Bereich (s. Abb. 3). Jedes Selektin bindet an ein

Kohlenhydratmolekl an der Zelloberflache.

Name Gewebeverteilung Ligand

Selektine L-Selektin Naive und einige Sulfatiertes

Gedachtnis- T-Lymphozyten, | Sialyl- Lewis,

Binden Kohlenhydrate Neutrophile, Monozyten, GlyCAM-1, CD34,
I6sen Leukozyten- Makrophagen, Eosinophile MAdCAM-1
Endothel- P-Selektin | Aktiviertes Endothel und Sialyl- Lewis”
Wechselwirkungen aus Thrombozyten

E-Selektin | Aktiviertes Endothel Sialyl- Lewis”

Tabelle 2: Selektine und ihre Liganden
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L-Selectin

E-Selectin

SCR 6

P-Selectin

Qo

SCR1 SCR9

Abbildung 3: Kettenaufbau der Selectine. Tedder et al. 1995.
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Die selektinvermittelte Adhéasion ist so schwach, dass die Leukozyten am GefaRendothel

entlangrollen konnen

Blutfluss —
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mmmmmm ol
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Rollende Adhéasion feste Bindung Diapedese Wanderung

* Chemokin

(IL-8)

Abbildung 4: Sequenz der Leukozytenadhasmn ~shoming“. Janeway und Travers 1997
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6.6.2. Integrine

Die Integrine umfassen eine groRe Familie von Zelloberflachenproteinen, die
die Adhasion zwischen Zellen, sowie zwischen Zellen und der extrazellularen
Matrix bei der Immunantwort und der inflammatorischen Antwort ermdéglichen.
Aulerdem sind sie am Aufbau von Geweben und bei der Zellwanderung
wahrend der Entwicklung beteiligt. Integrine bestehen aus einer grof3en
a- Kette, die nicht- kovalent mit einer kleineren - Kette zusammengelagert ist.
Es gibt verschiedene Unterfamilien der Integrine, die durch gleiche - Ketten
charakterisiert sind. Die Unterfamilien mit ihren entsprechenden Liganden sind

in der folgenden Tabelle zusammengestellt:

Name |Gewebeverteilung Ligand
Integrine a B T-Zellen, Monozyten, ICAM-1, ICAM-2
Makrophagen,
Binden an Neutrophile,
Zelladhasionsmolekiile dendritische Zellen

und extrazellulare Matrix | auPB. Monozyten, Makrophagen, |ICAM-1, ICAM-2,iC3b,

Neutrophile Fibrinogen
axpPz Makrophagen, iC3b
Neutrophile,
dendritische Zellen
a4P Lymphozyten, Monozyten, | VCAM-1
Makrophagen
asPy Monozyten, Makrophagen | Fibronektin
a4fB7 Lymphozyten MAdCAM-1

aef7 Lymphozyten im Epithel E-Cadherin

Tabelle 3: Integrine und ihre Liganden
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6.6.3. Immunglobulin- Superfamilie

Diese Familie wird so genannt, weil die einzelnen Mitglieder strukturelle
Annlichkeiten zu den konstanten Regionen von Immunglobulinen aufweisen. Zu
dieser Familie gehdéren die Adhasionsmolekile CD2, CD31 (PECAM-1),
LFA3, ICAM-1, ICAM-3, VCAM-1, MAdCAM-1, NCAM-1, als auch
Non-Adhasionsmolekule |Ig, TCR, CD3, CD4, CD8, MHC. Alle enthalten die
Immunglobulin-Doméane in unterschiedlicher Haufigkeit. Endothelzellen
exprimieren ICAM-1 bereits konstitutiv, die Expression wird aber vermutlich
durch IL-1, TNF-a, INF-y und LPS noch weiter erhoht, wahrend ICAM-2 nur
konstitutiv exprimiert wird. LFA-1 auf Leukozyten ist der entsprechende Ligand
far ICAM-1 und ICAM-2.

VCAM-1 interagiert bevorzugt mit aktivierten T-Memoryzellen, jedoch auch mit
VLA-4 (a4B1- Integrin), welches auf Leukozyten, Tumorzellen und unreifen
Erythrozyten zu finden ist. Die Expression auf dem Endothel ist nicht konstitutiv

und muss erst induziert werden.

Name Gewebeverteilung Ligand
Die Immunglobulin- CD2 (LFA-2) T-Zellen LFA-3
Superfamilie ICAM-1 aktivierte Endothelzellen, LFA-1, Mac1
Lymphozyten, dendritische
verschiedene Zellen
Funktionen bei der ICAM-2 ruhende Endothelzellen, LFA-1
Zelladhasion dendritische Zellen
Ziel von Integrinen ICAM-3 Lymphozyten LFA-1
LFA-3 Monozyten, Makrophagen Fibronektin
LFA-2 Lymphozyten, CDh2
antigenprasentierende Zellen
VCAM-1 aktiviertes Endothel VLA-4

Tabelle 4: Immunglobulin- Superfamilie
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6.6.4. Cadherine

Cadherine sind Transmembranglykoproteine. Man unterteilt diese Gruppe in
klassische und desmosomale Cadherine, in Protocadherine und cadherin-
verwandte Peptide (Suzuki 1996). Klassische Cadherine weisen in ihrer Klasse
mit 43%-58% Sequenzhomologie auf Proteinebene eine hohe evolutive
Konservierung auf (Kemler et al. 1989). Sie vermitteln extrazellular den
calciumabhangigen direkten Zell- Zell- Kontakt zu Cadherinen der Nachbarzelle
(Ozawa et al. 1998).

6.6.5. Die Bedeutung der Adhasionsmolekiile in der Atherogenese

Die Adhasion von Leukozyten an das arterielle Endothel stellt einen sehr frihen
Prozess in der Entstehung der Atherosklerose dar (Ross et al. 1993). Einer
solchen Adhasion muss die Expression von Adhasionsmolekilen
vorrausgehen. Es wurden spezifische Adhasionsmolekile sowohl in friihen als
auch in spaten atherosklerotischen Lasionen beschrieben. Diese
Beobachtungen werden noch durch die bekannten Risikofaktoren erganzt,
welche die Expression der Adhasionsmolekile in unterschiedlicher Weise
induzieren. Die arterielle Hypertonie bewirkt eine Zunahme von E-Selektin und
P-Selektin auf Endothelzellen, sowie eine Zunahme der Serumspiegel von
I6slichem P-Selektin (Verhaar et al. 1998). Rauchen verstarkt die Expression
von ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin (Shen et al. 1997). Auch oxLDL alteriert
die natlrlichen Expressionsmuster, indem es eine Zunahme von ICAM-1,
VCAM-1 und P-Selektin, in vitro unter Kulturbedingungen bewirkt (Kume et al.
1992; Mehta et al. 1995). Interessanterweise trifft dies nur auf arterielle Gefalle,
nicht jedoch auf vendése Endothelzellen zu. Dies kdnnte eine Erklarung fir das
Fehlen von Venosklerose sein. Ein Erklarungsversuch flr dieses Phanomen
besteht darin, dass arterielle Endothelzellen in ihren friheren Lebensphasen
einem hoheren hamodynamischen Stress unterliegen. Dieser Vor- Stress
konnte bereits Veranderungen im Rahmen des HSP- Metabolismus nach sich
gezogen haben, die zu einem unterschiedlichen Verhalten von arteriellen und
venosen Endothelzellen unter den gleichen Kulturbedingungen fuhren
(Amberger et al. 1997). Stressoren fuhren auf’erdem zu einer synchronen

Expression von Adhasionsmolekilen und HSP60 (Seitz et al. 1996). Nach
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diesem Vor- Stress kommt es zu einer Erniedrigung der Schwelle flr andere
Stressfaktoren, wie z.B. oxLDL. Dieses oxLDL kénnte daher einen Stimulus fur
die leukozytare Infiltration zu Beginn der Atheroskleroseentstehung darstellen.
Nach Infiltration in das subendotheliale Bindegewebe bilden die Leukozyten
wiederum eine Vielzahl von Zytokinen, IL-1, TNF-a u.a., die ihrerseits die
Adhasionsmolekulexpression forcieren und damit neue Leukozyten zum
Einwandern bewegen.

Doch auch biomechanischer Stress bewirkt eine sehr differenzierte
Veranderung im Profil der Expression von Adhasionsmolekilen, indem es zu
einer starken Induktion von ICAM-1 kommt. Besonders Scheerstress ist in
diesem Zusammenhang zu erwahnen (Chiu et al. 2004). Diese Besonderheit
konnte flir das Verteilungsmuster atherosklerotischer Veranderungen
verantwortlich sein. Dies geschieht hauptsachlich an Stellen, die vermehrtem
hamodynamischen Stress unterliegen.

