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1 Einleitung

1.1  Atherosklerose
1.1.1 Epidemiologie, Risikofaktoren und Definitionder Atherosklerose

Kardiovaskulare Gefalierkrankungen sind ein beddeteMorbiditats- und Mortalitats-
faktor. Nach jahrelanger, symptomloser Progredignmmt es durch Herzinfarkt und
Schlaganfall zur akuten Symptomatik, die bis zurdé'der Patienten fiihren kann.

Im Jahre 2006 erlagen 43,7% aller in Deutschlandstodbenen Menschen einer
Herzkreislauferkrankung (149.578 Manner und 209.87&uen; statistisches Bundesamt,
Pressemitteilung Nr.385 vom 21.09.2007).

Ischamische Hirninfarkte verursachen 80% der Semtigle. Damit stehen sie in der
Todesursachenstatistik hinter der koronaren Heraekking (KHK) und malignen
Erkrankungen an dritter Stelle. Atherosklerotiscliefallveranderungen sind hierbei
mal3gebend.

Eine Unterscheidung zwischen den Begriffen Athdmsike und Arteriosklerose ist in
einigen Fallen sinnvoll. Intimaverkalkungen und d&mit verbundene Arterienverengung
(bis hin zur Okklusion) werden als Atherosklerosndnnt, wahrend die Verkalkung der
Media und ihrer elastischen Fasern haufig als Art&lerose bezeichnet wird. Bei Letzterer
kommt es mit zunehmendem Alter vorrangig zur Véistg der Gefal3wand, aber nicht
zwingend zur Lumeneinengung (Monckeberg-Sklero$2e Mediaverkalkung ist bei
Patienten in hohem Alter, mit Niereninsuffizienz dimder Diabetes mellitus meist
zusammen mit atherosklerotischen Veranderungeinder, tritt aber auch singulér ati.
Die Bezeichnungen Atherosklerose und Arterioskierarden im deutschen Sprachraum
weitestgehend synonym verwendet. In dieser Arbeitd wdurchweg der Begriff
~Atherosklerose* gebraucht, da histologische Vegindgen im Mittelpunkt stehen und
LAtherosklerose” einer histologischen Beschreibdeg GefalRveranderung eher gerecht wird
(gr.: athere - Mehlbrei oder Schleim; sklerosert)ha

Die Atherosklerose manifestiert sich meist multildc im GefalRsystem, ist aber auf die
Leitungsgefalle beschrankt. So konnten bei Patiemiernrelevanter peripherer arterieller
Verschlusskrankheit (pAVK) in 26-50% auch eine malsr 50%ige Lumeneinengung einer
A.carotis und in 23-42% der Félle eine zuséatzlidtierenarterienstenose nachgewiesen
werden”.

Atherosklerose ist mit den priméaren Risikofaktoramerielle Hypertonie, Hyperlipidamie
(insbesondere dem LDL/HDL-Quotienten), Nikotinabaisind Diabetes mellitus sowie den
sekundaren Faktoren Adipositas, Stress, Bewegunmggha chronischen Entzindungs-
zustanden und Hyperhomocysteinamie verbunden. Raneind konstitutionelle Risiko-
faktoren wie das Alter (rx 45 J.; w> 55 J.), das mannliche Geschlecht und eine farailiar
Belastung von BedeuturigUntersuchungen, die auf eine Beteiligung chrdréscChlamydia



pneumoniae-Infektionen an der Pathogenese der dskierose hinweisen, seien hier nur der
Vollstandigkeit halber erwahfit

Arterien bestehen aus der Intima mit einlagigem dimel, der von elastischen Fasern
(Lamina elastica interna und externa) begrenztediand der Adventitia mit den Vasa
vasorum(Abb. 1) Atherosklerotische Lasionen sind initial Intima&fnderungen, die sich
im weiteren Verlauf auf Media und Adventitia audwein.

Die WHO definiert die Atherosklerose als ,[...] vartla Kombination von Veranderungen
der Intima, bestehend aus einer herdférmigen Andangrvon Fettsubstanzen, komplexen
Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegke und Kalziumablagerungen,
verbunden mit Veranderungen der Arterienmedia“.

Endothel
"
Membrana |

elastica
interna

Media

elastica =™

externa Adventitia

Abb. 1: Schematische Darstellung einer arteriell@efalwand.(aus:")

1.1.2 Pathogenese der Plaquebildung

Diese oben genannte Definition beschreibt Lasiodenbereits weit fortgeschritten sind. Bis
dieses Stadium erreicht ist, laufen zahlreichegutigsiologische Verdnderungen ab. Gemaf
der spater um den Begriff der endothelialen Dysfinkerweiterten ,response to injury“-
Hypothese ist die Schadigung der einlagigen Intetszhicht Ausgangspunkt fir alle
nachfolgenden Veranderungéf. Normalerweise wird der Stoffwechsel zwischen Bind
Media Uber die Endothelzellen vermittelt. Diesedsifiir die Synthese von pro- und
antithrombogenen Faktoren, die Regulation des Gafi@é® und die Immunmodulation,
beispielsweise durch Produktion von Leukozyten-Asittrdsmolekiilen, verantwortlich 1°

Die Integritat des Endothels wird hierbei durch &kioelastungen, Nikotin, Hyperlipidamie,



immunologische Prozesse und ha&modynamische Unré@ajkeiten (v.a. an Gefal3-
aufgabelungen, wie z.B. der A. carotis communisgiffeusst. Intimalasionen fihren zur
verminderten Synthese antithrombotischer Faktorea; Freilegung subendothelialen
Bindegewebes sowie zum Einstrom von Lipoproteingrnehmlich LDL) und Blutzellen
(v.a. Monozyten und Lymphozyten) in die Gefalwand.

LDL-Partikel werden durch freie Radikale aus Enetthllen und Makrophagen zu
oxidiertem LDL (oxLDL), welches durch Makrophagermeii den Scavenger-Rezeptor
phagozytiert und intrazellular eingelagert witd*2 So entstehen fettbeladene Schaumzellen
(,foam cells®). Ansammlungen mehrerer Schaumzellerponieren als makroskopisch
sichtbare Fettstreifen (,fatty streaks") bzw. Lipldques. Dieses Stadium kann sich bereits
bei Adoleszenten mit erniedrigten Serumkonzentnatio von HDL-Cholesterin finden.
Jedoch gilt dieser Zustand als reversibel und wakler nicht zwangslaufig als Vorstufe der
Atherosklerose angeseh®h

Andererseits tragt oxLDL =zur Aufrechterhaltung umdisweitung atherosklerotischer
Lasionen bei, da es z.B. den Einstrom weiterer Mgtem in die Intima bewirkt, die
Auswanderung von Makrophagen hemmt und die Apoples&efaRzellen stimuliett.
Darlber hinaus sezernieren aktivierte Makrophaggiokihe und Wachstumsfaktoren, die
den pathologischen Prozess weiter unterhalten.Hkmmmt durch Thrombozyten produ-
ziertes PDGF (plateled derived growth factor). Bieggara- und autokrin wirkenden
Proliferations- sowie Wachstumsfaktoren bewirkemedtinwanderung glatter Muskelzellen
(VSMCs) von der Media in die Intima. Im gesunderfdBebefinden sich diese Zellen in der
Go-Phase. Nach Aktivierung und Einwanderung in diérla sezernieren sie Kollagene und
Proteoglykane. Auch die klonale Expansion von VSM@&sn zum progredienten Wachstum
einer fibroproliferativen Plaque beitragen. Die Mehrung der Extrazellularmatrix (ECM)
stellt den Ubergang vom Fettstreifen zur fibrosdagie dar. Es kann zur Anlagerung
weiterer Plasmaproteine und Bildung von Fibrinthbem kommen. Diese komplexen
Lasionen sind durch Zelldetritus, Lipide, Cholesteristalle und den fibrésen Umbau der
Umgebung gekennzeichrietAbb. 2)

Im weiteren Verlauf kann es zur Aufweichung dergRkes bzw. der Deckplatten kommen.
Daran sind v.a. Matrixmetalloproteinasen (v.a. MM und 9) beteiligt®. Das Aufbrechen
einer Plaque kann durch den konsekutiven Kontaksawen thrombogenem Material und
Blut zur Thrombosierung fuhren. Der entstandeneififrus wird dann gegebenenfalls durch
eingewanderte Mediamyozyten organisiert, indemedi€sllagene und Extrazellularmatrix
produzieren'®. Der nachste Schritt in der Progression der fimoRlaques ist haufig die
Verkalkung, die u.U. auch als ,Abschluss” dieser hadm und Inflammationsprozesse
anzusehen ist
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Atherogendgsels:°)

1.1.3 Mineralisierung der atherosklerotischen Gef@wand

In vielen Arbeiten wurde gezeigt, dass die Kalmfiang in atherosklerotischen Plaques ein
aktiver und regulierter Prozess und keineswegsalsipassive Prazipitation von Calcium-
Phosphat zu verstehen ist. Es kommt zum Zusamnedrieduzierender und inhibierender
Faktoren. Hierbei weisen Mineralisationsvorgangditerien, unabhangig von der Nieren-
funktion, enge Verbindungen zu den physiologisdReressen im Knochen guf’2*
Atherosklerotische Verkalkungen finden sich voesllin weit fortgeschrittenen Lasionen.
Es werden vier zur Verkalkung filhrende Mechanismpestuliert?>: 1.) Die Kristallisation
biologischer Makromolekiile wird nicht ausreichentibiert. 2.) An toten Zellen und ihren
Membranen bilden sich Kristallisationskeime bzwesd Strukturen selbst wirken als
Kristallisationskeime. 3.) Die Aggregate aus arttie(@sterol-Antikdrpern und Cholesterin-
kristallen dienen als Kristallisationskeime fir dierkalkung. 4.) In fortgeschrittenen
Lasionen finden sich ahnliche bis gleiche Strukiusee im Knochen.

Fur diese vier Prozesse sind sowohl zellulare at$ anolekulare/humorale Verdnderungen
von Bedeutung, wobei die Hierarchie der Verandeeangoch unzureichend verstanden ist.
In gesunden GefalRen werden apoptotische Zellerhdairagozytierende Zellen abgeraumt.
Mit zunehmendem Alter erschopft sich vermutlich @#bagozytosekapazitat der Makro-



phagen. Atherogen wirkt sich an dieser Stelle aioiMangel an HDL aus, in dessen Folge
es zu einem insuffizienten reversen Cholesterisprart zur Leber kommt.

Die Frage nach der Herkunft der Zellen, die in ®efa einer osteoblastenartigen
Differenzierung unterliegen und mineralisierte Ndaroduzieren, ist noch nicht eindeutig
beantwortet. Diskutiert werden die Einwanderung enelymaler und/oder die Differen-
zierung ortsstandiger, ehemals ruhender Stammzgllen

Sehr wahrscheinlich ist aber die Beteiligung vorid@muskelzellen (VSMCs), welche durch
die Freisetzung/Produktion von Matrixvesikeln (M\(8)d Apoptosekdrperchen (,apoptotic
bodies”) sowie durch chondro- bzw. osteogene Tii#flesenzierungen zur Verkalkung
beitragen. Die von VSMCs generierten Matrixvesikedl ,apoptotic bodies* sind Initiatoren
der Kalzifizierungen. Wahrend Apoptosekorpercheer éh zugrunde gehendem Gewebe als
Kristallisationskeime dystropher Verkalkungen zudén sind, stellen extrazellulare MVs im
Knochen physiologische Produkte von Chondrozyted (Osteoblasten dar, an denen die
ossare Mineralisation startet Die an den AuBenseiten der MVs befindlichen Anmexl,

V und VI dienen als Calciumkanale zur Erh6hung\aeikularen Calciumkonzentration und
als Bindungsstellen fiir Kollagen Il und X der og$8ECM?°. Zudem bewirkt die alkalische
Phosphatase (AP) aus den Vesikeln eine erhohteleloRhosphatkonzentration. Eine
ausreichende Menge von lonen und die geeignetealkenkgsmatrix sind so fir die erfolg-
reiche Kristallbildung im Knochen vorhand&hund dort zitierte Referenzery,

Auch in atherosklerotischen Lasionen wurden so\tesikel gefunder® ?° In vitro konnten
isolierte Vesikel zur Verkalkung angeregt werd8n An der AuBenseite von Apoptose-
korperchen kommt es durch Prazipitation von CaleRimosphaten ebenfalls zu Kalzifizie-
rungen. Der vorangehende Schritt, die Apoptosestelbird durch pro-inflammatorische
Mediatoren eingeleitet (Fas, pro-apoptotische Zytok TNF, oxLDL, reactive oxygen
species - ROSY (und dort zitierte Referenzen).