Dieses Konzept lasst sich auch auf die protektiven Faktoren, wie Ostrogen
und HDL anwenden. Diese anti- atherogenen Einflisse fuhren zu einer
Verringerung der Expression von Adhasionsmolekilen und erschweren dadurch
die Infiltration von Entziindungszellen in die Intima (Miller et al. 2004). Auch der
atheroprotektive Effekt von Acetylsalicylsaure (ASS) gehort in diesen Bereich.
Wie auch Ostrogen und HDL verringert ASS die Expression von
Adhasionsmolekulen auf der Oberflache von Endothelzellen. Dies verhindert die
Interaktion von Leukozyten mit HSP60, obwohl es selbst durch ASS induziert
wird. Ohne die Co- Expression dieser beiden Molekule ist die Immunantwort
von T-Zellen gegen HSP60 nicht mdglich, da sie wegen der schnellen
Blutstrdmung nicht anhaften kdnnen (Amberger et al. 1999).
Adhasionsmolekule konnen in ihrer loslichen Form auch als serologischer
Marker fur die praklinische Diagnose der Atherosklerose verwendet werden.
Zusammen mit einer erhdhten Monozytenzahl zeigt ein erhdhtes Iosliches
ICAM-1 im Serum eine bestehende Koronaratherosklerose an (lkata et al.
2000). In diesem Zusammenhang ist auch VCAM-1 zu nennen, der als
spezifischster Serummarker in seiner Hohe mit der Ausdehnung korreliert
(Peter et al. 1999).
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7. Das vascular associated lymphoid tissue (VALT)

Bei Untersuchungen zum Nachweis einer entzundlich- immunologischen
Beteiligung an der Entstehung der Atherosklerose wurden normale vermeintlich
gesunde Arterien von Kindern im Alter von 8 Wochen bis 8 Jahren, die
entweder Unfallen zum Opfer gefallen sind oder am pl6tzlichen Kindstod
verstarben, als Negativkontrolle verwendet. Als Kontrollgefald wurde die Arteria
carotis communis einschlieBlich ihrer Bifurkation zur Arteria carotis externa und
interna verwendet. Wider Erwarten fanden sich in der Intima dieser kindlichen
Arterien mononukleare Zellen (T-Zellen, Makrophagen, dendritische Zellen und
einige Mastzellen) aber fast keine B-Zellen und NK-Zellen. Und zwar bevorzugt
an solchen Stellen (Bifurkation), von denen bekannt ist, dass sie fur die
Atheroskleroseentstehung im spateren Lebensalter pradisponiert sind, da sie
einem erhohten hamodynamischen Stress unterliegen. Analog einer lokalen
Immunabwehr an Strukturen, die bereits fur z.B. den Darm und den
Respirationstrakt als MALT (mucosa associated lymphoid tissue) beschrieben
wurden, wurde diese Ansammlung mononuklearer Zellinfiltrate VALT (vascular
associated lymphoid tissue) bezeichnet. Wir gehen davon aus, dass sie ahnlich
dem MALT eine lokale immunologische Uberwachung des Blutstroms ausfiihrt
(Wick et al. 1995 und 1997; Millonig et al. 2002).

Jedoch gibt es auch wesentliche Unterschiede zwischen VALT und MALT.
Ersterem fehlen wichtige Komponenten, wie Lymphfollikel, bzw. Keimzentren
und B-Zellen. Gemeinsam haben sie den hohen Anteil an y/5-T-Zellen. Im
VALT finden sich mit 10-15% y/6-T-Zellen deutlich weniger als im MALT, aber
immerhin noch deutlich mehr als im peripheren Blut (1-2%). Die meisten
T-Zellen exprimieren den a/B-TCR. Jene, die den y/&6-TCR exprimieren, finden
sich hingegen in frGhen atherosklerotischen Lasionen (Kleindienst et al. 1993).
y/0-T-Zellen erkennen spezielle Stress- induzierte MHC- assoziierte Epitope
(Hampl et al.1999). Durch eine Epithellasion werden y/d-T-Zellen aktiviert und
sezernieren Zytokine, die zur Anlockung von Entziindungszellen fuhren (Wu et
al. 2002). Diese Beobachtungen wurden fur das MALT beschrieben, scheinen
aber auch auf das Konzept des VALT anwendbar. DarUber hinaus konnte
gezeigt werden, dass y/6- T-Zellen im MALT hauptsachlich mit

Hitzeschockproteinen reagieren (Zugel et al. 1999), was deren Rolle als
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wichtige Komponente der lokalen Immunitat und die Hypothese zur Existenz

eines lokalen vaskularen Abwehrsystems unterstutzt.

8. Die A. mammaria interna (IMA)

Erste Schritte in der koronaren Bypasschirurgie wurden von Vineberg und Miller
im Jahr 1951 gemacht. Unter Verwendung der A. mammaria interna, die direkt
in das ischamische Ventrikelmyocard gezogen wurde, erhoffte man sich eine
verbesserte Myocardperfusion. Ein nachster revolutionarer Schritt wurde von
Kolesov 1964 in Leningrad unternommen. |lhm gelang die Anastomose der
A. mammaria interna direkt auf den stenosierten Ramus interventricularis
anterior (s. Abb. 5a). Seit Ende der sechziger Jahre findet auch der
aortokoronare Venenbypass klinische Anwendung, erstmalig 1967 von Favoloro
und Effler in Cleveland verwendet (s. Abb. 5b).

Das Prinzip der Koronarrevaskularisation mittels Bypasschirurgie hat sich
neben der medikamentdsen und interventionellen Kardiologie in der Therapie
der koronaren Herzkrankheit etabliert. Neben der Verwendung von Venen,
hauptsachlich der Vena saphena magna, wird die A. mammaria interna
aufgrund ihrer Tomographie routinemaldig zur Versorgung des stenosierten

Ramus interventricularis anterior (RIVA) eingesetzt.
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A. mammaria interna-
Bypass im Pedikel

V. saphena magna—
Bypass

Abbildung 5b: Situs eines Vena saphena Bypasses
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8.1. Indikationen der Bypasschirurgie und Ergebnisse

Die Basis zur adaquaten Indikationsstellung in der Koronarchirurgie stellen zum
einen die Beurteilung der Koronarpathologie mittels Herzkatheteruntersuchung
dar, zum anderen der Ischamienachweis, z.B. durch Ruhe- und
Belastungsmyokardszintigraphie, Stressechokardiographie oder Positronen-
emissionstomographie  (PET). Zudem kann die Beurteilung der
linksventrikularen Pumpfunktion echokardiographisch oder durch
Radionuklidventrikulographie erfolgen. Fur die Indikationsstellung wichtig ist
auch die Erfassung der klinischen Anamnese zur Einteilung der Angina-
pectoris- Symptomatik mittels der CCS- Klassifikation. Die weite Verbreitung
der koronaren Bypasschirurgie ergab sich durch drei prospektive klinische
Vergleichsstudien, die eine verbesserte Uberlebensrate und Lebensqualitat
nach Bypasschirurgie im Vergleich zur medikamentosen Therapie,
insbesondere bei Patienten mit koronarer Mehrgefalerkrankung aufzeigten

(European Coronary Surgery Study Group 1982).

Medikamentods refraktare Angina pectoris mit nachweisbarer Koronarstenose

Instabile Angina pectoris

Linke Hauptstammstenose > 50%

Schwere koronare Drei-Gefal-Erkrankung

Ein- oder Zwei-Gefal3-Erkrankung mit Ischamienachweis und unzulanglicher PTCA

Postinfarkt-Angina-pectoris

Akuter Myokardinfarkt mit kardiogenem Schock PTCA-Komplikationen (Dissektion,

Perforation, Ischamie)

Kongenitale Missbildungen (zum Beispiel Aneurysma) und Fehlabgange der Koronarien

Aortendissektion mit Beteiligung der Koronarien

Tabelle 5: Aktuelle Indikationen zur koronaren Bypasschirurgie.

8.2. Langzeitergebnisse nach koronarer Bypasschirurgie

Der Erfolg der koronaren Bypasschirurgie ist primar an die Offenheitsrate der
Bypasse gebunden. Aufgrund der klinischen Erfahrung sollen die Ergebnisse
von Venenbypassen und arteriellen Conduits separat diskutiert werden.

FUr Venenbypasse gilt die Grundregel, dass nach funf Jahren ungefahr 30%-

und nach zehn Jahren die Halfte der Bypasse verschlossen sind (Dougenis et
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al. 1998). Faktoren, welche die Offenheitsrate beeinflussen, sind das
angeschlossene Koronargefald (haufigste Verschlisse treten bei Bypassen zur
RCA auf), die Grolle des KoronargefalRes, die chirurgische Technik bei der
Venenentnahme und Anastomosennaht. Aullerdem spielen das Geschlecht
sowie der moglichst frihe Beginn der Einnahme von Thrombozyten-
aggregationshemmern (z.B. Aspirin, Tyclopidin oder Clopidogrel) eine
entscheidende Rolle. Die langfristige Offenheitsrate wird entscheidend von der
Auspragung von Risikofaktoren wie Diabetes mellitus, Hyperlipidamie und
Nikotinabusus beeinflusst (Campeau et al. 2005).

Die Anwendung der A. mammaria interna in der Bypasschirurgie als arterieller
Graft zum RIVA hat die klinischen Ergebnisse deutlich verbessert. Dies erklart
sich durch die ausgezeichneten Langzeitergebnisse mit Offenheitsraten von
uber 90% nach funf und zehn Jahren (Dougenis et al. 1998). Die guten
klinischen Ergebnisse fiuhrten zu einer Ausbreitung der arteriellen
Revaskularisation unter Verwendung weiterer Conduits bis hin zur kompletten
Bypassversorgung mittels arterieller Grafts. Dies umfasst den bilateralen
Gebrauch der A. mammaria interna, wobei die Offenheitsrate flr die rechte
Arteria mammaria nach funf Jahren von 89,5% mit der der linken Arteria
mammaria vergleichbar ist (Jegaden et al.1995). Als weitere arterielle Conduits
kommen die Arteria radialis, die Arteria gastroepiploica und die Arteria
epigastrica inferior zur Anwendung.

Das zentrale Problem der koronaren Bypasschirurgie ist der vorzeitige
Bypassverschluss. Nach zehn Jahren st etwa die Halfte der
Venenbypassbriicken verschlossen und die restlichen Uberbriickungen
atherosklerotisch verandert. Der Verschlussprozess lasst sich in drei

verschiedene Zeitphasen einteilen: Der Fruhverschluss ist primar durch

thrombotisches Material, schlechtes Abflussverhalten der Bypasse und

schlechte Technik bedingt. In einer Zwischenphase fuhren Intimaverdickungen

an den Bypassendigungen zu intermittierenden Ischamien, in der Spatphase
tritt das Bypassversagen durch eine progressive Atherosklerose auf (Solymoss
et al. 1991).

- Venen- Bypasse:

Eine Intimaverdickung ist bereits nach einem Monat zu sehen, verstarkt sich

dann jedoch nicht mehr. Nach einem Jahr nahert sich der Durchmesser der
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Venen dem viel kleineren Durchmesser der Koronargefalle an. 10% der
Bypasse verschlielen sich nach einigen Wochen, wenn kein Aspirin verabreicht
wird. Die meisten Bypasse zeigen atherosklerotische Veranderungen nach
10 Jahren, die Offenheitsrate betragt dann noch 50-60%.

- Mammaria- Bypasse:

Auch hier entwickeln sich Intimaverdickungen, jedoch sind diese Bypasse sehr
resistent gegen Atherosklerose. 5-10% entwickeln eine spate Verengung, aber
die meisten dieser Verengungen schreiten nicht bis zu einem Verschluss weiter.
Nach 10 Jahren sind noch 90% der Mammaria- Bypasse offen.
Revisionseingriffe nach Bypass- Operationen sind in 25% der Falle
Ballondilatationen (PTCA), 75% der restlichen Eingriffe sind chirurgisch. Bei
90% der Patienten ist Uber einen Zeitraum von 10 Jahren keine erneute
Intervention erforderlich.

Die haufigste Ursache fir einen Neueingriff ist eine Verengung der Venen-
Bypasse. Ein IMA- Bypass verringert das Risiko fur eine neue Operation und

zdgert die Zeit bis zu einer Neuoperation hinaus.

47



Material und Methoden

1. Patienten und Gewebe

1.1. Patienten

Die Untersuchungen erfolgen an Praparaten, die aus einer kooperativen
prospektiven Studie von Herrn Prof. G. Fraedrich von der Universitatsklinik in
Innsbruck und Herrn Dr. B. lhling von der Universitatsklinik Freiburg stammen.
Es handelt sich dabei um Fragmente der A. mammaria interna, die wahrend
Bypassoperationen gewonnen wurden.

Das Alter der insgesamt 32 Patienten liegt zwischen 42 und 71 Jahren mit
einem Durchschnitt von 59,5 Jahren. 29 Patienten gehéren dem mannlichen

und 3 Patienten dem weiblichen Geschlecht an.

1.2. Gewebe- Praparation

Die Arterie wird im Rahmen der Bypassoperation mit ihrem Bindegewebskorper
(Pedikel) von der inneren Thoraxwand nahe dem Sternum bis hin zum
Zwerchfell abprapariert, wobei das distale Segment als Untersuchungsmaterial
dient. Dies wird fur die weitere Bearbeitung mit Formaldehyd fixiert und in

Paraffin eingebettet.
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2. Reagenzien

2.1. Primarantikorper

Die verwendeten Primarantikorper stammen von den in Tabelle 6 angegebenen

Firmen.
Antikorper |Immunglobulin [Code Identifizierte Antigene Bezugsquelle
gegen -Isotyp (°)
CD3 Polyklonal RB-360 Endothelzellen neomarkers
rabbit
CD4 IgG 1 MS-392 TH-4-Zellen neomarkers
CD8 IgG 1 NCL-CD8-295 | TH-8-Zellen serotec
CD25 1gG 2b NCL-CD25- Aktivierte T- u.B-Zellen, serotec
305 Monozyten
CD68 IgG 1 MS-397 Makrophagen, Monozyten, neomarkers
neutrophile u.basophile
Leukozyten, Lymphozyten
CD54 IgG 1 MS-1094 Endothelzellen, neomarkers
(ICAM-1) AG-prasentierende Zellen
CD106 IgG 1 MS-1101 Endothelzellen, neomarkers
(VCAM-1) AG-prasentierende Zellen
p-Selektin IgG 2a M 7199 Endothelzellen, aktivierte DAKO
Thrombozyten,
Megakaryozyten
S 100 IgG 2a MS-296 dendritische Zellen neomarkers
HLA-DR 1gG 2b MS-133 dendritische Zellen, B-Zellen, |neomarkers
aktivierte T-Zellen,
Monozyten, Makrophagen
vWF polyklonal A 0082 Endothelzellen, DAKO
rabbit Megakaryozyten
HSP60/65 IgG 1 ML-30 Heat-shock-protein 60/65 J.lvanyi

Tabelle 6: Primé&rantikorper,
(°) wenn nicht separat erwéhnt, handelt es sich um monoklonale Antikérper der Maus
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2.2. Konjugate und Briickenantikorper

Konjugate und Briickenantikorper Immunglobulinklasse |Bezugsquelle
goat-a-rabbit Immunoglobulins Gesamt IgG DAKO
rabbit-a-mouse Immunoglobulins IgM DAKO
Alkaline Phosphatase-Conjugated goat-a-rabbit Gesamt IgG DAKO

Immunoglobulins

Alkaline Phosphatase-Conjugated goat-a-mouse Gesamt IgG DAKO

Immunoglobulins

Peroxidase-Conjugated goat-a-mouse Gesamt IgG DAKO

Immunoglobulins

Peroxidase-Conjugated goat-a-rabbit Gesamt IgG DAKO
Immunoglobulins

APAAP-mouse monoklonal IgG 1 DAKO
EnVision Labelled Polymer,Alkaline Phosphatase Gesamt IgG DAKO
EnVision Labelled Polymer,Peroxidase Gesamt IgG DAKO

Tabelle 7: Konjugate und Briickenantikbrper

2.3. Bezugsquellen:

DAKO Glostrup — Denmark
neomarkers Fremont — USA
J.lvanyi MRC Tuberculosis and Related Infections Unit,

Hammersmith Hospital London — United Kingdom

serotec Dusseldorf, Germany
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2.4. Kommerziell erhaltliche Reagenzien

Reagenzien

Bezugsquelle

Aceton

Merck (Darmstadt, BRD)

3-Aminopropyltriethoxysilane

Sigma (Minchen, BRD)

Ammoniumsulfat

Merck (Darmstadt, BRD)

Citronens&ure-Monohydrat

Merck (Darmstadt, BRD)

Dinatriumhydrogenphosphat

Merck (Darmstadt, BRD)

Ethanol

Merck (Darmstadt, BRD)

Formalin

HCL Merck (Darmstadt, BRD)
Hamatoxylin Merck (Darmstadt, BRD)
Kaliumcitrat Merck (Darmstadt, BRD)

Kaliumdihydrogenphosphat

Merck (Darmstadt, BRD)

Kayser's Glyceringelatine

Merck (Darmstadt, BRD)

Methanol

Merck (Darmstadt, BRD)

Meyer's Hamalaun

Merck (Darmstadt, BRD)

Natriumbicarbonat

Merck (Darmstadt, BRD)

Natriumacid

Merck (Darmstadt, BRD)

Natriumchlorid

Merck (Darmstadt, BRD)

Poly-L-Lysin Sigma (Miinchen, BRD)
Perhydrol Merck (Darmstadt, BRD)
Protease XXIV Sigma (Minchen, BRD)

Sigma Fast DAB Metal Enhancer

Sigma (Minchen, BRD)

Sigma Fast Red TR/Naphtol

Sigma (Miinchen, BRD)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Merck (Darmstadt, BRD)

tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Merck (Darmstadt, BRD)

Titriplex

Merck (Darmstadt, BRD)

Xylol

Merck (Darmstadt, BRD)

Tabelle 8: Kommerziell erhéltliche Reagenzien
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3. Puffer und Reaktionsléosungen