Die Umwandlung der VSMCs zu osteogenen bzw. chayeren Zellen, welche dann
spezifische osteo- und chondrogene Transkriptittsfean wie z.B. Runx-2 (runt-related
transcription factor-2; friher bekannt als Cbfatofre binding factor antigen-1) und ,sex
determining region Y-box-9“ (SOX-9) exprimieren,fagt auf spezifische Reize. Hier
werden als mog-liche Faktoren beispielsweise ,Bomerphogenetic protein-2 und 6*
(BMP-2 und 6) ange-sehen, da sie an den VSMCs warmtderem zu einer verminderten
Expression von “smooth muscle cell antigen® (SMAginem spezifischen Protein
kontraktiler GefaRzellen, fiihrefl. Auch die intrazelluldre Speicherung von Lipidedeo
oxLDL kann VSMCs zur Produktion chondro- bzw. ogjeoer Proteine anregen, die
letztlich eine Kalzifizierung initiiere®

Erh6hte Konzentrationen von Phosphat- und Calcinenokénnen mit grol3er Wahr-
scheinlichkeit ebenfalls diese Dedifferenzierundurieren. Phosphationen werden hierbei



Uber den Natrium-abhangigen Symport via Pit-1 Tpanter nach intrazellular beférdert, wo
sie die mMRNA-Expression fiir Osteogenesemarker (@atein und Cbfa-1) aktivierett *
In-vitro Untersuchungen an VSMCs haben gezeigt,s dagpraphysiologische Calcium-
konzentrationen, wie sie z.B. infolge von Entzirgkm und Apoptose auch im Atherom
auftreten, die Expression des Pit-1 Transportensufieren. So wird das Expressionsmuster
der VSMCs in Richtung Chondroblasten und Osteobtaserschoben und es kommt zur
vermehrten Freisetzung und Verkalkung von MatriXeda. Gleichzeitig wird aber die
Synthese von Matrix-Gla-Protein (MGP) stimuliertelehes wiederum, zumindest in der
gamma-carboxylierten Form, zu den Kalzifizierung#iitoren gezahlt wird®**=>". Diese
Mechanismen sind schematischAibb. 3zusammengefasst.

Neben zellularen Aspekten haben molekulare/humovaeginderungen einen wichtigen
Einfluss auf das Entstehen und die Weiterentwidkluon Verkalkungen in atherosklero-
tischen L&sionen. Hierbei sind in den letzten Jahdee beiden Proteine Fetuin-A und
Fibroblast Growth Factor-23 (FGF-23) ins Zentrum Bletrachtungen gertckt.
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Abb. 3: Zusammenfassung der in der Literatur diskeiten Pathomechanismen der
GefaRverkalkung(modifiziert nach’®)

Gestrichelte Linien stellen hypothetische Zusamigiegé dar.

MGP - Matrix-Gla-Protein, OPG - Osteoprotegerin,f@b - core binding factos-1

(FUr die Mediaverkalkung werden zusatzlich anderechnismen postuliert. Hier ist
beispielsweise das bone morphogenetic protein-2RBMvon zentraler Bedeuturiy)



1.2 Struktur und Funktion von Fetuin-A

Bei Fetuin-A (alpha2-Heremans-Schmid GlykoproteidHSG) handelt es sich um ein
saures Serumprotein aus 349 Aminosauren (AS). Zmssammit Fetuin-B, Kininogen und
dem Histidin-reichen Glykoprotein gehért es zur @ie-C Superfamilie der Cystein
Protease InhibitorefAbb. 4) Fetuin-A wird vorrangig von Hepatozyten synthetisund ist
im Knochen und in Z&hnen zu finden, den OrganerpHgsiologischen Mineralisatidfi.

Abb. 4: Posttranslationale Modifizierungen von FeatuA.

D1-D3 sind die drei Doméanen des Proteins (D1 AS5-D2 AS 126-230; D3 AS 230-349).
Die gelben Verbindungslinien stellen Disulfidbrickdar, die fur die Cystatin-dhnlichen
Doméanen D1 und D2 charakteristisch sind. Serin-Phosylierungsstellen sind mit einem
roten Stern versehen. N-Glykosylierungsstellen smideinem grofR3en, O-Glykosilierungs-
stellen mit einem kleinen griinen Symbol markiei¢. BiIndungsstellen fir Hydroxyapatit, flr
TGF-3 (transforming growth factor-B) und fir Lektirsind ebenfalls angegeben. (aus:
www.biointerface.rwth-aachen.de)

Fetuin-A ist zum einen negativer Reaktand der ak&tease-Antwort, spielt aber v.a. im
Insulin-Stoffwechsel und beim Transport von Calciumd Phosphat eine wichtige Rolle.
Einerseits komplexiert Fetuin-A Calcium- und Phaspinen und verhindert so die Préazipi-
tation basischer Calciumphosphate, andererseitslemenuf diese Weise Calcium- und
Phosphationen zu den Orten der Mineralisierung ¢Kea und Zahne) transportiéft* In
diesem Zusammenhang wird Fetuin-A auch als ,,Chagdio Calcium-Phosphate bezeich-
net*>. Im Serum tragen Fetuin-A und Albumin etwa zu cfiein Teilen zur Inhibition von
Verkalkungen bei. Die kolloidalen Gebilde aus anhermp Calciumphosphat und Fetuin-A
(u.a. noch durch Albumin stabilisiert) werden awdiciprotein particles (CPPs) genannt
(Abb. 5) Sie haben einen Durchmesser von 25 bis 150nmaggekgieren nicht®. Daher
wird Fetuin-A auch als Puffer bezeichnet, der eogsdre Verkalkungen verhindétt



Dem kurzlich vorgeschlagenen Modell der ,Verkalkuhgch Ausschluss von Inhibitoren”
(,mineralization by inhibitor exclusion”) zufolgep®lt Fetuin-A auch am Orte der
Mineralisation eine entscheidende Rolle. Fetuin-#t zu grof3, um zwischen die
Kollagenfibrillen zu gelangen, kann aber das gebued Calciumphosphat in den
Zwischenraum abgeben. Calcium-Phosphat-Kristalemrichtigen Grol3e kbnnen zwischen
die Fibrillen gelangen und das dort befindliche Wéamsersetzen. AulRerhalb der Fibrillen
verhindert Fetuin-A die Entstehung groRer Apatittaile*® *’

Fetuin-A") Mause entwickeln bei Calcium- und Vitamin D-reichBidt ausgepragte

Verkalkungen in Niere, Herz, Hoden, Lunge, Haut GefaRsysterff *°

uptake ¢ ol resorption

i
Hl§. mineralization

blood CPP
"’ MC bone formation
; % o)
> EC i
& _ q reversal
CPP )

clearing /¢ =

resorption

excretion

Abb. 5: Potentielle Wege der Calciproteinpartik€RP).

Fetuin-A stabilisiert die zirkulierenden Partikehd sorgt fur eine effiziente Aufnahme. CPP
konnten physiologisch im Blut und im Knochen bai @steoklasten (OC)-vermittelten
Knochenresorption entstehen. Im Knochen stiindenPdréikel sogleich fir Osteoblasten
(OB) zur Verfliigung. Bei Stoérungen des Calcium-Phatplaushaltes kann es zur Bildung
zahlreicher CPP kommen, die Fetuin-A vermehrt himndéionozyten (MC) oder
Makrophagen (MP) phagozytieren interstitiell-gelagerte CPP. Zulei®artikel fihren bei
Endothelzellen (EC), Makrophagen und glatten Gefikalzellen (SMC) zum
programmierten Zelltod. Andere modulierende Ka@fiungsinhibitoren fehlen in dieser
Darstellung (aus®?)



Bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz dem héaufig sowohl ausgepréagte
Verkalkungen als auch erniedrigte Fetuin-A-Spidgetchrieben. Damit verbunden ist eine
erhohte Mortalitéat, welche v.a. auf Verkalkungem vidoronararterien und Herzklappen
beruht®®>3 Auch hier ist die Endotheldysfunktion, bedingi.wdurch die chronische Uramie,
die chronische Inflammation und den renalen Hypersp Ausgangspunkt athero-
sklerotischer Lasionen mit und ohne Mediaverkalkudgr Verkalkung der Media tragen
zudem Stdrungen des Calcium-Phosphat-Haushalt&&ammen der renalen Osteopathie bei
(chronic kidney disease - metabolic bone diseaZejéatzlich kommt es durch die
Konzentrationsabnahme physiologischer Inhibitorele w.B. Fetuin-A oder Matrix-Gla-
Protein wahrscheinlich zur Prézipitation von Hydramatit in den GefaRwandeh>®

Zwischen Nierengesunden und Patienten, die unteer emilden Einschrankung der
Nierenfunktion leiden, finden sich noch keine FetAiKonzentrationsunterschiedé Bei
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz sinde dFetuin-A-Konzentrationen stark
erniedrigt, steigen aber nach erfolgreicher Niggergplantation wieder afi

Eine metabolische Bedeutung kommt Fetuin-A zu, sladie Tyrosinkinasen des Insulin-
rezeptors in Leber und Skelettmuskulatur hem#ff Durch die fehlende Autophospho-
rylierung wird der mitogene Signalweg des Insultegtors inhibiert®>. An Fetuin-A"
Mausen und solchen mit einer Mutation im Fetuin-@r&konnte zudem gezeigt werden, dass
die Sensitivitat des Insulinrezeptors und damit @lekose-Clearance erhoéht ist. Es kommt
zur verminderten Gewichtszunahme und zur Optimigraes Lipidstatus’®®® Weitere
Untersuchungen im Rahmen der ,Heart and Soul“-8tutkigten unabhéngige positive
Korrelationen zwischen der Fetuin-A-Konzentratiam Blut und dem Auftreten eines
metabolischen Syndroms (Kriterien: Hiftumfang, Tyigride, HDL-Cholesterin, Blutdruck,
Glucose-Niichternwertf.

1.3  Struktur und Funktion des Fibroblast Growth Factor-23 (FGF-23)

Phosphor zirkuliert im Koérper entweder als frei@ndrganisches) oder als gebundenes
(organisches) Phosphat und wird u.a. fur den Eakagishalt, die Nukleinsauresynthese und
die Mineralisation benétigt®. Zusammen mit Calcium ist es Hauptbestandteil ateor-
ganischen Knochenmatrix. Die Homoostase von Calaiaoh Phosphat wird durch das Zu-
sammenspiel von Darm, Knochen und Niere bestimng. Kbnzentration von zirkulier-
endem Calcium wird durch Vitamin D, Thyreocalcitonind Parathormon (PTH) reguliert.
Erst in den letzten Jahren wurden die Mechanismen Rhosphatregulation verstéarkt
untersucht. Die Aufnahme von Phosphat geschieht inbestinale NaPi2b-Transporter. Flr
das Phosphatgleichgewicht ist zudem das Verhakmms Resorption und Mineralisation in
den Knochen wichtig, da diese den gro3ten Phogpdiater des Koérpers darstellen.



Entscheidend fur die Phosphathomdostase ist aberdie Niere. In den Nierenglomeruli
wird Phosphat fast vollstdndig filtriert, um danm iUrin eine anndhernd gleiche
Konzentration wie im Plasma zu habB&rf’. Waren bislang Vitamin D und PTH Gegenstand
intensiver Forschung, so hat sich FGF-23 in dertdat Jahren als weitere wichtige Stell-
groRe herauskristallisiefAbb. 6)

Mutationen von FGF-23 wurden als Ursache der tussmzierten Osteomalazie (TI6)
und der autosomal dominanten hypophosphatamisclaehitit (ADHR)®® nachgewiesen.
Bei hypophosphatamischen TIO-Patienten wurde FGFzB8ammen mit secreted frizzle
related protein-4 (sSFRP-4), matrix extracellulaogbhoglycoprotein (MEPE) und FGF-7, als
starkstes Phosphatonin identifiziétt2

Das Protein besteht aus 251 Aminosauren und ha#leiekulargewicht von ca. 30-32 kDa.
Biologisch aktiv ist offenbar nur das intakte Malék®. FGF-23 wird in osteogenen Zellen
gebildet. In Femur, Schadelknochen und Zahnen \aiteR ist es vor allem in jungen Osteo-
und Odontoblasten sowie abgeschwachter in Ostegz@steoklasten und Chondro-zyten zu

finden’* ">

Full length FGF23 {A)

. ()

Cleavage slie

FGF homology region 7 kiotho interaction site

Processaed FGF23 (B)

:_ e —
18 kDa 12 kDa
———————————

=5 (Amino fragment) e 100 {Carboxy fragment) 241

Abb. 6: Schematische Darstellung von FGF-23.

Das Signalpeptid (AS 1-24), der amino-terminale FH®mologe Anteil (AS 25-179) und
das carboxy-terminale Ende von FGF-23 (AS 180-23%1J dargestellt. An der Spaltungs-
stelle (AS 176-179) wird das Protein in zwei Fragtegeteilt.

Die eingezeichneten MutationéffR und*’°R gehéren zur ADHR. Die Mutationen &S,
%M, und*®S sind ursachlich bei Patienten mit FTC (familiahtaral calcinosis)!’T ist
die Stelle fir die O-Glykosilierung. (modifizieeiah )
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FGF-23 hemmt die fur die Ruckresorption von Phospherantwortlichen Natrium-
Phosphat-Co-Transporter NaPi2a und NaPi2c in deximpalen Nierentubuli®® "® So
bewirkt intraventds oder intraperitoneal verabrasshtekombinantes FGF-23 bei Mausen
eine Phosphaturie und Hypophosphatati€. Bei transgenen, FGF-23 (iberexprimierenden
Mé&usen kommt es ebenfalls zur HypophosphatamieurRiachitis’® *

Zudem hemmt FGF-23 die Expression dexr Hydroxylase und verhindert so die Bildung
von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 (Calcitriol)(Abb. 7) Dadurch wird die intestinale
Phosphatresorption gesenkt. Hierbei scheint eimsdioelle Riickkopplung zu bestehen, da
die FGF-23-Produktion durch Vitamin D induziert avif* "%

Eine phosphatlastige Diat Uber mehrere Tage ertight-GF-23-Konzentration im Blut,
kurzfristige Anderungen (z.B. eine einmalige phadfastige Mahlzeit) scheinen keinen
Einfluss zu habef"®

Pi Skelelon

Parathyroid

1,25(0H),D4

{ /Possibly inhibits
{  mineralization

e, A “ 4 ;
: e ' ___ Possibly inhibits
e # e parathyroid function
; Stimulates /'
' Reduces Ca & Pi Possibly L
absarption in Pt s.iimula!es* -
small bowe!
+Klotho
¥ 1:25(0H);D; Phosphaturia 9.
Inhibits - ,
1o-Hydroxylase Kidney
1 {CH)D,

Abb. 7: Regulierung und Wirkung von FGF-23.