3.1. Zubereitung der Stammlésungen

NaCl 10x (9%ig):
NaCl 90 g

in einem Liter Aqua bidestillata 16sen

1M Tris — Stammpuffer:
Tris 1211 g
in einem Liter Aqua bidestillata 16sen

Titrieren auf pH 7,4

0,1M Citrat Buffer Antigen Retrieval Solution (pH 6,0):

Stammlésung A: 0,1M Citronensaure-Monohydrat 21,04 g/l
Stammldsung B: 0,1M tri-Natriumcitrat-Dihydrat 29,41 g/l
Losung A 29 ml
Léosung B 123 ml

auf 1,5 Liter Aqua bidestillata aufflllen

Titrieren auf pH 6,0

3.2. Zubereitung von Tris buffered saline (TBS)

Tris 1M 25 ml
NaCl 10x 100 ml
Aqua bidestillata 875 ml
TBS 1000 ml

Titrieren auf pH 7,4
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3.3. Zubereitung von Phosphate buffered saline (PBS)

NaCl 667,75 g
Na;HPO, (wasserfrei) 14,19 ¢
KH.PO4 4,08 g

in Aqua bidestillata 16sen und auf 10 Liter auffullen

Titrieren auf pH 7,4

3.4. Reagenz zum Blockieren der endogenen Peroxidase

NaN3 260 mg
PBS 40 ml
H20, 50 ul

Natriumacid wird in PBS geldst und unmittelbar vor Gebrauch wird Perhydrol
hinzugegeben. Die Blockierungsprozedur wird in einer Kuvette bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Die Mengenangaben verstehen sich fur eine

Kivette.

4. Immunhistochemische Methoden

4.1. Fixierung und Einbetten des Gewebes

Nach der Praparation wird das Gewebe rasch ins Formalin (4% Formol in PBS)
gegeben um die Autolyse zu verhindern. Nach ca. 3 Tagen ist der
Fixierungsvorgang abgeschlossen und es folgt das Einbetten in Paraffin im
Gewebeeinbettautomat (Citadel 1000, Shandon).

Zu diesem Zweck werden die Kapseln mit flussigem Paraffin ausgegossen.
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4.2. Beschichten der Objekttrager

Wahrend der vielen Waschschritte kam es haufig zu einem Abschwimmen der
Paraffinschnitte. Daher war es notwendig, die Objekttrager vor der Verwendung
zu beschichten.

Wie aus friheren Untersuchungen bereits bekannt ist, eignet sich daflir am
besten eine Silanbeschichtung.

Dafur werden die Objekttrager zunachst fur 5 Minuten in ein 2%iges Silan-
Acetongemisch gegeben und anschlieRend dreimal fir 5 Minuten in Aceton
gewaschen.

Dieses Verfahren verbessert deutlich die Adharenz der Schnitte an die

Objekttrager und verhindert damit ein Abschwimmen.

4.3. Anfertigen der Paraffinschnitte

Vor dem Schneiden werden die ausgegossenen Paraffinblockchen auf einer
Klhlplatte gekuhlt, um sie besser schneidbar zu machen.

Das Anfertigen der Paraffinschnitte mit einer Dicke von 3um erfolgt an einem
Rotationsmikrotom (Biocut 2035, Leica). Anschlielfend werden die Schnitte in
einem Wasserbad bei 37°C ausgebreitet, geglattet und auf Objekttrager
aufgezogen.

Die Schnitte werden dann bei 37°C im Brutschrank tber Nacht getrocknet und

bei Raumtemperatur zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

4.4. Kontrollen

Bei allen Tests werden unterschiedliche Gewebsschnitte als Positiv- und
Negativkontrollen verwendet. Zumeist dient humanes Lymphknotengewebe als
Kontrolle mit Ausnahme des HSP60 (nur glomeruldare Podozyten werden
angefarbt; Ebrahim et al. 1999). Hierfur wird humanes Nierengewebe als
Positivkontrolle verwendet. AuRerdem kann in allen Praparaten die Media, als
auch die Adventitia als interne positive Kontrolle angesehen werden.

Die Gebrauchsverdinnung aller Primar- und Sekundarantikorper wird vor

Gebrauch mit Hilfe einer Schachbretttitration bestimmt.
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Eine Negativkontrolle, die einer Konjugatkontrolle entspricht, wird entweder
durch Ersetzen des Primarantikorpers durch TBS oder durch das Verwenden

einer dem Primarantikdrper entsprechenden Isotypenkontrolle erzielt.

4.5. Vorbehandlung Demaskierung

Die meisten Gewebeproben werden, wie auch in diesem Fall, in Formalin fixiert
und in Paraffin eingebettet. Dieser Vorgang I6st allerdings eine Veranderung
der dreidimensionalen Struktur der Proteine aus, sodass sie fur einige
Antikorper nicht mehr erkennbar sind. Es gibt nun Antikorper, die gegen Epitope
gerichtet sind, die nicht durch die Fixierung verandert werden und solche, deren
korrespondierende Epitope ihre immunologische Reaktivitat verlieren.

Diese Antigene mussen einer speziellen Vorbehandlungsprozedur unterzogen
werden.

Im Rahmen von Vorversuchen werden alle Antikorper mit allen
Vorbehandlungsmethoden getestet, wobei sich dann drei als geeignet

erwiesen:

a. Proteinase XIV (1mg/ml PBS)- in feuchter Kammer 5 min
-in a.d. spllen
Fir: CD62p, vWF, CD68, HLA-D

b. Citratpuffer (0,01M, pH 6,0) - Mikrowelle 730W, in der Glaskuvette

- leere Platze mit Objekttragern

auffullen 2x 5 min

- dazwischen a.d. auffullen

- in Citratpuffer abkuhlen 10 min
Fiir: ML-30, ICAM-1, S-100

- zusatzlich 1,5%ig H20, in Methanol 10 min

- a.d. spulen 2Xx 5 min

- TBS spulen 2x 5 min
Fir: CD3, CD8, CD25
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c. EDTA (0,01M, pH 8,0) - Mikrowelle 730W, in der Glaskuvette
- leere Platze mit Objekttragern
auffullen 2x 5 min
- dazwischen a.d. auffullen
- in EDTA abkuhlen 10 min
- zusatzlich 1,5%ig H20, in Methanol 10 min
- a.d. spulen 2X 5 min
- TBS spulen 2x 5 min
Fiir: CD4, VCAM-1

Ungeeignet erweisen sich die Vorbehandlungen mit Trypsin pH 7,8
(0,17% in 0,06M Tris-Puffer + 0,15M NaCl+0,1% CaCl;), sowie die
Dampfkochtopfmethode mit 0,01M Citratpuffer oder 0,01M EDTA.

4.6. Methoden
4.6.1. direkte Methode/ indirekte Methode

Der einfachste Weg, ein bestimmtes Antigen zu lokalisieren besteht darin, einen
spezifischen Antikdrper zu verwenden. Bei der direkten Methode ist dieser
spezifische Antikorper chemisch an ein Enzym (Peroxidase oder alkalische
Phosphatase) gekoppelt. Das konjugierte Reagenz wird dem Praparat
zugegeben und reagiert mit dem Antigen. Ein nachfolgend zugefligtes Substrat
ruft ein gefarbtes Endprodukt hervor, das an dieser Stelle prazipitiert und das
dort gelegene Antigen markiert.

Der Nachteil dieser Methode besteht allerdings darin, dass fur jedes Antigen ein
separater konjugierter Antikdrper notwendig ist. Daher wird haufiger der
indirekte immunhistochemische Nachweis gewahlt (s. Abb. 6 und Abb. 7).
Hierbei kommt es zu einer Bindung eines unkonjugierten Antikdrpers an das
Antigen im Praparat. Um diese Anlagerung zu lokalisieren, wird ein
enzymmarkierter Sekundarantikdrper verwendet, der an den ersten bindet.
AnschlieRend wird die Reaktion mit Hilfe eines Substrates sichtbar gemacht.
Um eine hohere Sensitivitat zu erreichen, kann man den enzymmarkierten
Sekundarantikdrper durch eine enzymmarkierte Polymerstruktur ersetzen.

Diese Polymerkette bindet mehrere Zweitantikbrper und Enzymmolekiile,

56



Material und Methoden

wodurch eine Verstarkung des Signals erreicht wird. Dies ist bei besonders

schwer zuganglichen Epitopen von Vorteil.

Abbildung 6: indirekte Methode

’ﬂ’;j >y

Abbildung 7: indirekte Methode+ Polymerkette (Envision)

Antigen Primarantikorper Sekundarantikorper  Polymerkette enzymmarkiert

enzymmarkiert

S
A ﬁ

Y

A

Legende
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4.7. Testablauf

Der gesamte Test wird bei Raumtemperatur durchgefthrt.
Die Schnitte werden zunachst in der absteigenden Alkoholreihe

entparaffiniert:

- Xylol 3x 10 min
- 100% Alkohol absolut 5 min
- 100% Alkohol vergallt 5 min
- 96% Alkohol 2x 5 min
- 70% Alkohol 2x 5 min
- TBS

Die Vorbehandlungsmethode variiert wie vorher beschrieben.

4.71. Alkalische Phosphatase- Farbung

- Schnitte mit PAP- Pen (=Fettstift zur Begrenzung des Schnittareals)
auf dem Objekttrager umranden
- in feuchter Kammer Schnitte mit 1,5% NHS in Blocking-Reagenz
inkubieren (verhindert unspezifische Antikorperbindung) 15 min

- Schnitte nicht spllen, nur abklopfen

- Primarantikorperinkubation 120 min
- 3x waschen in TBS auf Schttler je 5 min
- Sekundarantikorperinkubation bzw. Envision- fluid 30 min
- 3x waschen in TBS auf Schattler je 5 min

- Substratentwicklung mit Fast- Red unter Sichtkontrolle unter dem

Mikroskop
- Reaktion stoppen in Leitungswasser
- Gegenfarbung (Kerne) mit Hamatoxylin (filtriert) 1:40 in a.d. 2 min
- Abstoppen in Leitungswasser und Blauen 10 min

- Eindecken in Kayser's Glycerin-Gelatine
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4.7.2. Peroxidase- Farbung

- Schnitte mit PAP- Pen umranden

- Blocken der endogenen Peroxidaseaktivitat mit 260mg NaNs in
40ml PBS+ 50ml H,O, kurz vor Beginn dazugeben

- in feuchter Kammer Schnitte mit 1,5% NHS in Blocking-Reagenz
inkubieren (verhindert unspezifische AntikOrperbindung)

- Schnitte nicht spllen, nur abklopfen

- Primarantikdrperinkubation

- 3x waschen in TBS auf Schattler

- Sekundarantikérperinkubation bzw. Envision- fluid

- 3x waschen in TBS auf Schuttler

- Substratentwicklung mit DAB Metal- Enhancer unter Sichtkontrolle
unter dem Mikroskop

- Reaktion stoppen in Leitungswasser

- Gegenfarbung (Kerne) mit Hamatoxylin filtriert 1:40 in a.d.

- Abstoppen in Leitungswasser und Blauen

- Eindecken in Kayser's Glycerin-Gelatine

5. Auswertung und Dokumentation

30 min

15 min

120 min
je 5 min
30 min

je 5 min

2 min

10 min

Alle Praparate wurden mit dem Lichtmikroskop (Optiphon 2, Nikon) bei

unterschiedlichen VergroRerungen semiquantitativ beurteilt:
0: keine positiven Zellen im Praparat vorhanden

+: in einem Gesichtsfeld finden sich vereinzelt positive Zellen

++: in einem Gesichtsfeld finden sich fast ausschlief3lich positive Zellen

+++: alle Zellen sind positiv angefarbt

Die Dokumentation erfolgt an der am gleichen Mikroskop

installierten

Mikrophotografieeinrichtung  UFX- DX. Verwendet wurden ausschlieBlich

Tageslichtfilme der Marke Fuji (Fujichrome Velvia 50).
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Die Auswertung wird unter dem Mikroskop mit der 200- fachen Vergrolierung
vorgenommen. Beurteilt wird die Intima der GefalRpraparate hinsichtlich des
Vorkommens bestimmter Zellpopulationen bzw. der Expression verschiedenster
Oberflachenmarker und deren Farbintensitat gemall dem in Punkt
5. Auswertung und Dokumentation (Material und Methoden) genannten
Schema. Bei allen Untersuchungen wird eine Negativkontrolle mitgefuhrt, die
aus einem Lymphknotenschnitt besteht, bei dem anstelle des Primarantikdrpers
lediglich Puffer aufgetragen wird. Alle anderen Schritte werden gleich
durchgefuhrt.

Aus technischen Grunden konnten lediglich Einzelfarbungen vorgenommen

werden.
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1. Oberflachenantigene
1.1. von Willebrand Faktor (VWF)

Der Endothelzellmarker VWF wird als Positivkontrolle mitgefuhrt und um die
Beschaffenheit des Endothels zu beurteilen. Von den insgesamt 32 Gefalien
weisen 14 eine sehr gute Endothelzellfarbung mit +++ auf, 15 Gefalle sind

mit ++ zu beurteilen und lediglich 3 Gefalke zeigen eine weniger gute

Farbung mit +.

(100 fache VergréBerung, Paraffinschnitt) (200 fache VergréBerung, Paraffinschnitt)
Patient Nr. 9211221: vWF positive Patient Nr. 9211221: Der gleiche Patient.

Endothelzellen eines 53-jéhrigen, ménnlichen  Vergréerung des Endothels.

Bypasspatienten.

(200 fache VergréBerung, Paraffinschnitt) (200 fache VergréBerung, Paraffinschnitt)
Positivkontrolle: vWF positive Endothelzellen Negativkontrolle: Negativkontrolle eines

in der Kontrolle eines Lymphknotenpréparates.
Lymphknotenpréparates.

61



Ergebnisse

1.2. Mononukleare Zellen

Es konnen keine mononukledren Zellinfiltrate in der Intima nachgewiesen

werden. Alle 32 Patienten sind hinsichtlich der Auspragung der
Oberflachenantigene CD3, CD4, CD8, CD25, CD68 und S-100 als negativ zu
beurteilen.

(100 fache VergréBerung, Paraffinschnitt) (200 fache VergréBerung, Paraffinschnitt)
Patient Nr. 9211102: Keine CD3 positiven Patient Nr. 9211102: Der gleiche ménnliche
Zellen am Endothel nachweisbar. Bypasspatient. VergréBerung des Endothels.

66-jéhriger, ménnlicher Bypasspatient.

(200 fache VergréBerung, Paraffinschnitt) (200 fache VergréBerung, Paraffinschnitt)
Positivkontrolle: CD3 positive Zellen in der Negativkontrolle: Negativkontrolle eines

Kontrolle eines Lymphknotenpréparates. Lymphknotenpréparates.
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2. Adhasionsmolekiile

2.1. Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1)

Alle 32 Patienten zeigen ein positives Ergebnis in der Expression von VCAM-1.
Davon sind 10 Gefalke mit +++, 16 Gefalle mit ++ und 5 mit + zu bewerten. Von

den 5 Gefalen, die mit + beurteilt wurden, waren 4 in Bezug auf ihre

Endothelbeschaffenheit (VWF) mit +++ bewertet worden, nur 1 Gefall mit ++.
Was zeigt, dass die fehlende Expression von VCAM-1 bei den 5 Patienten nicht
auf verletztes Endothel zurlickzuflhren ist.

(100 fache VergréBerung, Paraffinschnitt) }200 fache VergréRerung, Para;ﬁnschnitt)
Patient Nr. 9211011: VCAM-1 positive Patient Nr. 9211011: Der gleiche ménnliche
Endothelzellen eines 48-jdhrigen, ménnlichen  Bypasspatient. Vergréf3erung des Endothels.
Bypasspatienten mit arterieller Hypertonie,

il

Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus und
Nikotinabusus.

(100 fache VergréBerung, Paraffinschnitt) (100 fache VergréBerung, Paraffinschnitt)
Positivkontrolle: VCAM-1 positive Zellen in Negativkontrolle: Negativkontrolle eines

der Kontrolle eines Lymphknotenpréparates. Lymphknotenpréparates.

63



Ergebnisse

2.2. P-Selektin

In 27 von 32 Gefallpraparaten kann P-Selektin nachgewiesen werden. Jedoch
in geringerer Auspragungsstarke als VCAM-1. 2 Gefalte werden mit +++

beurteilt, 5 Patienten exprimieren P-Selektin mit ++ und 20 Gefalle werden

mit + beurteilt.

(200 fache VergréBerung, Paraffinschnitt) (600 fache VergréBerung mit Olimmersion, Paraffinschnitt)
Patient Nr. 929020: P-Selectin positive Patient Nr. 921550: P-Selectin positive

Endothelzellen eines 62-jahrigen, ménnlichen  Endothelzellen eines 57-jdhrigen, ménnlichen
Bypasspatienten mit arterieller Hypertonie und  Bypasspatienten mit arterieller Hypertonie und
Hypercholesterindmie. Hypercholesterindmie.

(200 fache VergréBerung, Paraffinschnitt) (200 fache VergréBerung, Paraffinschnitt)
Positivkontrolle: P-Selektin positive Zellen in  Negativkontrolle: Negativkontrolle eines

der Kontrolle eines Lymphknotenpréparates. Lymphknotenpréparates.
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2.3. Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1)

Bei keinem der 32 Gefalipraparate kann eine ICAM-1 Expression
nachgewiesen werden. Eine Erklarung dafur kdnnte sein, dass ICAM-1 bei dem
Prozess der Transmigration der Entzindungszellen durch das Endothel fur die
Fixierung verantwortlich ist. Obwohl die Expression der Adhasionsmolekile ein
frihes Ereignis in der Atherogenese ist, erfolgt dieser Schritt nach dem

4- Stufen Leukozytenadhasionsmodell erst relativ spat (s. Abb. 4 - Einleitung).