FGF-23-Freisetzung aus Osteozyten und Osteoblakierh hohe Phosphatspiegel und/oder
1,25(OH)-Vitamin D3. Die bekanntesten Wirkungen von FGFsi&l eine Phosphaturie
durch renale NaPi-Cotransporter-Inhibition und Henommg der le Hydroxylase. Die
reduzierten Vitamin D-Spiegel haben eine vermiraegastrointestinale Aufnahme von
Phosphat und Calcium zur Folge. (modifiziert n&dh

Uber die Interaktion zwischen FGF-23 und PTH wiahtkovers diskutiert. Initial scheint
FGF-23 PTH zu hemmen. Bei Patienten mit terminidiereninsuffizienz ist wahrscheinlich
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die Empfindlichkeit der Nebenschilddrisen gegeni®F-23 herabgesetzt und es kommt
zur Entwicklung eines sekundéaren Hyperparathyrepids mit Konzentrationsanstiegen von
FGF-23 und PTH. Allerdings stimuliert PTH im Gegatzszu FGF-23 die Synthese von
Vitamin D in der Niere und aktiviert Phosphat-fetizende Osteoklasten.

Bei chronischen Nierenerkrankungen ist die Hypesphatamie einer der entscheidenden
Risikofaktoren fiir die Morbiditat und Mortalitdt. Um ihr entgegenzuwirken, kommt es in
den verbleibenden Nephronen zur FGF-23-vermitteBappression der NaPi-Cotransporter
und zur Hemmung der Vitamin D-Synthese. Die FGHB8&zentrationen steigen bei diesen
Patienten mit fallender glomerularer Filtrationsra(GFR) an, um dann bei hamo-
dialysepflichtigen Patienten ein Vielfaches der Weton Nierengesunden zu erreichen. Die
FGF-23-Spiegel korrelieren hierbei positiv mit déreatinin-, Phosphat-, Calcium- und
Parathormonkonzentration im Blut sowie der Dauerr deorausgegangenen
Nierenersatztherapf&®®

Fibroblast Growth Factor Receptor-1 (FGFR-1) ist slgezifische Rezeptor von FGF-23.
Die Gabe von FGF-23 bei FGFRX Mausen hat keinen Effekt auf die gemessene
Phosphatkonzentration oder die NaPi2a- und NaPi@eeBsion in den Tubufi® %° Die
FGF-Rezeptoren (FGFR-1-4) haben eine intrinsisciage-Tyrosinkinase-Aktivitat und
modulieren Zellproliferation und -Differenzieruf®®

Ebenso wie FGF-15, -19 und -21 benétigt auch FGR&t#n der Bindung an den FGFR-1
zusatzlich noch die Interaktion mit einem spezifest Kofaktor. Fir den FGF-23-FGFR-
Komplex tibernimmt das Protein Klotho diese Aufg&b& (Abb. 8).

Abb. 8: Interaktion von FGF-23, FGF-Rezeptor (FGFRLind Klotho.
Klotho wird fiir die Signalweitergabe benét{gtodifiziert nach’®).

Die FGF-23-Konzentration in Klotht Mausen ist bis zu 2000-fach erhoht, was dafir
spricht, dass die FGF-23-Signalweitergabe ohne GlefRezeptor Klotho kaum oder nicht
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maglich ist und somit die phosphaturische Wirkuablf®**® Phanotypisch sind FGF-23
und Klothd” Mause identisch. Beide Spezies sind durch einkiivete Lebenserwartung,
Infertilitat, Atherosklerose, Weichteilverkalkungowv Haut, Lunge, Hoden und Herz,
Hyperphosphatéamie und erhohte Vitamin D-Konzerdreh gekennzeichn&t '

Das Produkt des Klotho-Gens ist eine einfach-tramsbrandse R-Glucuronidase (1014 AS,
130 kDa) mit kurzem intrazellularen Carboxy-terni@maAnteil, Transmembrandomane und
der extrazellularen Region aus zwei homologen Keltiel und KL2. Klotho wird in Zellen
der distalen Nierentubuli und im Choroidplexus ¢phdti

Die extrazellulare Domane kann nach Abspaltung wier Zellmembranoberflache
(ectodomain shedding) abgegeben und in Blut, Unid Liquor nachgewiesen werden. Die
beiden Formen des Proteins haben unterschiedlichktinen. Wahrend membranstandiges
Klotho als Co-Rezeptor fir FGF-23 und FGFR-1 diemirtkt die sezernierte Form als
humoraler Faktor. Diese Form von Klotho sorgt bieisgveise durch Inhibition der
Internalisierung von Calciumkandlen fiir einen eteéhCalciumeinstrom in die Nierenzelle
und hat durch inhibitorische Wirkung auf die InsliGF-1 Aktivitat eine endokrine
Funktion®* 101.102

In Nierengewebe von Mausen konnte gezeigt werdass die Expression von Klotho durch
FGF-23 im Sinne einer negativen Riickkopplung irethivird 1%,
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2 Ziel der Arbeit

Die mit klassischer Atherosklerose assoziiertenk&laungen der Intima und die bevorzugt
bei chronischer Niereninsuffizienz und mit steigemd Alter auftretenden Media-
Verkalkungen weisen sowohl auf molekularer als aaighzellularer Ebene Parallelen mit
der enchondralen und membrantsen Knochenbildungiesoden dazugehérigen
Umbauprozessen auf.

Fetuin-A und der Fibroblast Growth Factor-23 (FGF}-8ind zwei wichtige Mediatoren der
orthotopen und ektopen Mineralisation. Fetuin-A hvedert als Tragerprotein fir
Calciumphosphat die Bildung unléslicher Calciumpitade in der Zirkulation und sorgt
gleichzeitig flr den Transport dieser Verbindungarden Orten der Mineralisation. FGF-23
ist weniger als ein Wachstumsfaktor, sondern viéinads ein Hormon anzusehen und bildet
mit Vitamin D und Parathormon den Regelkreis fig @alcium- und Phosphathoméostase.
Beide Proteine wurden bislang im wesentlichen imhrRen der flr eine chronische
Niereninsuffizienz typischen Aberrationen im Catoiuund Phosphatstoffwechsel betrachtet
und mit atherosklerotischen Veranderungen bei di€sgienten in Verbindung gebracht.

Ob und in welchem Mal3e diese Proteine auch beildassischen* Atherosklerose eine
Rolle spielen, ist noch weitestgehend ungeklart salite im Rahmen der vorliegenden
Arbeit untersucht werden. Hierzu wurden bei Pa#ientdie sich einer Carotis-
endarteriektomie unterzogen haben, die Konzentratiovon Fetuin-A und FGF-23 im Blut
untersucht. Es sollte geprift werden, ob bei Paremit ,klassischer* Atherosklerose und
physiologischer Nierenfunktion zwischen den syssemmen Konzentrationen von Fetuin-A
und FGF-23 einerseits und zwischen diesen Paramatet klinischen Charakteristika der
Patienten andererseits ein Zusammenhang besteht.

Parallel dazu sollten die Gefal3praparate morphstbgi und immunhistochemisch
charakterisiert werden. Hierbei waren das Ausmaf ‘derkalkung in Relation zu

chondrogener bzw. osteogener Transformation derdfwednd wesentliche Parameter.
Weiterhin sollte Uberprift werden, ob Fetuin-A, F&F und als der fur die FGF-23
induzierte Signaltransduktion unverzichtbare Codpgar Klotho in den Operations-
praparaten nachweisbar sind.
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3 Material und Methoden

Die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen wundé&kahmen der Studie:
~.Charakterisierung der Mineralablagerungen in &tien Gefal3en bei Patienten mit

.Klassischer" und Urdmie-assoziierter Atherosklefd&EK: A34/2007)

durchgefuhrt und durch Mittel des Forun-Programeasighiversitat Rostock gefordert.

In die Studie wurden Patienten, die einwilligungsfd waren und ein schriftliches

Einverstandnis zur Untersuchung gegeben hattegesimlossen. Ausschlusskriterien waren

eine eingeschrankte Einsichtsfahigkeit, fehlendewitigung und chronisch infektiose

Erkrankungen.

3.1 Studienablauf

Es handelt sich bei den Studienteilnehmern um Ratie die sich in der Abteilung flr
GefalRchirurgie der Universitdit Rostock (Leitung:ofPr Dr. med. W. Schareck,
kommissarisch: PD Dr. med. C. Blnger) einer Cagotiarteriektomie unterzogen haben.
Studienaufklarung und Anamneseerhebung erfolgtstoperativ am Krankenbett, wenn ein
Operationspraparat asserviert werden konnte. ZwiscBeptember 2007 und Juli 2009
wurden 80 Patienten eingeschlossen. Alle Patiemigden postoperativ Uber Pathogenese
und Risikofaktoren der Atherosklerose sowie Zied ukblauf der Studie informiert. Die
Anamnese zielte vor allem auf das derzeitige Kraitkbeschehen (symptomatische/
asymptomatische Stenose), atherosklerotische Raditayen, Nebenerkrankungen und
Medikamenteneinnahme. Im Zuge der Anamneseerheeédalgte auch die Blutentnahme.
Die Auflistung der Diagnosen stiitzt sich auf di&kankungs- und Medikamentenanamnese,
Arztbriefe und Akten sowie aktuelle Laborwerte. Digerte fur die im Rahmen der tblichen
Patientenversorgung im Routinelabor gemessenemigeawurden den Akten entnommen.
Die Medikation mit Statinen wurde als Hinweis aufee Stérung des Fettstoffwechsels
gewertet. Um den Einfluss des Rauchens zu untegzsyclurden die Studienteilnehmer
hinsichtlich der pack years (py) und des zeitlich&rlaufs ihres Nikotinkonsums klassi-
fiziert. Es wurde hierbei zwischen NichtraucherguBhern, die mindestens 10 Jahre vor
Operation das Rauchen eingestellt haben und akiteeichern unterschieden.

Das postoperativ gewonnene Blut wurde bei 4°C ®®02U/min (1000g) fur 15 min zentri-
fugiert. Serum wurde abgehoben, aliquotiert undzbirsweiteren Analyse bei -80°C gelagert.
Alle Operationspraparate wurden in Formalin fixi&in je ca. 5Smm dicker, proximal der Bi-
furkation zur A. carotis interna und externa entnmemer Querschnitt wurde im Institut fur
Pathologie (Direktoren: Prof. em. Dr. med. H. Nizzetzt: Prof. Dr. med. A. Erbersdobler)
in Paraffin eingebettet. Fur die morphologischentdtbuchungen dienten reprasentative,
4-5um dinne Schnitte der Praparate.
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3.2  Laborgerate

Die Praparate wurden an einem Mikroskop der Firragd. aus Wetzlar (Typ: DMI 4000)
mit digitalen Kameras (DFC 320 R2 sowie DFC 350 &myl korrespondierender Software
(Leica Application Suite) beurteilt. Die ELISA wwed mit einem Mikrotiterplatten-

Photometer der Firma Tecan aus Crailsheim (Typ:aimd®eader Infinite M 200) und

korrespondierender Software (Magellan) ausgewertet.

33 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

AppliChem GmbH, D-64291 Darmstadt
Naphtol AS-Mix Phosphat, Triton X 100, Tween 20

Aurion Immuno Gold Reagents & Accessoriég02 AA Wageningen Niederlande

10%iges BSA-c (acetyliertes bovines Serumalbumin),

Gold-konjugierte Esel-anti-Ziege-IgG-Antikorper (H& (DAG-90602/2), Durchmesser der
Goldpartikel: 15nm

Biochrom AG, D-12247 Berlin
0,5%ige Trypsin-/ 0,2%ige EDTA-LOsung

Carl Roth GmbH Co. KG, D-76185 Karlsruhe
Eosin G (0,5%)

Merck KGaA, D-64271 Darmstadt
Mayers Hamalaun (gebrauchsfertig), Orange G, Séecisin, Weigerts Eisenhamatoxylin,
Eindeckmittel: Aquatex und Entellan

Menzel GmbH & Co. KG, D-38116 Braunschweig
Objekttrager Superfrost Plus und Deckglaschen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-89555 Steinheim
Azophloxin, Di-aminobenzidin-tetrahydrochlorid (DABIin Tablettenform (10mg/Thbl.),
Fast Red Violett LB-Salt, Lichtgriin, Ponceau Xytidi

Die Grundchemikalierstammten im Allgemeinen von den Firmen Merck Kgader Carl
Roth GmbH & Co. KG und hatten mindestens p.a.- ifial

Alle Losungen wurden mit deionisiertem Wasser aegts(Wasseraufbereitung mit
lonenaustauscher Typ Destillo 20).
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3.4  Puffer undWaschlésungen

Citratpuffer:
0,1M Citronensaure-Monohydrat und 0,1M tri-Natriutrat-Dihydrat gegeneinander

bis pH 6,0 titriert

Tris buffered saline (TBS, 5x Stamml&sung):
0,1M Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) und NI, 5laCl; mit HCI auf pH 7,4
eingestellt

Entwicklungspuffer fir die Farbung mit Peroxidassykigierten Antikdrpern:
20 ml TBS (1x); 10mg DAB; 6,4ul 4D, (30%)

Phosphate buffered saline (PBS) nach Gibco (ohAeocBae Mg?):
2,7 mM KCI; 1,5 mM KHPQO;,; 138 mM NaCl; 8 mM NgHPO, x 7 H,0.
Der Puffer wurde gebrauchsfertig bezogen.