(200 fache VergréBerung, Paraffinschnitt)

(100 fache VergréBerung, Paraffinschnitt)
Patient Nr. 9211011: Keine ICAM-1 positiven ~ Patient Nr. 9211011: Der gleiche mannliche
Zellen am Endothel nachweisbar. Bypasspatient, VergréBerung des Endothels.

48-jahriger, ménnlicher Bypasspatient.

(200 fache VergréBerung, Paraffinschnitt) (200 fache Vergréerung, Paraffinschnitt)

Positivkontrolle: ICAM-1 positive Zellen in Negativkontrolle: Negativkontrolle eines
der Kontrolle eines Lymphknotenpréparates. Lymphknotenpréparates.
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3. HSP60

Die Bildung von HSP60 wurde mit dem Antikérper ML-30 untersucht. Dieser
Antikdrper ist gegen mykobakterielles HSP65 gerichtet und zeigt eine
Kreuzreaktion mit humanem HSP60.

In 26 der 32 Gefale lasst sich HSP60 im Endothel nachweisen. 4 Patienten
exprimieren HSP60 mit +++, 8 Patienten zeigen ein positives Ergebnis mit ++

und in 14 Fallen ist die Anfarbung mit + zu bewerten.

(100 fache VergréBerung, Paraffinschnitt) (600 fache VergréBerung mit Olimmersion, Paraffinschnitt)

Patient Nr. 921168: ML-30- positive Patient Nr. 921110: ML-30- positive
Endothelzellen eines 62-jahrigen, médnnlichen  Endothelzellen eines 66-jéhrigen, ménnlichen
Bypasspatienten mit Nikotinabusus und Bypasspatienten ohne Risikofaktoren. Auch
Hypercholesterindmie. Zuséatzlich ML-30- hier zeigen sich ML-30- positive SMC in der
positive SMC in der Media. Media.

(200 fache VergréBerung, Paraffinschnitt) (200 fache VergréBerung, Paraffinschnitt)

Positivkontrolle: ML-30- positive Zellen in Negativkontrolle: Negativkontrolle eines
der Kontrolle eines Lymphknotenpréparates. Lymphknotenpréparates.
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1. Kein Nachweis eines VALT in der Intima der

A. mammaria interna

Aufbauend auf experimentellen und klinischen Ergebnissen haben wir in den
letzten Jahren die ,autoimmunologische“ Hypothese fur die Entstehung der
Atherosklerose entwickelt. Zentrale zellulare Bestandteile sind T-Zellen,
dendritische Zellen, Makrophagen und Mastzellen, welche die Grundlage fur
das VALT bilden (Kleindienst et al.1993; Waltner- Romen et al.1998; Wick et al.
1995, 1997 und 2004; Dissertation G. Millonig 1999; Dissertation C.
Schwentner 2000).

In Zusammenarbeit mit der Gefalichirurgischen Abteilung der Universitat
Innsbruck von Herrn Prof. G. Fraedrich sollte dieses Konzept auf die
A. mammaria interna angewendet werden. Dieses flur koronare
Bypassoperationen bevorzugte Gefall gilt aufgrund seiner langen
Offenheitsrate als nahezu atheroskleroseresistent.

In Vergleichsstudien von vendsen und arteriellen Bypassen entwickeln Venen
unter den veranderten Stromungsbedingungen Venosklerose und zeigen eine
Restenose von 50% nach zehn Jahren. Demgegenuber zeichnet sich die
A. mammaria interna durch eine Resistenz gegenuber Atherosklerose aus.
Diese Beobachtungen konnten bestatigt werden. Bei keinem der
A. mammaria interna Praparate konnte eine Infiltration von mononuklearen
Zellen festgestellt werden. In frUheren Untersuchungen konnten bereits an
kindlichen Gefalken post mortem im Bereich hamodynamisch belasteter
Regionen Ansammlungen von mononuklearen Zellen gefunden werden
(Dissertation C. Schwentner 2000). Diese Regionen decken sich mit den
Bereichen, die als Pradilektionsstellen flr spatere atherosklerotische Lasionen
gelten. Diese Akkumulationen weisen Ahnlichkeiten mit anderen Systemen
lokaler Immunitat (MALT, BALT, etc.) auf. In der Vorstellung einer ahnlichen
Funktion dieser Bereiche, d.h. lokales Monitoring von potentiell gefahrlichen

exogenen und autologen Antigenen, wurden diese Akkumulationen in Analogie
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zu den anderen Systemen lokaler Immunitat als Vascular associated lymphoid
tissue (VALT) (Wick et al. 1995 und 1997) bezeichnet.

2. Bypassuntersuchungen am Mausmodell

Wahrend am Menschen fruhe Bypassuntersuchungen, d.h. Untersuchungen
uber die Qualitat des Bypasses kurz nach der Transplantation wenig verfugbar
sind, existieren Tiermodelle, anhand derer das Problem der Restenosierung
genauer untersucht wurde. So wurden fir solche Untersuchungen autologe
oder isologe Transplantationen der Vena jugularis externa oder der Vena cava
in die Arteria carotis als End-zu-End Anastomose am Mausmodell durchgefuhrt.
Hierbei konnte nach 1 Woche ein Zellverlust und eine Gefallwanddegeneration
neben einer Einwanderung von mononuklearen Zellen in die Adventitia des
venosen Bypasses diagnostiziert werden (Zou et al. 1998). Nach 2 Wochen
bereits wurde eine Infiltration von mononuklearen Zellen in die Gefaldwand auch
von luminal her festgestellt. Das Lumen des transplantierten Gefales wurde
durch eine Intimahyperplasie zunehmend verengt. Untersuchungen der Gefalie
zeigten nach 2 und 4 Wochen eine starke Proliferation von glatten Muskelzellen
in der Gefallwand, die nach 4 und 8 Wochen eine signifikante Stenosierung zur
Folge hatte. Diese erreichte ihr Maximum von 20% nach 16 Wochen (Zou et al.
1998). Diese Beobachtungen entsprechen denen am Menschen, wobei nach 1-
10 Tagen postoperativ ein Endothelzellverlust und eine Abnahme von glatten
Muskelzellen in der GefaBwand eines Vena saphena magna Bypasses
festgestellt wurde (Kockx et al. 1996). Es muss jedoch auch festgehalten
werden, dass hinsichtlich pathogenetischer = Prozesse  zwischen
transplantationsbedingter Venosklerose und Atherosklerose ein Unterschied
besteht. Zunachst entwickelt sich die Venosklerose viel schneller als die
Atherosklerose. Fur frihe Veranderungen in der Gefallwand werden in erster
Linie der operative Stress und ischamiebedingte Schadigungen verantwortlich
gemacht, wahrend ein Merkmal fir spatere Lasionen die Proliferation von
glatten Muskelzellen gilt. Dies wird auf die veranderten Bedingungen, denen die
venosen Bypasse ausgesetzt sind, zuruckgefuhrt. Dazu zahlt die mechanische
Beanspruchung in Form des erhdhten Blutdrucks, der die vendse GefalRwand

plétzlich ausgesetzt ist. Der arterielle Blutdruck in dem transplantierten Gefa
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ist um das Zehnfache hoéher, als im vendsen System. Dies gilt als starker
Stimulus fur die glatten Muskelzellen.

Durch Schadigung der Endothelzelloberflache kommt es zu einer neointimalen
Reaktion, welche die Genexpression fur Wachstumsfaktoren, Cytokine und
Matrixproteine erhéht (Resnick et al. 1995). Dabei werden vermehrt ICAM-1,
VCAM-1 und monocyte chemotactic protein-1 Uber eine Aktivierung der
nuklearen Transkriptionsfaktoren factor kappa B (NFKB) und activator protein-1
(AP-1)  exprimiert. Diese  Molekule sind fur die Leukozyten-

Endothelzellinteraktion und die anschlieRende Diapedese wichtig.

3. Auswirkung von verschiedensten Stressfaktoren

Wahrend keines der untersuchten GefalRe eine Einwanderung von
mononuklearen Zellen zeigt und somit von zellularer Seite kein Anhaltspunkt fur
das spatere Schicksal des Bypasses gegeben ist, weisen 24 von 32 Patienten
eine Expression von HSP60 auf.

HSP60 ist ein Molekil, welches phylogenetisch hoch konserviert ist und von
vielen verschiedenen Zellen als Antwort auf verschiedenste Arten von Stress
gebildet wird. Wie bereits einleitend erwahnt, spielt es in der Entstehung der
Atherosklerose eine bedeutende Rolle, sobald es zur Kreuzreaktion mit
zirkulierenden Antikérpern und T-Zellen gegen bakterielles HSP60 kommt. Gibt
es nun vielleicht doch Hinweise dafur, dass bestimmte Vorgange in der
A. mammaria interna Reaktionen auslosen, die fur das weitere Schicksal des
Bypasses bestimmend sind?