Waschlésungen fir die Immunhistochemie:
PBS (1x) + Tween 20 (0,01%), (v/v)
PBS (1x) + Triton X 100 (0,01%), (v/v)

3.5 Quantitative immunchemische Bestimmung von Fein-A und cFGF-23 im
Serum (ELISA)

Fetuin-A und cFGF 23 wurden im Serum quantitativ kammerziellen ELISAs bestimmt.
Beide Tests verwenden einen an der Festphase (iékpdatte) gebundenen
Fangerantikorper und einen zweiten, Biotin-markiertDetektionsantikdrper (Sandwich-
Technik). Mithilfe der ebenfalls im Kit vorhanden&tandards wurde eine Standardkurve
erstellt und Bestimmungen wurden generell doppadeaetzt. Die Ubereinstimmung beider
Messungen lag im Allgemeinen bei mindestens 90%.H)4SA-Kit fir humanes Fetuin-A
stammte von Epitope Diagnostics Inc., San Diego, @G3A; der Kit fir humanen cFGF war
von Immutopics Inc., San Clemente, CA, USA. Die Asgung der Standardkurve fir
Fetuin-A erfolgte als ,point to point-regressiorfijr cFGF-23 wurde eine 4-parametrige
Anpassung nach Levenberg-Marquardt durchgefuhrfiDeaurde in beiden Fallen die
Software ,Magellan“ (Tecan) verwendet.

3.6  Histologische Farbungen der Préaparate

Vor der histologischen Farbung wurden die Prapara¥ylol entparaffiniert (2x10 min), in
einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (100886980%, 70% je 2 min) und in A. dest
gestellt (5 min). Die Protokolle orientierten sian den in der Pathologie Ublichen Ver-

fahren'®
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3.6.1 Hamalaun-Eosin-Farbung

Die Hamalaun-Eosin-Farbung (HE) diente sowohl zbedichts- und Orientierungsfarbung
als auch zur Gegenfarbung bei der von Kossa-Farbndgler Immunhistochemie.

Protokoll:

. Mayers Hamalaun (6 min)

. Blauen unter flieRendem, lauwarmen Leitungswad€emin)

. Eosin G-Ldsung (0,1%; 3 min)

. Spulen in A. dest

. Aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 96@&dkijirz eintauchen)
. Trocknen der Praparate zwischen Filterpapier

. Entwassern mit Xylol (10 min) und Eindecken Hrittellan (Abzug)

~N o o~ WODN P

3.6.2 Masson-Goldner-Trichrom-Féarbung

Um eine exaktere Differenzierung und Kontrastieraleg bindegewebigen Anteile in den
GefalRwanden zu erhalten, wurde die sukzedane Md#&3glmer-Trichrom-Farbung einge-
setzt. Die glatte Muskulatur der Wand (VSMCs) eeschblassrot mit dunklen Zellkernen,
wahrend sich Kollagene blaugriin anfarben.

Die Trichromfarbung nach Masson-Goldner beruhtdunaf Losungen:

1) Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin-Losu(@0 ml Ansatz)

25 ml Masson-L6sung (siehe unten)

5 ml Azophloxin-Lésung (0,5 g Azophloxin ad 100 Anldest + 2 ml konz. Essigsaure)
220 ml 0,2%ige Essigsaure

2) Phosphormolybdén / Orange G- Farbeldsung:
6 g Phosphomolybdénsaure ad 100 ml A. dest.
4 g Orange-G ad 100 ml A. dest.

3) Lichtgriin-Farbelésung:
0,25 g Lichtgrin ad 250 ml 0,2%ige Essigsaure

Masson- Farbeldsung:

Losung A: 1g Saurefuchsin ad 100ml A.dest, 1 mizkdssigsaure

Lésung B: 2 g Ponceau de Xylidine ad 200 ml A. dé&sinl konz. Essigsaure
1 Teil Lésung A + 2 Teile Loésung B
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Protokoll:

. Weigerts Eisenhamatoxylin (4,5 min)

. Spulen in A. dest

. Ponceau-Saurefuchsin-Azophloxin (15 min)

. Spulen mit 1%iger Essigsaure (2 Farbekivetten)

. Phosphormolybdénsaure / Orange G (8 min)

. Spulen mit 1%iger Essigsaure (2 Farbekivetten)

. Lichtgriin (25 min)

. Spulen mit 1%iger Essigsaure (in 2. Farbekivetten stehen lassen)
. Rasch entwassern in aufsteigender Alkoholreihe

10. Trocknen der Praparate zwischen Filterpapier

11. Entwassern mit Xylol (10 min) und Eindecken Hnittellan (Abzug)

© 0 N O O b W DN P

3.6.3 Nachweis der Verkalkungen mit der von Kosskarbung

GefalRverkalkungen werden durch die Reaktion mhegilitrat sichtbar gemacht (Methode
nach von Kossa). An den verkalkten Bereichen weRiterionen durch Hydrogencarbonat
unter Lichteinwirkung zu metallischem Silber reduti Anschlie3end erfolgen die Fixierung
und das Auswaschen Uberschissiger freier Silberioderch Natriumthiosulfat. Die
verkalkten Areale erscheinen bei mikroskopischetrddbtung braun bis schwarzsilbrig-
glanzend.

Protokoll:

Silberfarbung:

1. Silbernitrat-L6ésung (5%) unter starkem Licht&isg (Tischlampe 100 W; 60 min)
2. Spulen in A. dest (3x30 sec)

3. Natriumthiosulfat-Lésung (5%; 5 min)

4. Waschen unter flieRendem Leitungswasser

5. Spulen in A.dest

Gegenfarbung (HE):

6. Mayer Hamalaun (6 min)

7. Blauen unter flieBendem, lauwarmen Leitungswgd€emin)

8. Eosin (3 min)

9. Spulen in A. dest

10. Aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 9¢&&urz eintauchen)
11. Trocknen der Praparate zwischen Filterpapier

12. Entwassern mit Xylol (10 min) und Eindecken Hitellan
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Zur Bewertung der Schnitte wurde ein experimenteiemiquantitativer Score von 0-4 an-
gewendetAbb. 9. In der Auswertung wurden zudem gering verka{kt€l und vK2 = vK+)
und stark verkalkte Préaparate (mit mindestens eigef3en Lasion / Kalkscholle)
(vK3 und vK4 = vK++)gegenuber gestellt

Abb. 9: Reprasentative Einteilung des Verkalkungade:
Natives Gefal3 (A), pucartige Verteilung (Pfeile) der
Verkalkungen (vKI; B), konfluierende Lasionen (VK2
eine destruierende L&sion (vK3; D) und die vollige
Durchsetzung der GefalBwand mit destruierer
Kalkschollen (vK4; E®

(VergroRRerung: A,B,C: 100x; D,E: 25x)
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vK-Score

(0) Keine Verkalkungen

(1) Puderartig fein verteilte Verkalkung (,shotgeadcification®)

(2) Konfluierende puderahnliche Lasionen

(3) Puderahnliche Verkalkung@fus mindestens eine grofRe destruierende Lasion

4) Ubiquitare Verteilung morphologisch unterschigter Verkalkungerplus zwei oder
mehr destruierende Lasionen

Die Bewertung der Schnitte erfolgte unabhangig klurewei Untersucher. Der
Korrelationskoeffizient zwischen den Beurteilungdéreider Betrachter betrug 0,80.
Unterschiedlich bewertete Praparate wurden einenestMal gemeinsam evaluiert.

3.6.4 Nachweis der Tartrat-resistenten sauren Phpbhatase

Die Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAR)rnsSchliisselenzym reifer Osteoklasten.
Im Knochen wird sie, ebenso wie Cathepsin-K, in géschlossenen Kompartimente der
Howship-Lakunen geschleust, um dort Gewebe abzubaue

Diese Farbung soll ebenso wie die Immunhistoche(ifC) mit Antikbrpern gegen
Cathepsin-K Osteoklasten-artige, multinukleareetelh den GefaRwanden identifizieren.

Farbelbsung:
200 ml TRAP-Puffer

(40mM Natriumacetat und 10 mM Natriumtartrat-Dihgdmit HCI auf pH 5,0 eingestellt)
2 ml Triton X 100
4 ml N-N-Dimethylformamid
240 mg Fast Red Violett LB-Salz
40 mg Naphtol AS-Mix Phosphat

Protokoll:

1. TRAP-Puffer (10 min, 37°C)

2. TRAP-Farbelosung (2 h, 37°C)

3. A. dest (5 min)

4. Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun (1 min)

5. Spulen mit Leitungswasser (3 min), Blauen (18)mi
6. Eindecken mit Aquatex

Die Auswertung der TRAP-Farbung erfolgte analogden von Kossa-Farbungen mit dem
Unterschied, dass die Praparate ausschliel3lichositiv oder negativ kategorisiert wurden.
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Bei Auftreten rot angefarbter Zellen (idealerweiseltinukledr) wurde das Praparat als
positiv gewertet.

3.7 Immunhistochemische Analyse der Gefal3préparate

Vor immunhistochemischer Farbung wurden die Prapana Xylol entparaffiniert
(2x15 min), in einer absteigenden Alkoholreihe wihigrt (100%, 96% je 10 min; 80%, 70%
je 5 min) und in A. dest gestellt (5 min).

Da es bei der Formalinfixierung und Paraffineinedt zur Quervernetzung vieler antigener
Strukturen kommt, werden diese fur eine immunhistogische Farbung durch Enzym-
und/oder Warmebehandlung wieder zugénglich gemdahbei sind die angewendeten
Techniken (limitierte enzymatische Degradation,reaader alkalische Hitzebehandlung)
antikorper- und/oder antigenspezifisch. Zum Nackwein Kollagen Typ Il wurde Trypsin
(Konz. 0,2%) bei 37°C fur 15 min eingesetzt. Bdemlanderen Farbungen diente die
Warmebehandlung in der Mikrowelle mit CitratpuffpH 6,0) der Demaskierung.

Zur Detektion gebundener Primarantikorg&ab. 1) wurden Biotin-konjugierte Esel-anti-
Ziege-lgG Antikérper (Verdinnung 1:1000; Dianova,ariburg) oder bispezifische
biotinkonjugierte Pferde-anti-Maus / anti-KanincHg®-Antikdrper eingesetzt.

Tab. 1: In der Immunhistochemie verwendete Primat#orper

Antigen Ursprung Firma und Kat.-Nr. Spezifitat Titer

SOX-9 Ziegen- Antiserum Santa Cruz BT; sc-17340 Te¥minus 1:300
Kollagen Il Ziegen-Antiserum Santa Cruz BT; sc-7764N-Terminus 1:300
Kollagen Il Kaninchen-Antiserum AbD Serotec; 215160 Kollagen Il 1:300
Cathepsin-K Kaninchen-Antiserum Abcam; ab 19027 edt Region  1:400
Fetuin-A Ziegen-Antiserum R&D Systems; AF-1184  ketd 1:500

FGF-23 Ziegen-Antiserum Santa Cruz BT; sc-27249 erivé Region 1:150
Klotho Ziegen-Antiserum Santa Cruz BT; sc-22220 eliné Region 1:150
SMA Maus-1gG; Klon 1A4 DakoCytomation; M0851 N-Tearmus 1:500

Zum Nachweis der gebundenen Antikdrper und zur &wgmstarkung diente ein mit Meer-
rettich-Peroxidase (POD) oder alkalischer Phospgeai@P) konjugierter Avidin/Biotin-
Komplex (Vector® Laboratories, Inc.; Burlingame, A)S (Substrat fur POD: DAB, braun-
liche Farbung; Substrat fir AP: Vector Red).

Bei jeder Farbung wurde eine Positivkontrolle, atio Gewebe, welches das nachzu-
weisende Ag sicher enthéalt, mitgefiliftab. 2. Bei der Negativkontrolle wurde entweder
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der Erstantikdrper durch Blockierserum ersetzt atan verdinnten Erstantikdrper ein von
diesem Antikorper spezifisch erkanntes Peptid (Blug Peptide) zugefugt.

Die Auswertung der Praparate im Hinblick auf angaf Strukturen und deren Lokalisation
erfolgte unabhéngig durch zwei Betrachter. Die Bslung der Farbungen wurde
dokumentiert und fur eine statistische Auswertuadiért. Bei unterschiedlicher Bewertung
der Farbungen wurden die Praparate diskutiert im@nsens herbeigefihrt.