In friheren Studien unserer Arbeitsgruppe wurde die Einwirkung von Endotoxin
auf Endothelzellen der Aorta im Tiermodell (Ratte) und in vitro untersucht.
Endotoxine wurden in Form von LPS verabreicht. LPS sind Lipopolysaccharide
(Endotoxine), welche Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien sind.
LPS sind verantwortlich flr lokale Entzindungsreaktionen und die
systemischen toxischen Auswirkungen wahrend einer Infektion (Cybulsky u.
Gimbrone 1991). Es konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen zwischen 6
und 48 Stunden nach LPS- Injektion eine erhdhte HSP60 Expression zeigten.
Ferner wurde nach 3 Stunden eine synchrone Expression von ICAM-1

beobachtet, die bis zu 72 Stunden persistierte. Die Anzahl ins Endothel
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eingewanderter Leukozyten erreichte nach 6 Stunden ihren Hohepunkt, wobei
es sich in erster Linie um Monozyten (80%) und in 20% um T-Zellen handelte
(Seitz et al. 1996).

Ist das Endothel also toxischem Stress ausgesetzt kommt es direkt oder indirekt
zur Zellschadigung, ausgeldst durch freie Radikale und Cytokine, die von den
eingewanderten Monozyten freigesetzt werden.

Jeder Mensch gerat Zeit seines Lebens in Kontakt mit Mikroorganismen, der
entweder eine Infektion im Korper ausldosen oder auch klinisch stumm verlaufen
kann. Es konnte sogar bei klinisch gesunden Probanden in allen untersuchten
Fallen ein Antikdrpertiter gegen HSP60 nachgewiesen werden (Xu et al. 1999).
So ist anzunehmen, dass nicht nur Risikofaktoren, die bekanntermalden fur die
Entstehung der Atherosklerose verantwortlich sind, sondern die Summe an
mikrobiellen Schadigungen (,infectious load“) dariber entscheidet, ob es zu
einer Manifestation der Erkrankung kommt. Davon bleibt auch die A. mammaria
interna nicht verschont. Dieses Gefal gilt durch seine
entwicklungsgeschichtlich begrindet bedeutsame Rolle als besonders
geschitzt in Bezug auf Stenosierungen. Es kann jedoch mit dieser Arbeit
gezeigt werden, dass bereits vor der Verwendung als aorto- koronarer Bypass
pra- inflammatorische Reaktionen im Endothel der A. mammaria interna
ablaufen, welche die Voraussetzung fur die spatere Einwanderung von
Entzindungszellen bilden und somit eine spatere Restenosierung beglnstigen
konnten.

Neben der Einwirkung von Toxinen sind eine Reihe anderer Stressfaktoren
untersucht worden, die Schadigungen des Endothels hervorrufen. So konnte
z.B. auch eine erhdhte mechanische Belastung in Form von Scherstress in
kausalen Zusammenhang mit der Expression von HSP60 gebracht werden.
Setzt man im Tiermodell die Arteria carotis communis einer Seite erhohter
mechanischer Belastung aus, indem die Arteria carotis communis der
Gegenseite ligiert wird, findet man nach 3 und 6 Stunden postoperativ eine
HSP60 Expression des Endothels und der Media, die Uber 12 und 24 Stunden
stetig zunimmt. Das Endothel der ligierten Gegenseite mit der niedrigeren
Beanspruchung zeigt stattdessen nur vereinzelt HSP60 positive Zellen
(Hochleitner et al. 2000). Blutdruckschwankungen wirken vermutlich

schadigend auf das Endothel und es kommt zur up- Regulation des HSP60.
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Diese Zellen sind dadurch angreifbar fir HSP60 Antikorper, die wiederum in der
Lage sind, gestresste Endothelzellen zu lysieren. Nicht gestresste
Endothelzellen werden nicht angegriffen (Schett et al. 1995).

Ist die Erklarung fur eine HSP- Expression in der Reaktion auf das
intraoperative ,handling“ zu suchen?

Die A. mammaria interna wird in ihrem Bindegewebskorper (Pedikel)
(s. Abb. 5a - Einleitung) von der inneren Thoraxwand abprapariert. Dies sollte
mit geringer Hyperthermie moglichst schonend geschehen, um das Gefal} nicht
unndtiger Hitzebelastung auszusetzen. Es sollte auch ein haufiges Angreifen (=
mechanischer Stress) vermieden werden. Die Anastomosierung mit den
Koronargefallen erfolgt dann rasch.

Perioperative Schadigungen der Gefalle sind trotzdem nicht ganz
auszuschlielden.

Frihere Untersuchungen an A. mammaria interna (IMA) und V. saphena magna
(SV) Praparaten zeigten unter Hitzebelastung und Sauerstoffentzug eine
Reaktion des Endothels in Form von HSP- Expression. Die Gefal’e wurden
zunachst 30 Minuten und anschlielend 6 Stunden lang einer erhohten
Temperatur von 42°C ausgesetzt. Nach 30 Minuten ergaben sich keine
Unterschiede im Vergleich mit den Kontrollpraparaten, jedoch war nach 6
Stunden eine erhdhte Expression von HSP72 und HSP73 in den IMA- und SV-
Praparaten festzustellen. Es konnte allerdings keine gesteigerte HSP60 Bildung
nachgewiesen werden.

Anhnliche Beobachtungen wurden auch unter Sauerstoffentzug von 6 Stunden
gemacht. Es zeigte sich nur eine sehr schwache Anfarbung fur HSP60, aber
wiederum eine gesteigerte Expression von HSP72 und HSP73 sowohl in der
SV als auch in der IMA. Jedoch war das Auspragungsmuster der HSP60
Expression im Vergleich in den SV- Praparaten starker, als in den
IMA- Vergleichsschnitten (Hammerer- Lercher et al. 2001).

Diese Ergebnisse decken sich insofern mit denen der vorliegenden Arbeit, da
auch bei uns die meisten Patienten HSP60 schwacher auspragten, aber durch
gewisse Einflisse eine HSP60- Expression induziert wird. Dies konnte dem
intraoperativen ,handling“ des Chirurgen zugeschrieben werden. Denn obwohl
die Praparation im Pedikel erfolgt, wird durch die Freipraparation mittels

Elektrocauter eine hohe Hitzeeinwirkung erzeugt, welche fur die Veranderungen
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des Endothels verantwortlich sein konnte. Es ware sicherlich interessant,
diesen Sachverhalt noch weiter zu untersuchen. Man konnte z.B. die HSP60-
Expression von GefalRen vergleichen, welche mittels Elektrocauter prapariert
werden und solchen ohne Elektrokoagulation. In nativen IMA Praparaten,
welche im Rahmen anderer Untersuchungen als negative Kontrolle fur die
HSP60- Expression verwendet wurden, konnten weder mononukleare Zellen
noch HSP positive Endothelzellen nachgewiesen werden (Kleindienst et al.
1993).

Ist das Gefall mit dem umgebenden Bindegewebskorper freiprapariert, muss
das distale Ende noch reseziert werden, denn es ist bekannt, dass das distale
Segment eine vermehrte Kontraktilitat aufweist und somit zu einem
Frahverschluss fuhrt. Und zwar ist dies unabhangig davon, ob es besonders
,Sschonend“ behandelt wurde. Dabei ist der Durchmesser des Gefaldes
entscheidend. Je kleiner der Durchmesser, desto grosser ist die Neigung zum
Vasospasmus (He et al. 2002).

In diesem Zusammenhang wurde an den von uns untersuchten
Gefalpraparaten bereits im Rahmen einer Vorgangerdissertation (Gobel et al.
1998) die  Expression  von Endothelin-1 durch Endothelzellen
immunhistochemisch  untersucht.  Endothelin ist ein  hochwirksamer
Vasokonstriktor. Seine gefalRverengende und damit blutdrucksteigernde
Wirkung ist einhundertmal héher als beim Noradrenalin. In der Studie konnte
gezeigt werden, dass die IMA kein passives conduit ist, sondern
vasokonstriktiven Reaktionen ausgesetzt ist. Dies ist insbesondere bei
Vorliegen von Risikofaktoren, wie Diabetes mellitus und Hypercholesterinamie
gesteigert.

Aulerdem gibt es Unterschiede hinsichtlich der Operationstechnik. So wird in
einigen Kliniken das Verfahren des ,Skelettierens® der IMA bei der
Freipraparation verwendet, anstatt der Praparation im Pedikel. Dabei wird die
linke IMA in den meisten Fallen gestielt zur Versorgung der Vorderwand
verwendet. Das zweite freie Bypassgefal}, die rechte IMA oder Radialarterie,
wird an die Aorta anastomosiert. Bei nicht ausreichender Lange des zweiten
Bypassgefaltes, was z.B. bei Versorgung der Endaste der rechten
Koronararterie die Regel ist, erfolgt die Verbindung Uber eine 90 Grad

Anastomose in die linke IMA, in der sog. "T-Graft"-Technik. Dabei ist es nicht
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verwunderlich, dass durch Manipulationen eine Schadigung des Endothels
hervorgerufen werden kann. In einigen Kliniken gibt es zudem die
Vorgehensweise, die IMA vor der Anastomose mit einem Vasodilatator, wie z.B.
Papaverin durchzuspulen, was in der Literatur jedoch kontrovers diskutiert wird.
Es konnte gezeigt werden, dass eine Vorbehandlung mit Papaverin zur
Zerstorung der Endothelzellen in der Zellkultur fuhrt (Mayranpaa et al. 2004; He
1998).