Tab. 2: Gewebe fur Positivkontrollen

Antikorper Positivkontrolle

SOX-9 Rattentrachea (Knorpel) und humanes Chontkosa
Kollagen I Rattentrachea (Knorpel) und humanesr@nasarkom
Cathepsin K humaner Knochen (entkalkt)

Fetuin-A humane Leber und Knochen

FGF-23 humaner Knochen (entkalkt)

Klotho humane Niere

SMA native arterielle GefaRwand

3.7.1 Protokoll der Immunhistochemie und Tabelle deverwendeten Antikdrper

1. Blockieren der endogenen Peroxidase in 1%ige@y H
- 20 min; nur bei Verwendung von POD als Deteldgystem
. A. dest (5 min)
. Antigendemaskierung mit Citratpuffer
- 3x8 min, bzw. 3x2 min bei 450 W, dazwischen jisv® min Pause
4. Abklhlen (10 min)
5. Spulen in PBS (5 min)
6
7

w N

. Umranden der Praparate auf dem ObjekttrageFatistift
. Blockieren unspezifischer Reaktionen mit 1%id#&liockierserum
- 40 min in feuchter Kammer bei Raumtemperatur

oo

. Blockierserum ablaufen lassen
. Inkubation mit Primarantikérper in entsprechenderdinnungTab. J

- entweder 2 h bei 37°C oder tGiber Nacht bei 4°f@uichter Kammer
10. Spulen in PBS (2x5 min)
11. Inkubation mit geeignet verdiinntem Biotin-kaggrtem Zweitantikorper
- 45 min bei Raumtemperatur

o
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12. Spulen in PBS (2x5 min)
13. Inkubation mit Enzym-konjugiertem Avidin/Biotlomplex
- Avidin-Biotin-Peroxidase (POD) oder Avidin-BiatiAlkalische Phosphatase (AP)
- 30 min bei Raumtemperatur
14. Spulen in PBS (2x5 min)
15. Inkubation mit Substrat
- 3 min DAB bei POD-Farbung; 25 min Vector® Red AB-Farbung
16. Spulen in PBS (5 min)
17. Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun (45 sec)
18. Spulen mit Leitungswasser (3 min), Blauen (1@ m
19. Eindecken mit Aquatex

3.7.2 Immunhistochemische Doppelfarbungen

Um die Verteilung von Fetuin-A relativ zu SMA undkagen Il sowie die Verteilung von
FGF-23 relativ zu SMA im Gewebe genauer zu analgeiewurden Doppelfarbungen
durchgefuhrt. Erst erfolgte die AP-Farbung bis dief Gegenfarbung mit HE, anschliel3end
wurde das zweite Antigen mittels POD-Farbung detektFur die simultane Darstellung
von Fetuin-A und SMA, von Fetuin-A und Kollagensbwie von FGF-23 und SMA wurden
jeweils sieben gut erhaltene Praparate ausgewdldenen die genannten Proteine schon in
den Einzelfarbungen gut nachweisbar gewesen waren.

3.8  Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Um ein atherosklerotisches Praparat der A. cafitidie Elektronenmikroskopie zu erhalten
und aufbereiten zu kdénnen, wurde die Aufahme in Sliedie mit dem Patienten bereits
praoperativ besprochen. Nach Etablierung der esfictien Techniken fir die
Probenbehandlung erfolgte die Auswahl des Patieatdiéllig. Das Operationspraparat
wurde direkt in das Zentrum fur ElektronenmikrosieofDirektoren: Prof. em. Dr. rer. nat.
L. Jonas, jetzt: Dr. rer. nat. M. Laue) gebrachtrtDvurden aus der GefalRwand ca. 5 mms3
messende Stuckchen herausprapariert, fixiert uridRiWhite-Kunstharz eingebettet. Nach
lichtmikroskopischer Begutachtung von Semidinngoémiwurde das Praparat getrimmt
und auf einen informativen Bezirk (weniger als Im?n reduziert. Dann wurden
Ultradiinnschnitte hergestellt (Schnittdicke zwistb® und 80 nm).

Fur die Evaluierung einer nahezu unverandertenrigdrierand stand ein kleines, wahrend
einer Nierenspende (Lebendspende) in der Urologiscltuniversitatsklinik Rostock
(Direktor: Prof. Dr. med. O. Hakenberg) entnomme@egal3stiick zur Verfigung. Dieses
Material wurde ebenfalls fixiert und in Araldit g@bettet, jedoch nur zur morphologischen
Begutachtung und nicht fur die Immunogold-Farbuimpesetzt. Fir die Beurteilung der
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Praparate konnte das TransmissionselektronenmibposkZeiss Libra 120 mit
korrespondierender WinTEM-Software genutzt werden.

Die Verdiunnungen der Erstantikdrper sind im Vewfleizur Immunhistochemie im
Allgemeinen um den Faktor 10 geringer. Die Inkutratmit dem Priméarantikdrper erfolgte
folgendermal3en: Fetuin-A: Verdinnung = 1:25, 1h Baumtemperatur; FGF-23: Ver-
dinnung = 1:15, 72h bei 4°C, SMA: Verdinnung = 1.5Ph bei 4°C. Bei den Negativ-
kontrollen wurde der Erstantikdrper weggelassemn. ®ad-konjugierte Sekundarantikdrper
wurde 1:30 verdinnt.

Die benutzten Chemikalien und Waschlosungen waebenso wie die Pipettenspitzen,
steril, um bakterielle Kontamination zu vermeiden.

3.9  Protokoll der Immunogoldféarbung

1. Waschen in PBS (1x)
- 1 h bei Raumtemperatur
2. Reduzieren der Aldehydgruppen mit 0,1%igernsBY@; (Borax) in PBS (1x)
- 1 h bei Raumtemperatur
3. Waschen in PBS (1x5 min)
4. Blockieren unspezifischer Reaktionen mit 5%id&lockierserum
- 30 min bei Raumtemperatur, feuchte Kammer
. Waschen in Inkubationspuffer, (PBS (1x) mit 0,B®A-c; 3x5 min)
. Inkubation mit Erstantikorper
- ca. 50 ul je Grid
. Waschen mit Inkubationspuffer (6x5 min)
. Inkubation mit einem korrespondierenden Goldjkgierten Zweitantikorper
- 2 h bei Raumtemperatur
9. Waschen mit Inkubationspuffer (6x5 min)
10. Waschen in PBS (3x5 min)
11. Waschen in sterilem,B d.d. (2x5 min)
12. Trocknen

o Ol

o

3.10 Statistische Auswertung

Alle Berechnungen wurden mit dem StatistikprograBIRES Version 15.0 durchgefuhrt.

Die Priufung auf Normalverteilung erfolgte mit denolkogorow-Smirnov-Test. Da die

Mehrzahl der Parameter nicht normalverteilt waremrde der Ranksummentest nach
Spearman und die multiple Regressionsanalyse férKairrelationsanalyse genutzt (bei
Normalverteilung — Pearson). Hinsichtlich der Proberphologie und der Laborwerte war
es bei einigen Parametern hilfreich, sie in Gruppzuteilen. Fir die Gruppenvergleiche
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dienteny®Test, Fishers exact t-Test, Mann-Whitney-U Tesi (b Gruppen) und Kruskal-
Walllis-Test (bei mehr als 2 Gruppen). Da sich imbick auf Fetuin-A Serumkonzentration
mehrere korrelierende Parameter fanden, konnte dire@ multiple Regressionsrechnung
durchgefuhrt werden. Unterschiede wurden ab p § al® signifikant gewertet.
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4 Resultate

4.1  Charakterisierung des Patientenkollektivs

Die Mehrzahl der Patienten (28 Manner und 22 Frawemrde operiert, weil bei ihnen
innerhalb von 4 Wochen vor Operation eine Sten@seAd carotis communis oder interna
klinisch relevant wurde. Die Charakteristika deudsénteilnehmer sind ifab. 3und die
Laborwerte der Patienten peri- bzw. postoperatiVah. 4zusammengefasst.

Tab. 3: Basisdaten, Erkrankungen und Risikofaktorater Patienten

(n = 80; 50 Manner und 30 Frauen)

Basisdaten

Alter, Jahre
Manner
Frauen

Gewicht, kg
Manner
Frauen

BMI, kg/m?
Manner
Frauen
BMI > 30 kg/m?2
BMI > 40 kg/m?2

Erkrankungen/Risikofaktoren
Diabetes mellitus

Geringgradig eingeschrankte Nierenfunk-
tion* (CNI Grad I-1lI)

KHK / pAVK

Arterielle Hypertonie
Statin-Therapie

Positive Raucher-Anamnese

Median (Spannweite)
70 (43-95)

69 (46-81)

72 (43-95)

80 (62-111)
72,5 (47-122)

26,6 (20,7-34,2)
26,1 (16,9-47,7)
oM / OF
OM / 3F

Anzahl (Manner/Frauen)
21 (13/8)

19 (14/5)

38 (26/12)
70 (44/26)
56 (32/24)

49 (40/9)

*KDOQI-Guidelines, 2008°

Die Bandbreite der Symptome war immens. So waréchtke kognitive Beschwerden,
Amaurosis fugax, TIA (transitorische ischamischetagiken) und PRIND (prolongiertes
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reversibles ischdmisches neurologisches Defiziyiesssensomotorischen Hemiparesen als
Folgen der Gefal3veranderungen zu verzeichnen. Digein Patienten (22 Manner und 8
Frauen) unterzogen sich der Operation, bevor tierasklerotischen Veranderungen klinisch
relevant wurden.

Neun der Diabetes mellitus-Patienten waren instlloijig, die mediane Erkrankungsdauer
betrug 14,7 Jahre und der mediane HbAlc Wert lagel89 (5,2-11,6%). Die mediane
Serumkonzentration von Kreatinin betrug bei 19 dt&in mit mafiiger Einschrankung der
Nierenfunktion (CNI Grad I-11) 130 pmol/l (Mannednd 129 umol/l (Frauen), die mediane
Harnstoffkonzentration betrug 8,83 mmol/l. Unter ndel9 Patienten mit positiver
Raucheranamnese fanden sich 24 aktive Raucherimeit pack year-Belastung von 40,7 J.
Die Ubrigen Patienten mit einer durchschnittlichmack year-Belastung von 17,2 J. hatten
mindestens 10 Jahre vor dem operativen Eingriffdamh Rauchen aufgehort.

Tab. 4: Laborwerte der Patienten

Laborwerte Median (Spannweite) Referenzbereich
Kreatinin
Manner 87,1 (55,7-292,0) 62-106 pmol/l
Frauen 69,6 (37,7-199,0) 35-88 pumol/l
Harnstoff 4,6 (1,4-25,8) 2,9-7,1 mmol/l
Cholesterol 4,0 (1,9-7,9) < 6,18 mmol/l
HDL
Manner 1,05 (0,65-1,86) 0,91-2,06 mmoll/l
Frauen 1,19 (0,69-2,38) 1,09-2,28 mmol/l
LDL 2,36 (1,0-5,57) 1,76-4,11 mmol/l
LDL/HDL Quotient 2,31 (0,82-6,30)
Triglyceride 1,48 (0,70-6,74) < 2,33 mmol/l
Lipoprotein (a)* 0,20 (0,02-1,90) <0,3¢gl
Calcium 2,28 (1,80-3,70) 2,20-2,55 mmol/l
Phosphat 0,94 (0,50-1,44) 0,78-1,53 mmoll/l
Protein, total 66 (51-85) 65-85 g/l
Albumin 34 (26-46) 35-48 g/l
CrP praoperativ 3 (1-88) <5 mg/l
CrP postoperativ 22 (1-119) <5 mg/l

* 30 Patienten hatten eine LP(a) Konzentration3>dd|
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4.2 Serumkonzentrationen von Fetuin-A in Relation a klinischen Befunden

Die mediane Konzentration von Fetuin-A betrug 0,88und die Werte sind innerhalb der
Patientengruppe normalverteilt. Der Minimalwert ger Gruppe ist 0,196 g/l, der
Maximalwert 0,646 g/l. Signifikante Korrelationeach Spearman und nach Berechnung
der schrittweisen multiplen Regression sindTiab. 5 aufgefuhrt. Die Zusammenhange
zwischen den Serumkonzentrationen von Fetuin-A e Patientengewicht, der
Albuminkonzentration und der Phosphatkonzentratioserum sind irAbb. 10dargestellt.
Die Konzentration von Fetuin-A ist bei Patientert Diabetes mellitus (M=0,404 g/l) héher
als in der tbrigen Gruppe (M=0,377 g/l). Allerdings dies nur ein Trend und statistisch
nicht signifikant. Die Serumkonzentration von Fetd bei Patienten mit einem BMI > 35
kg/m2 (n=4) betragt im Mittel 0,470 g/I.

Die mediane Fetuin-A Serumkonzentration der Pagrentit eingeschrankter Nierenfunktion
(n=19) ist mit der der Gesamtgruppe annahernd igtHn{Mcn=0,384 g/l und M=0,391 g/l).
Eine Assoziation zwischen der Serumkonzentratiord wter immunhistochemischen
Auspragung der Fetuin-A Farbung findet sich nicht,144; p=0,202).

Tab. 5: Auflistung der mit der Fetuin-A-Serumkonzénation korrelierenden Parameter

Korrelation
(Spearman) multiple 2
Regression
Parameter r p
Albumin (g/l) 0,301 <0,01 1. Modell 0,161
Phosphat (mmol/l) 0,242 <0,05 2. Modell 0,280
Gewicht (kg) 0,344 <0,01 3. Modell 0,368
Hamatokrit 0,342 <0,01
BMI (kg/m?) 0,296 <0,01
CaxP-Produkt 0,275 <0,05
GFR (ml/min) 0,232 < 0,05
CrP praoperativ (mg/l) -0,260 < 0,05
AP (U/) -0,257 < 0,05
cFGF-23 (RU/ml) -0,232 < 0,05
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Abb. 10: Die Fetuin-A-Konzentration im Serum in Aldimgigkeit vom Patientengewicht
(A) und der Albumin- (B) sowie der Phosphatkonzeatiion (C) im Serum.
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4.3 Serumkonzentrationen von FGF-23 in Relation zllinischen Befunden

Dieser ELISA erfasst sowohl das C-terminale Fragnmas auch das intakte FGF-23-
Molekdl. Allgemein gultige Referenzwerte fur diesBarameter bestehen noch nicht. Uns
standen Assays der ersten und zweiten GeneratiorVerdtigung, bei denen die untere
Nachweisgrenze mit 5 RU/ml angegeben ist.

In 30 Blutproben konnten keine cFGF-23-Konzentraingemessen werden. In einer Probe
betrug die Konzentration mehr als 1500 RU/ml. D&®ARU/mI die obere Grenze des
Messbereiches ist und uns zu wenig Material zuflgemng stand, um die Bestimmung mit
einer starkeren Verdinnung der Probe zu wiederhelarde dieser Wert in der Auswertung
eingesetzt. Die nachsthéchste Konzentration inrensé&ollektiv betrug 402 RU/ml.