Die HSP60 Expression ist in groReren Gefallen starker ausgepragt als in den
Kleinen, wie der A. mammaria interna, deren Durchmesser jenen der
Koronararterien ahnlich ist (Kleindienst et al. 1993).

AulBerdem unterscheidet sich die A. mammaria interna hinsichtlich ihres
GefalRwandaufbaus von der V. saphena magna. Sie besteht aus mehreren
Schichten elastischer Fasern und weniger Muskelzellen. Dieser erhohte Gehalt
an Elastin macht die IMA widerstandsfahiger gegenuber aufieren Einflissen,
denn elastische Fasern sind relativ inert und stoffwechselinaktiv (Dzimiri et al.
1996).

Gefalle unterschiedlicher GréoRe und aus verschiedenen anatomischen
Kompartimenten zeigen eine Vielfalt an phanotypischen Merkmalen auf ihrem
Endothel. Ahnlich wie antigenprasentierende Zellen sind sie dazu befahigt, z.B.
in  Krankheitssituationen adaquat zu reagieren. So wurde z.B. auf
Koronarendothelien von Patienten mit KHK nach Herztransplantation eine
MHC-II Expression nachgewiesen, selten hingegen in Koronargefalten mit
atherosklerotischen Plaques und nie in groReren gesunden Gefalden. Diese
Erkenntnisse werden in engen Zusammenhang mit der Pathogenese der
Erkrankung gebracht (Page et al. 1992).

Die Besonderheit der IMA ist in ihrer anatomischen Lage und Funktion
begrindet, was das Fehlen von mononukledren Zellinfiltraten zeigt.
Genauso wie Endothelzellen in Leber, Lunge und Niere unterschiedliche
Oberflachenantigene exprimieren, um ihre spezifischen Funktionen zu erflllen,

ist die A. mammaria interna vor Atherosklerose geschutzt.
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4. Rolle der Adhasionsmolekiile

Es stellt sich nun die Frage, welche Rolle spielen die nachgewiesenen
Adhasionmolekdle in der Intima der A. mammaria interna?

Adhasionsmolekule sind an dem Vorgang des ,Homing“ von Leukozyten
(s. Abb. 4 - Einleitung) an ihren Bestimmungsort und fur die Transmigration von
aktivierten T-Zellen durch das Endothel von Bedeutung. VCAM-1 interagiert
spezifisch mit VLA-4 (a4/ B1- Integrin), das auf Lymphozyten prasent ist. Es
wird nicht- konstitutiv von den Endothelzellen exprimiert, d.h. seine Bildung
muss erst induziert werden. AuRerdem ist VCAM-1 in seiner l6slichen Form im
Serum ein Marker fur die Atherosklerose, wobei sein Spiegel mit der
Ausdehnung korreliert (Peter et al. 1999). VCAM-1 wird als spezifischer Marker
auch bei KHK- Patienten verwendet, um Endothelverletzungen zu erkennen
(Semaan et al. 2000).

P-Selektin wird in praformierter Form in den Weibel- Palade Koérperchen im
Endothel gespeichert und wird durch Induktion von z.B. oxLDL, Histamin und
Thrombin freigesetzt. P-Selektin ist in der Lage, spezifisch CD4-TH1-Zellen zu
erkennen, die pro- inflammatorische Aktivitdt zeigen und daher
Autoimmunprozesse begunstigen koénnen. Demgegenuber sind CD4-TH2-
Zellen fir die Erzeugung einer humoralen Immunantwort, z.B. im Rahmen von
Allergien, bedeutsam. P-Selektin kann somit die Zusammensetzung des
entzuandlichen Infiltrats steuern.

In friheren Untersuchungen konnte sogar eine Co- Expression von ICAM-1,
VCAM-1, ELAM-1 und HSP60 auf humanen arteriellen und vendsen
Endothelzellen als Antwort auf Stressfaktoren in Form von Cytokinen und
oxLDL festgestellt werden (Amberger et al. 1997). Diese Untersuchungen
weisen darauf hin, dass Adhasionsmolekile eine bedeutende Rolle in der
T-Zelladhasion spielen. HSP60 stellt das Autoantigen fur spezifische T-Zellen
dar, indem die infiltrierenden T-Zellen mit einem bestimmten Epitop des
HSP60 reagieren. Die Affinitat des T-Zellrezeptors zu seinem Antigen ist
allerdings zu schwach, wohingegen Adhasionmolekule die wesentlich héhere
Affinitat aufweisen (Seitz et al. 1996). Damit die Immunreaktion ablaufen kann

bedarf es zunachst der Bindung an Adhasionmolekiile.
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Diskussion

Auch wenn in der Arteria mammaria interna keine mononuklearen Zellinfiltrate
nachgewiesen wurden, zeigt die Expression von Adhasionsmolekulen, dass
bereits proinflammatorische Reaktionen im Endothel ablaufen, die fur das
spatere outcome des Gefaldes als Bypass entscheidend sein konnten.

Eine Rolle spielt auch die Komorbiditat von Risikofaktoren wie z.B. der Diabetes
mellitus. Es konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit Diabetes mellitus
eine vermehrte Expression von VCAM-1 und ICAM-1 im Endothel der Aorta und
der IMA stattfand. Verbunden mit einer Intimahyperplasie in den untersuchten
GefalRabschnitten kann man von einem erhdhten Restenosierungsrisiko der
IMA- Bypasse bei Diabetikern ausgehen (Ribau et al. 1999).

Leider war es im Rahmen dieser Arbeit aus technischen Grinden nicht moglich,
Doppelfarbungen durchzufuhren, jedoch konnte bei den untersuchten
Gefalpraparaten HSP60, P-Selektin und VCAM-1 im Endothel an gleichen

Lokalisationen in Einzelfarbungen nachgewiesen werden.

75



Zusammenfassung

Diese Dissertation schliet an eine Reihe vorheriger Dissertationen (M. Mayr
1998; G. Millonig 1999; C. Schwentner 2000) an, die sich mit dem
immunologischen Konzept zur Entstehung der Atherosklerose beschaftigt
haben. Dieses Konzept, welches in unserer Arbeitsgruppe erarbeitet wurde
(Wick et al. 2004), basiert auf der Beobachtung, dass auf der Oberflache von
Endothelzellen eine Expression von Hitzeschockprotein 60 (HSP60) stattfindet.
Eine autoimmunologische Reaktion gegen dieses Protein kann als initialer
Mechanismus fir die Entstehung atherosklerotischer Veranderungen
angesehen werden.

Arterielle Endothelzellen reagieren auf die lebenslange Einwirkung von
arteriellem Blutdruck, was zu einer Art ,Vorstressung“ flhrt. Dies macht die
Endothelzellen empfindlich fir die Einwirkung von zusatzlichen Stressfaktoren,
wie z.B. das Rauchen. Daraus resultiert eine erniedrigte ,Schwelle® fur die
Expression von Adhasionsmolekilen und HSP60. Die mechanisch
vorgestressten arteriellen Endothelzellen, welche HSP60 exprimieren, dienen
dann als Zielzellen flr eine praexistente, gegen HSP60 gerichtete zellulare und
humorale Immunantwort. Dies wird durch Infektion oder echte anti- HSP60
Autoimmunitat durch biochemisch verandertes autologes HSP60 induziert.

Der Prozess wurde bereits bei der Entstehung von Bypassrestenosen
beobachtet.

In dieser Arbeit sollte versucht werden, immunhistologische Parameter zu
entwickeln, die es erlauben, das Risiko einer Bypassrestenose der
A. mammaria interna auf Basis endothelialer Expression von HSP60
abzuschatzen.

In einer Vorgangerdissertation (Gobel et al. 1998) am Pathologischen Institut
der Universitat Freiburg wurden die gleichen GefalRpraparate bereits auf die
Expression von Endothelin-1 in Korrelation mit perioperativen vasospastischen
Reaktionen untersucht.

Mit unseren Untersuchungsergebnissen kann die Besonderheit der
A. mammaria interna bestatigt werden. Wahrend in der Intima aller anderen

arteriellen Gefalle bereits im Kindesalter Ansammlungen von mononuklearen
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Zusammenfassung

Zellen gefunden werden konnten, gibt es in der Intima der A. mammaria interna
keinen Hinweis auf derartige Zellinfiltrate, auch wenn die Patienten gefal3krank
sind und unter den als Risikofaktoren geltenden Nebenerkrankungen leiden. In
den intraoperativ. entnommenen  Gefal3praparaten konnten jedoch
Adhasionsmolekile und HSP60 nachgewiesen werden. Dies gilt als Zeichen
einer Stresseinwirkung, was an dem intraoperativen ,handling“ des Chirurgen
oder auch an ischamiebedingten Schadigungen liegen konnte.

Als Nachfolgeprojekt ware es sicherlich interessant etwas Uber das outcome
der Bypasse zu erfahren, da die Operationen mittlerweile 14 Jahre zurtckliegen
und diese Frage im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden

konnte.
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