Tab. 6: Konzentration von cFGF-23 im Serum

cFGF-23 alle Proben Konzentration Konzentration
Konzentration (n=80) >5 RU/ml (n=50) >5 RU/ml (n=49)*
M (RU/mI) 26 85 83
X = SD (RU/ml) 80+177 125 + 213 97 + 77

“Nach Ausschluss des Wertes mit500 RU/m

Diese Blutprobe gehort zu einer 80-jahrigen Paterdie neben der Atherosklerose der
A. carotis noch einen Herzschrittmacher bei Arrhgtrmbsoluta, eine chronisch obstruktive
Lungenerkrankung Grad II-11l, polyarthrotische Beserden und eine Radiojodtherapie bei
multifokaler Schilddriisenautonomie in ihrer Krangeschichte zu verzeichnen hat. Die
Phosphatkonzentration im Serum der Patientin wiahtleerniedrigt (0,68mmol/l; Referenz:

0,78-1,53 mmol/l) und der Kreatininwert leicht enbh@5,1 pmol/l; Referenz: 39-91 umoll/l).

Die restlichen Laborwerte waren unauffallig.

In der statistischen Auswertung wurden die Ergedmiginerseits metrisch betrachtet
(Spearman Ranksummentest), andererseits nach laafiein 2 Gruppen. Hierbei wurden
alle Patienten mit Werten unterhalb der Nachwersgre(n=30) mit denen verglichen, die
Konzentrationen oberhalb der Nachweisgrenze auémi¢s=50).

Zwischen der Raucheranamnese (py-Belastung) undrigF-23-Konzentration im Serum
fand sich eine positive Korrelatiolljb. 11A) Des weiteren fanden sich bei Patienten mit
hoheren cFGF-23-Konzentrationen tendenziell stankerkalkte Praparate (vK++) und
niedrigere Fetuin-A-Serumkonzentrationen (MWU-Tesis bei Patienten mit Werten
unterhalb der Nachweisgren@sbb. 11B und 11C)
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Abb. 11: Die cFGF-23-Konzentration im Serum in Abhgigkeit von der Zigarettenbelast-
ung (py) (A), dem Verkalkungsgrad (B) und der FetuA Konzentration im Serum (C).

Es wurden Proben mit Konzentrationen unterhalb @=8nd oberhalb (n=50) der Nach-
weisgrenze miteinander verglichen. Hierbei ist d¢¢idh die Assoziation zur Zigarettenbe-
lastung signifikant. Zwischen der cFGF-23 Konzeindra und dem Verkalkungsgrad der
Préaparate besteht tendenziell eine positive Kotiefa
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Die Verbindung zwischen der Fetuin-A- und der cFZ3Serumkonzentration ist
signifikant, wenn sie mit der Korrelation nach Spean berechnet wird. Sie ist es nicht,
wenn der MWU-Test zum Vergleich der beiden cFGR=2G@ppen bezuglich ihrer Fetuin-A-
Konzentration herangezogen wird.

4.4  Histomorphologische Charakterisierung der Gef@wand

In allen Operationspraparaten, die mittels der MasSoldner-Methode gefarbt wurden,
fanden sich im Umbau befindliche Areale. Allerdingsiierte das Ausmalf dieser Verédnde-
rungen recht stark. Lediglich in 6 Préaparaten warAhfarbung von glatten Muskelzellen
dominant, ein histologisch vollstandig nativer Wanfthau war allerdings in keinem der Ge-
falRe zu finden.

Die Uberwiegend griine Anfarbung bestétigt den gqusggen bindegewebigen Umbau der
zumeist verdickten Gefallwande. Die glatten Musitkdm, welche in nativen Gefalen den
Hauptbestandteil der Media darstellen, waren tedev@6llig durch zellarmes Bindegewebe
ersetzt.

Abb. 12 zeigt den Verlauf der bindegewebigen Veranderungam gesunden zum stark um-
gebauten Gefal3.

Die Farbung nach von Kossa konnte in allen Praparéi=80) verkalkte Areale der unter-
schiedlichsten Auspragung nachweisen. Lediglichepardige, fein verstreute Verkalkungen
fanden sich in 5 Praparaten (vK1). In 16 Praparhteleten mehrere solcher Herde grof3ere
Ansammlungen (vK2). Die Mehrzahl der Praparate ()=zkigte mindestens eine Verkal-
kungslasion, bei der die Schichten der GefaRwamséiaandergedrangt waren (vK3). In 19
der nach von Kossa gefarbten Préparate fandenrassive Verkalkungen und Destruktio-
nen (vK4). Hier war eine Zuordnung der Gefal3scleicliiaum noch mdglich.

Die vereinfachende Zusammenfassung geringgradiplkter Praparate (vK1 und vK2) zu
vK+ einerseits und deutlich bis stark verkalkter Préiga(vK3 und vK4) zwwK++ anderer-
seits ergab ein Verhaltnis von 21 (vK+) zu 59 (VK++
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Abb. 12: Morphologie der GefalRwand nach Masson-Guad Trichromfarbung.

Die typische Morphologie fir eine native GefaBwanudt regular angeordneten
GefalRmuskelzellen und diskreter ECM (A), eine Gedild mit geordneter Media und
bereits verdickter Intima (B), ein Abschnitt mindér Media und zellarmer bindegewebiger
Intima (C) und eine fast zellfreie Gefallwand, bai €ine Unterscheidung zwischen Intima
und Media nicht mehr maoglich ist (D), sind zu sel{gergroRerung: A-D: 100x)
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4.5 Immunhistochemische Charakterisierung der GefalRwand
4.5.1 Nachweis von Markern der Osteo- und Chondgenese

Zum Nachweis der Chondrogenese wurden Antikérpegeigeden Transkriptionsfaktor
SOX-9 und das fiir Chondrozyten spezifische Kollaggm I verwendet.

Die zur Positivkontrolle herangezogenen GewebetéRatichea und humanes Chondrosar-
kom) zeigten eine eindeutige intrazellulare Anfémpaler Chondrozyten fur SOX-9. Auch bei
der Kollagen II-Farbung waren interzellulare/exéladére Signale in den Knorpelspangen
der Rattentrachea (nicht gezeigt) und im Chondkasarzu finden Tab. 7 und Abb. 13
Cathepsin-K und TRAP dienten der ldentifizierungn vOsteoklasten bzw. Osteoklasten-
artigen, multinuklearen Zellen, wie sie typischeisgemit diesem Antikorper (Cathepsin-K)
bzw. mit dieser Farbung (TRAP) im Knochen angefawbtden konnen (ossare Positivkont-
rollen). Keines der sechs Praparate, in denen @sitidK nur extrazellular oder gar nicht zu
detektieren war, zeigte TRAP-positive Zellehia. 7 und Abb. 34

Tab. 7: Ergebnisse der Farbungen fur Chondrogenesed Osteoklastenmarker in Relati-
on zur Verkalkungsintensitat

Praparate- Verkalkungsgrad

Anfarbung anzahl  gering (vK+) intensiv (vK++)
SOX-9

positiv 66 15 51

negati\ 14 6 8

intrazellula 63 14 49

intra- und extrazellul¢ 3 1 2
Kollagen I

positiv 79 21 58

negati\ 1 1 0

extrazellula 39 11 28

intra- und extrazellul¢ 40 1C 30
Cathepsir-K

positiv 79 20 59

negati 1 1 0

extrazellula 5 0 5

intra- und extrazellul¢ 74 20 54
TRAP

positiv 35 7 28

negativ 45 14 31
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Abb. 13: Nachweis von SOX-9 (A,B) und Kollagen IT (D) als Chondrogenesemarker.

Fur die Positivkontrolle der beiden Marker wurden e&€hondrosarkom verwendet, in dem
SOX-9 strikt intrazellular zu sehen ist, wahrenthdlollagen Il intensiv in der ECM wieder-
findet (A,C). In der Schulterregion einer ather@sktischen Intimaléasion finden sich SOX-9
positive Zellen (B) und weit verteilte KollagenSlignale (D). Einige Zellhdfe sind von der
Kollagen-Anfarbung regelrecht ausgespart (D). (\féffgrung: A-D: 200x)

Abb. 14: Nachweis von Cathepsin-K (A,B) und TRAP,[J als Osteoklastenmarker

Als Positivgewebe wurden Schafs- und Rattenknocbewmendet, in denen sich die Osteok-
lasten als rot angefarbte und teilweise multinukéeZellen zeigen, die um Osteoid positio-
niert sind (A,C). Mehrkernige Zellen mit Cathepkin{B) und TRAP-Anfarbung (D) sind
auch in einem multimorphen atherosklerotischen &agn gleichem Orte zu finden. Cathep-
sin-K ist zudem extrazellular zu sehen (B). (Veldgriing: E-H: 400x)
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4.5.2 Expression von Fetuin-A in Relation zu glatte GefalBmuskelzellen und Zonen
chondrogener Transformation

Im Knochen (Positivgewebe) farbten sich Osteozyted Lamellen fiir Fetuin-A an. Auch
die Hepatozyten als physiologischer SyntheseortFédsin-A zeigten eine deutliche Anfar-
bung (nicht gezeigt). In allen atherosklerotisckEafallwanden konnte Fetuin-A nachgewie-
sen werden. Ausschlie3lich extrazellulare Anfarméanden sich in 26 Préaparaten, in den
Ubrigen Préaparaten kamen intrazellulare Fetuin-gn8le hinzu(Abb. 15).Hierbei war Fe-
tuin-A auch in Gefallwandanteilen ohne von KossaaAnfng zu sehen.

Abb. 15: Immunhistochemischer Nachweis von Fetuin-A

In der ossaren Positivkontrolle farben sich eini@steoblasten und Knochenlamellen in
Form von Jahresringen an (A). Die Negativkontrakggt keinerlei Anfarbung (B). Im gezeig-
ten atherosklerotischen Ausschnitt finden sichaintund extrazellulare Fetuin-A-Signale
(C,D). Wahrend die Zelldichte vom linken zum rectBddrand abnimmt, verstarkt sich die
Auspragung der extrazellularen Fetuin-A-Signale. (&)

(VergroRRerung: A,B,C: 200x; D: 630x)

Gemald der unterschiedlichen Expression von Fetu{m#a- und extrazellulare bzw. aus-
schlie3lich extrazellulare Signale) erfolgte einet&lung der Patienten in zwei Gruppen.

Die Serumkonzentration von HDL und Harnstoff zwischdiesen beiden Gruppen unter-
schied sich signifikanfAbb. 16) Des weiteren waren Patienten, in deren PrapaFsann-A
extra-und intrazellular nachweisbar war, tberwiegBluthochdruckpatienten (p < 0.05).
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Abb. 16: Die Fetuin-A-Expression in der Immunhistbemie in Abhangigkeit von der

Harnstoffkonzentration (A) bzw. der HDL-Konzentratn (B) im Blut.

Die Farbungen wurden danach klassifiziert, ob Fetdinur extrazellular oder sowohl extra-
als auch intrazellular nachzuweisen war. Die Beuareh bleibt auch ohne den mit *-
markierten Wert signifikant (A).

In der Mehrzahl der Praparate waren Fetuin-A- uRtA$ositive Areale raumlich getrennt.
Fetuin-A fand sich dabei vor allem in stark umgdabawVandanteilen, trat jedoch auch in
Arealen mit tberwiegend SMA-positiver Anfarbung WBBMCs auf. So waren selbst in fast
nativen GefalBwandanteilen ohne Verkalkungen odeidahsammlungen Fetuin-A positive
Areale zu sehenApb. 17 A-Q. Die Doppelfarbung mit Antikérpern gegen Kollagiérund
Fetuin-A zeigte eine klare Colokalisation der Aetig, bei der die Signale der AP- und der
DAB-Farbungen kaum voneinander zu unterscheideemwddiese Form fand sich vor allem
bei beginnenden atherosklerotischen Lasionen imaesfiularen Raum. Demgegeniber
Uberwog die AP-Farbung (Fetuin-A) in den weitertdeschrittenen und zum Teil thrombo-
sierten Lasioner(Abb. 17 D-E)
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Abb. 17: Immunhistochemische Doppelfarbungen vontkm-A und smooth muscle cell
actin (SMA) (links) bzw. Fetuin-A und Kollagen Ty (rechts).

Feine braunliche Areale (Fetuin-A) sind bereitsragularer GefalRwand (rot angefarbte
VSMCs) (A) zu sehen. Ein zusétzlich flankierenddsif-A-Signal in SMA freier Intima ist
in (B) erkennbar. In der VSMC-armen Region mit begnden Wanddefekten Uberwiegt die
Fetuin-A-Anfarbung (C):%°

Kollagen Typ Il und Fetuin-A zeigen sich an gleroh®rt und die Farbesubstrate Uberla-
gern sich zu einem braunrétlichen Signal (D, Epr@ré3erung: A-D: 100x, E: 200x)
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4.5.3 Expression von FGF-23 in Relation zu glatte@efalRmuskelzellen und dem
FGF-23-Corezeptor Klotho

In 69 von 80 Préaparaten lie sich FGF-23 immunbistmisch nachweisen. In vier
Praparaten fanden sich leichte extrazellulare $gnabgesehen davon war FGF-23
ausschlief3lich intrazellular prasent. Vor allenden Schulterregionen der die GefaRwande
auftreibenden Plaques und in stark umgebauten @Gafédabschnitten fanden sich Zellen
mit positiver Anfarbung. Die Farbesignale imporeertteilweise als vesikulare Strukturen
(Abb. 1§.

Abb. 18: Immunhistochemischer Nachweis von FGF-23

Als Positivgewebe wurde humaner Knochen verwemst. sind angefarbte Osteozyten zu
sehen (A). Die Negativkontrolle ist unauffallig (B atherosklerotischen Préparat sind
FGF-23 positive Zellen zu sehen (C,D). (Vergro3gruB,D: 400x;C: 200x)

Vergleicht man die Laborwerte und Krankengeschithta&vischen Patienten mit IHC-
positiven und IHC-negativen Préparaten, so kommh ma den inAbb. 19dargestellten,
statistisch signifikanten Beziehungen.
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Abb. 19: Die FGF-23 Expression in der Immunhistochige in Abh&ngigkeit von dem
Patientenalter bei Operation (A), der Zigarettenbstung (py) (B) und der HDL-
Konzentration im Blut (C).

Bei der simultanen Anfarbung von SMA und FGF-23g&isich eine klare raumliche

Trennung der VSMCs und der FGF-23 positiven Zell@e Zellnester mit intrazellularen

FGF-23-Signalen lagen weit ab von SMA-positiven &bstten. Farbelberlagerungen wie
bei den immunhistochemischen Doppelfarbungen vouif& lagen nicht vorAbb. 20.
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Abb. 20: Immunhistochemische Doppelféung von
FGF-23 und smooth muscle cell actin (SMA)

Die bereits verbreiterte Intima am oberen Bildr
geht in eine atherosklerotische Lasion uber (A).F-
23 exprimierende Zellen bilden ein Nest in der $chu
terregion der Plaque (C) fernab der SMA positivetZ
len (B). 1% (VergroRerung: A: 25x; B,C: 200)

In zehn FGF-23 positiven Préaparaten wurde die ESgime des FGF-23 - FGFR Cofaktors
Klotho immunhistochemisch untersucht. Im Nierengesyenvelches als Positivkontrolle fur
die immunhistochemische Féarbung von Klotho verwéndede, zeigten sich einzelne Tu-
buli deutlich positi(Abb.21) Die detektierten Strukturen verteilten sich fgranulér in den
Epithelzellen. Nierenglomeruli wiesen keine pogitivAreale auf.

Abb. 21: Immunhistochemischer Nachweis von Klothohumaner Niere.
Einzelne Tubuli sind angefarbt, wahrend der Gloresjrechts oben) ausgespart bleibt (A).
Die Negativkontrolle ist unauffallig (B). (Vergrafd@g: 200x)
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In den Gefal3en farbten sich exakt die Zellen fiotkd an, die auch positiv fur FGF-23 war-
en(Abb. 22) Dies war in allen zehn ausgewahlten Praparaterale

Abb. 22: Immunhistochemischer Nachweis von KlothadiFGF-23.

Jeweils korrespondierende Areale (serielle Schnitteatherosklerotischen Lasionen zeigen
simultane Farbemuster fir Klotho (A,C) und FGF-B3). (VergroRerung: 200x)

4.6  Elektronenmikroskopische Untersuchungen an gander und
atherosklerotischer Gefal3wand

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen einer matj\gesunden Gefallwand sindhiob.

23 dargestellt. Die glatten Gefalimuskelzellen waremcld dinne interzellulare ECM-

Strange getrennt. Der Zellverbund war kompakt. Abretgang von Media zur Adventitia

zeigte sich eine intakte Membrana elastica extddes. weiteren fand sich in einer Zelllich-
tung vermehrt ECM mit den abgebildeten Struktubgsbei kbnnte es sich um mehrere Mat-
rixvesikel handeln. Eines der Vesikel hat womdgkshen Kristall geladen. Die ovalen bis

kreisrunden Aufhellungen in den Bildern sind Arte¢&a hervorgerufen durch die Probenfi-
xierung und den Elektronenstrahl.
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Abb. 23: Elektronenmikroskopische Aufnahmen einerakroskopisch unveranderten
GefalRwand

Es ist eine regelrechte Anordnung der spindelféemiyy SMCs, die durch dinne ECM ge-
trennt sind, zu sehen (A-C). Bei den in (D) fotéigréen Strukturen kdénnte es sich um Mat-
rixvesikel (MV) handeln, darunter eines mit intrakelarem kristalloiden Korper (Pfeil).
Die Membrana elastica externa ist gut erhalten wod der restlichen Gefaldwand zu unter-
scheiden (E,F). (VergroRRerung: A: 800x; B: 1.986x: 4.000x; D: 20.000x; E: 400)
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4.7  Immunogoldfarbungen von Fetuin-A, smooth muscleell actin (SMA) und
FGF-23 an einem atherosklerotischen Gefal3praparat

Bei den Aufnahmen eines atherosklerotisch veraadedefallwandanteiles zeigte sich, dass
in dem ausgewahlten Abschnitt des OP-Préaparateddighologie durch ECM bestimmt
und Zellen nur sehr schwer zu finden waren.

Bei der Fetuin-A-Farbung fanden sich Ansammlungem @oldpartikeln im Préparat. Diese
waren an fibrillenartigen Strukturen zu erkennemrazellulare Goldpartikel waren nicht zu
finden. In hellen Praparatearealen ohne struktumged Fibrillen konnten kaum Goldpartikel
gesehen werdefAbb. 24) Die Bilder zeigten sich in Ubereinstimmung mindéollagen Il -
Fetuin-A-Doppelfarbungen (Kap. 4.5.2).

Abb.24: Immunogoldfarbung fur Fetuir-A

Die Goldpartikel zeigen sich an fibrillaren Sk-
turen. Eine @deutige zellulare Zuordnung
nicht maglich (A,B,C).

(VergroRRerung: A,C,: 12.500x; B: 40.000x)
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Vor der Immunogoldfarbung von SMA war es schwiemgdem kleinen Gewebesttick erhal-
tene Zellen zu finden, um es mit den Verhéaltnisgsemativen Gefald vergleichen zu kénnen
(Kap. 4.6). Nach Farbung und Kontrastierung deglsGkonnte man jedoch selektive An-
sammlungen der Partikel erkennen und somit zeu&irukturen besser identifizieren. Die
Immunogoldpartikel sammelten sich unter Ausspardeg Zellkerne im Zytoplasma an
(Abb. 25A, B).

Die Immunogoldfarbung von FGF-23 zeigte kein einms Bild. Die Aufnahmen repréasen-
tieren eine zur Fetuin-A-Farbung &hnliche Ansammluon Goldpartikeln. So lagerten sich
die mit Goldpartikeln beladenen Antikdrper tendetizauch an Fibrillen an. Allerdings war-
en auch im restlichen Gewebe zahlreiche Goldparzikesehen. Die Ergebnisse der Elektro-
nenmikroskopie fur FGF-23 ergeben kein klares Hilshe Aussage Uber die elektronenmik-
roskopische Verteilung von FGF-23 ist deshalb kaméglich. Das Fehlen von dedifferen-
zierten VSMCs in dem generell sehr zellarmen Abgtkinnte ein Grund dafir seii\i§b.
25C, D.

EMZUniRo = om — | | EMZUniRo

o b 100 nm

Abb. 25: Immunogoldfarbung von smooth muscle cetiten (SMA)und FGF-23.
SMA-Farbung: Die Zelle (A) und der schmale, wahesclch zellulare Auslaufer (B) sind
mit Goldpartikeln besetzt. (ZK-Zellkern; Vergrofdegu4.000x);FGF-23 Farbung:Die hier
abgebildeten Goldpartikel lagern sich tendenziell kollagenartigen Strukturen ab (A,B).
Generell ist die Farbung aber relativ unspezifisitttazellulare Partikelansammlungen sind
nicht eindeutig zu finden. (Vergréf3erung: C: 12.%0D: 40.000x)
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5 Diskussion

Im Rahmen der Arbeit wurden in korrespondierendesb@&n von Patienten mit Atheroskle-
rose die systemische Konzentration von Fetuin-A B@dF-23 sowie die lokale Verteilung
der beiden Proteine untersucht. Parallel dazu wuedberosklerotische Risikofaktoren aus
der Krankengeschichte erfasst.

Die Serumkonzentration von Fetuin-A ist positiv mér Albumin- sowie Phosphatkonzent-
ration, dem Gewicht (bzw. dem BMI), dem Hamatoketivund dem Calcium-Phosphat-
Produkt sowie der praoperativen CrP-Konzentratiesoaiiert. Demgegeniuber besteht eine
negative Assoziation zwischen der Fetuin-A- und al&alischen Phosphatase- sowie der
cFGF-23-Serumkonzentration.

Die Serumkonzentration von cFGF-23 korreliert [ddigmit der Raucheranamnese und der
zeitlichen Nikotinbelastung signifikant positiv.

In den Gefal3proben konnten neben bindegewebig usatmio und verkalkten Arealen und
Markern des kndchernen Umbaus auch Fetuin-A sov€-E3 und dessen Co-Rezeptor
Klotho nachgewiesen werden. Die elektronenmikrogaien Aufnahmen bestétigen und
erganzen diese Ergebnisse.

51 Risikofaktoren der Atherosklerose

Die Uberwiegende Mehrzahl der Studienpatientenemiese fur die Entwicklung einer Athe-
rosklerose bekannten Risikofaktoren arterielle Higree, Dyslipidamie und Nikotin-abusus
auf.

Einer der wichtigsten bekannten Risikofaktorendtirerosklerotisch bedingte Schlaganfélle
ist die arterielle Hypertonie. Bei 70 unserer 8fidPden konnte anamnestisch eine hypertone
Belastung erhoben werden. Hierbei fiel vor allerf)y dass viele Patienten tber die tatsachli-
che Dauer und Schwere der Erkrankung sowie diercheete antihypertensive Medikation
nicht ausreichend informiert waren. Dieser primdjsktive Eindruck wird in der Literatur
bestétigt. So wissen nur 70% der Amerikaner meraatiem Bluthochdruck von ihrer Er-
krankung, lediglich 60% der bekannten Hypertoniwerden behandelt und nur 34% auch
tatsachlich adaquat kontrollieff’. Dabei ist speziell bei Patienten, die unter eifziabetes
mellitus und/oder einer chronischen Niereninsuéiiz leiden und damit ein erhebliches Ri-
siko fur GefalRverkalkungen aufweisen, eine restekBlutdruckeinstellung (130/80 mmHg
oder niedriger), insbesondere bei zusatzlichererotie, fir die Protektion des kardiovas-
kularen Systems essentiglf 1%

Ebenso eindeutige Verbindungen gibt es zwischen démiftreten von Fett-
stoffwechselstérungen und dem Risiko eines ischémis Schlaganfalls. So nimmt durch
einen Anstieg der Gesamtcholesterol-Konzentratrarilunmol/l das Schlaganfallrisiko zwi-
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schen 6% und 25% zd'® Umgekehrt sinkt dieses Risiko bei einer HDL-Kamze
trationszunahme von 1 mmol/l um 479, Die geringe mediane HDL-Konzentration unse-
rer Patienten (Manner: M = 1,05mmol/l; Frauen: M,29 mmol/l) ist insofern ein Hinweis
auf die erhohte atherosklerotische Risikokonstellatobwohl die medianen LDL- und Trig-
lyceridkonzentrationen nur unwesentlich erhéht simdl der mediane LDL/HDL-Quotient
unserer Studienteilnehmer im empfohlenen Beremgt.liDie Umstellung ihrer Ernédhrungs-
gewohnheiten bei einer gewissen Zahl der zum Beigjahrigen Gefalipatienten und die
Medikation mit potenten LDL-senkenden Statinen T@d6 unserer Studienteilnehmer sind
denkbare Ursachen dieser Ergebnisse.

Ob und in welcher Form erhdhte Konzentrationen Mpoprotein(a), wie sie bei 30 unserer
Patienten gemessen wurden, zur Entstehung vonoatierotischen Lasionen und Throm-
ben beitragen, ist noch nicht vollstandig geki&ft Zumindest im Rahmen der koronaren
Herzerkrankung ist ein solcher Zusammenhang besmmi™® In unserer Patientengruppe
ergaben sich weder Beziehungen zwischen der Lpgag&ntration und der KHK- bzw.
pAVK-Pravalenz, noch fanden sich Unterschiede zwéscPatienten mit symptomatischer
oder asymptomatischer Stenose der A. carotis (Dattm gezeigt).

Auch der atherogene Einfluss des Rauchens ist Geayehzahlreicher Untersuchungéf
115 Das Risiko einer zerebralen Ischamie steigt nait® und Intensitét des Nikotinabusus
an. So verursacht das Rauchen ca. 12-15% alldeneBchlaganfallé'® 7 Bei uns waren
zum Zeitpunkt der Carotisoperation mit 13,3% deiblighen und 40% der mannlichen Stu-
dienteilnehmer deutlich mehr aktive Raucher zudmdals es der Vergleich mit der durch-
schnittlichen Raucherpravalenz fiir diese Alterséa&rauen: 7%, Manner: 15%% an-
nehmen lie3. Der Risikofaktor Nikotinabusus hathadeshalb einen so wichtigen Stellen-
wert, da er schlicht vermeidbar ist. Wenngleicthgedoch das Schlaganfallrisiko bei Auf-
gabe des Rauchens erheblich verringert, kann dsgaagswert eines Menschen ohne aktive
oder passive Belastung nicht wieder erreicht wetden

5.2  Histomorphologische Charakterisierung der Gef@ie

Im Mittelpunkt unserer Untersuchungen stand dietohigrphologische/immunhisto-
chemische Charakterisierung der Gefalveranderuimg&elation zu den verkalkten Area-
len. Die morphologischen Veradnderungen reichten nmmueraten Intimaverdickungen bis
hin zu thrombosierten Lasionen. Bei 5 Praparataedda sich lediglich diskrete Umbauvor-
gange der Arterienwand in Verbindung mit geringegrkalkungen (vK1 oder vK2). Hier
konnte es sich um atherosklerotische Ulcera deé&edfnd handeln, bei denen die Gefahr
der Thrombusbildung offenbar noch héher ist alssbenosierenden GefaRplaqds Eine
andere Ursache fir die nur diskret ausgepragtennglef konnte sein, dass das zur Paraffin-
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einbettung entnommene Gewebe zu weit im Gesundérvainder eigentlichen Lasion he-
rausgeschnitten wurde.

Bei den von uns als vK1 Klassifizierten Kalzifiziagen kénnte es sich um Verkalkungen
von Elastinfasern handeln (Typ Il nach Bobrysheale2005), bei denen strukturelle Veran-
derungen der Elastinfasern (z.B. Vakuolisierung) Halzifizierung vorausgehen. Diese
Typ-1l Kalzifizierungen imponieren u.a. in den Stteuregionen der Plaques. Typ | Verkal-
kungen hingegen, die in tiefen nekrotischen Anteder Plaques auftreten, zeigen im Vor-
feld der Verkalkung keine sichtbaren VeranderundemnElastinfaserf?®.

Die Uberwiegende Zahl der Praparate zeigte jeddudwrakteristika weit fortgeschrittener,
komplizierter Lasionen. In Analogie zu der Americdteart Association (AHA)-
Klassifikation fur die Einteilung atherosklerotisrhHerzkranzgefaRe gehdren die meisten
unserer Praparate den Typ Vb Lasion bzw. den fddmifkizierten Plagues an. Die fiur eine
Klassifizierung als ,vK3* und ,vK4“ von uns geforden destruktiven Kalkschollen kénnten
mit den dort genannten ,calcified nodules” vergéinhwerdert?* 122

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dasstegmfpische im Vergleich zu asympto-
matischen Stenosen weniger verkalkte Anteile unthelrt inflammatorische Makrophagen
aufweisen. So liegt die Vermutung nahe, dass salaizierungen stabilisierend auswirken
123 Vergleichbare Beziehungen zwischen symptomatiséimv. asymptomatischen Steno-
sen und ihrem Verkalkungsgrad (von Kossa Scoreemvam unserem Patientenkollektiv
nicht zu finden (Daten nicht gezeigt).

5.3  Marker der Osteo- und Chondrogenese

Es ist immer noch eine offene Frage, ob und in kexit MaRe Gefal3verkalkungen Folge
oder Ursache enchondraler (De)-Differenzierungen.sDie Expression von Matrixprotei-
nen und Kollagenen des Knochens und des Knorpeatherosklerotischen Lasionen wurde
in vielen Arbeiten beschrieben. So konnten beispieise Osteonectin, Osteopontin, Osteo-
calcin, Kollagen 1, alkalische Phosphatase, boa®giotein, Matrix-Gla-Protein und bone
morphogenetic protein (BMP) -2 und -4 in Arteriemgén nachgewiesen werdéfi 2
Hunt et al 2002 berichten sogar von lamellaren Keoformationen innerhalb intensiv ver-
kalkter Lasionen bei eher asymptomatischen Pladees.. carotis>°.

Auch in unseren Praparaten waren Marker fur de@iffeerte Zellen nachweisbar. Aller-
dings fehlten z.B. SOX-9 positive Zellen in 14 deicht verkalkten bzw. insgesamt sehr
zellarmen Praparaten. Obwohl SOX-9 ein notwendiganskriptionsfaktor fir das knorpel-
spezifische Kollagen Typ Il ist, war Kollagen Il 80X-9 negativen Praparaten vorhanden.
Hierfur sind verschiedene Erklarungen denkbar. deirdieser Préparate waren durch ECM
dominiert und sehr zellarm. Die Aussicht daraufdiesen Praparaten SOX-9 positive Zellen
anzutreffen, war demnach gering. Andererseits wdireiveranderungen in diesem Gefal3ab-
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schnitt moéglicherweise schon so weit fortgeschrijttdass chondrogene durch osteogene
Faktoren ersetzt worden waren.

Fur den Nachweis von Osteoklasten bzw. Osteoklastiggen Zellen erganzten wir die An-
farbung von Cathepsin-K mit der Farbung von TRAIRem weiteren Schllisselenzym der
Osteoklasten. Die Farbesignale von Cathepsin-K nvameumgebauten Gefal3abschnitten
sowohl intra- als auch extrazellular zu finden. @& kdnnte darauf zurickzufiihren sein,
dass Cathepsin-K auch beim Auftreten von Scheseméft atherosklerotischem GeféalRendo-
thel freigesetzt wird und sich generell am Abbam WCM sowie an lysosomaler Hetero-
und Autophagie beteiligt®. So konnte der Nachweis von Cathepsin-K nur Hiseveiuf
maogliche Osteoklasten-artige Zellen geben. DiesBnisse beider Farbungen stimmen aber
insofern Uberein, als dass die sechs Praparate intraeellulare Cathepsin-K-Signale auch
keine TRAP-Signale aufwiesen.

Die vielfach beschriebene Theorie einer enchondr&@ssifikation in den Gefalen wird
durch unsere Ergebnisse unterstitzt, da sowohl 8@} Marker der Chondrogenese und
Kollagen Typ Il als typisches Kollagen des Gelerddpels als auch Cathepsin-K und TRAP
als Marker fiir reife* Osteoklasten nachweisbar eval’>*3> Unter diesem Aspekt lassen
sich die potentiellen Funktionen von Fetuin-A ur@H-23 in der Zirkulation und in den Pla-
ques verstehen.

54 Fetuin-A

Fetuin-A hat sich in den letzten Jahren als wiahtilylediator in der Regulation des Cal-
cium- und Phosphathaushalts, des Knochenstoffwkchsel der Gefaldverkalkung heraus-
kristallisiert . Schwerpunkt bisheriger Untersuchungen waren ilemadie systemischen
Konzentrationen bei Patienten mit chronischer Nieguffizienz und Diabetes mellité
l36-138l

Bei unseren Patienten folgten die Fetuin-A-Serurzkotrationen einer statistischen Nor-
malverteilung. Mit einem Median von 0,389 g/l raergen sie leicht unterhalb des in der Li-
teratur fir diese Methode angegebenen Wertebereah®,40 - 1,00 gA°. Da Fetuin-A als
Reaktant der akuten Phase bekannt ist und negdtdemCrP-Konzentration korreliert, rela-
tivieren sich die postoperativ bestimmten und dategleichsweise niedrig erscheinenden
Werte entsprechend. Die Konzentrationen lagen iratlerdes von unserer Arbeitsgruppe be-
stimmten padiatrischen Referenzbereiches (0,46@400y/1)***.

Einige der von uns gefundenen Assoziationen zwisaer Fetuin-A-Serumkonzentration
und klinischen Parametern wie dem Patientengewizzw. dem BMI) bestéatigen die Anga-
ben in der LiteratuP* **© Schon bei tibergewichtigen Kindern mit einer Stsiat hepatis
finden sich erhéhte Konzentrationen von Fetuin-AnBben zeigten sich signifikante positi-
ve Korrelationen mit der Insulinresistenz, dem Wiffang, dem Blutdruck und dem HDL-
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Cholesterol**’. Diese Veranderungen sind alle unter dem Beggff thetabolischen Syn-
droms zu vereinen. Hennige et al 2008 zeigten, Baksn-A die Produktion von Adiponec-
tin, einem Insulin-sensibilisierenden und athertgktiven Faktor, inhibiert. Dies kdnnte ei-
ne wichtige Verbindung zwischen erhdhten Fetuin-@akentrationen und dem metaboli-
schen Syndrom sowie einem damit verbundenen enhddateliovaskularen Risiko darstellen
142

Auch die positive Korrelation zwischen Fetuin-A uAtbumin bestatigt frihere Arbeiten
51, 136, 143 Bejde Proteine binden Calcium durch ihre negatikadungen und eine hohere
Konzentration des ionisierten (freien) Calciums i@nAusdruck einer reduzierten Konzent-
ration bzw. Verfiigbarkeit der Tragerproteine séi Die positive Korrelation zwischen der
Fetuin-A-Konzentration und dem Hamatokritwert kd@ats unspezifischer Ausdruck eines
guten Allgemeinzustandes angesehen werden. Didimedéorrelation mit der alkalischen
Phosphatase kdnnte eventuell durch ossare Verarmgirunit einem vermehrten Aufkom-
men des Enzyms im Blut bei erniedrigten Fetuin-AaKentrationen hervorgerufen werden.
Interessant sind die von uns gemessenen Fetuin+fedfdrationen v.a. im Hinblick auf die
Grunderkrankungen der Patienten. Bei Patientengeniingfiigig eingeschrankter Nieren-
funktion (n=19) fanden sich in Ubereinstimmung miiher friiheren Studie noch normale
Werte®’. Patienten mit einem Diabetes mellitus zeigtemi¢eaziell hohere Fetuin-A Werte
(keine Signifikanz). Diesbeziigliche Berichte in déteratur sind eher widerspriichlicf*
146

Eine Verbindung zwischen den Fetuin-A-Konzentragiomnd dem Gefal3status bei unseren
Patienten herzustellen, ist schwierig. Es gibt thtehungen, die positive Assoziationen
zwischen der Fetuin-A-Serumkonzentration und deifigkeit **” bzw. der Intima-Media-
Dicke von Arterien zeigerd®®. Andererseits kann Fetuin-A méglicherweise auchvivio
TNF-o inhibieren. TNFe ist ein pro-inflammatorisches Zytokin und kénnte Bedifferen-
zierung von VSMCs zu Osteoblasten ford&fh*>t Mit der Inhibition von TNFe verringert
sich gleichsam auch das Risiko fur bzw. das Auskhaf3Endotheldysfunktion und aller
nachfolgenden Umbauprozesse. Die tendenziell medrFetuin-A-Konzentrationen unserer
Patienten weisen in diesem Szenario auf eine uithamede Inhibition von TNFe hin, unter
anderem auch deshalb, weil stark veranderte Géf@deation zur Operation waren.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass zirkulieread-etuin-A vor ektopen Verkalkungen der
Weichteile und somit auch der Gefal3e schitzt, indemaur Formation und Stabilisierung
der CPP in der Zirkulation beitragt. Hierbei stedidrt Fetuin-A die Calcium-Phosphat-
Partikel erst ab einer bestimmten Gr63e und vednirgb die weitere Prazipitation von Mik-
rokristallen tiberall dort, wo keine Mineralisatistattfinden solf* ** Setzt man niedrige Fe-
tuin-A-Konzentrationen mit einer verringerten Puffgpazitat gleich, waren demnach ver-
mehrt Calcium-Phosphat-Kristalle im Umlauf, die ehAufpasser* aggregieren kénntéh
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Bei der Auswertung der Immunhistochemie fur Fetineigten sich in jedem Praparat posi-
tive intra- und/oder extrazellulare Signale. In deniellen Praparateschnitten kdnnte die im
Vergleich zur histologischen Methode héhere Serititi der Immunhistochemie fur das
Auftreten positiver Fetuin-A-Farbesignale an Logationen, die sich in der von Kossa-
Farbung nicht als verkalkt dargestellt hatten, navartlich sein. Praparate, in denen sowohl
extra- als auch intrazellulare Anfarbungen von Fefuzu sehen waren, stellen weiter fort-
geschrittene Lasionen dar als Praparate mit singguknfarbung der ECM. Fetuin-A positi-
ve Zellen waren weitestgehend negativ fur SMA, dderker fur native, glatte GefaRmus-
kelzellen.

Passend dazu fanden sich Assoziationen zwischerAdéneten kombinierter extra- und in-
trazellularer Fetuin-A-Anfarbung und den niedrigéDL-Konzentrationen sowie der erhdh-
ten Hypertoniepravalenz in dieser Gruppe. Niedktigl-Werte und Hypertonie als Aus-
druck eines erhdhten kardiovaskularen Risikos demdnach moglicherweise mit der fortge-
schrittenen Expression von Fetuin-A verbunden. Desammenhang zwischen dem Auftre-
ten lokaler Fetuin-A-Signale und hoheren Harnstmitentrationen kdnnte ahnlich diskutiert
werden. Die Korrelation ist allerdings sehr schwaaokgepragt. Des weiteren war keine sig-
nifikante Assoziation zwischen der Lokalisation dratuin-A-Farbungen und einer einge-
schréankten Nierenfunktion oder den Kreatininwerarverzeichnen.

Die licht- und elektronenmikroskopisch gezeigte garenz von Fetuin-A und Kollagen Il
passt zur der Theorie der ,mineralization by intuibiexclusion“*’. Fetuin-A fungiert als
»rursteher” vor den Kollagenfibrillen, um einen gdoeten Aufbau des Proteingertsts zu
gewahrleisten, in das dann von Fetuin-A freigesefgiatitkristalle in passender GroR3e ein-
dringen kénnert” % 3 Djese Mechanismen wurden gréRtenteils aufgrund imevitro-
Untersuchungen an entkalkten Knochen und syntinetis&ollagen I-Netzwerken hergelei-
tet. Analoge Mechanismen in sich Uber Jahre eneilmclen atherosklerotischen Plaques mit
ossaren Strukturen sind durchaus wahrscheinliclilideem Szenario wirde Fetuin-A zum
Ausbau der Verkalkungen beitragen. Dedifferenzi@tfalRwandzellen nehmen Fetuin-A
und/oder an Fetuin-A gekoppelte Hydroxyapatitktistauf oder beginnen gar mit einer zell-
eigenen Synthese von Fetuin-A. Diese konnte eBwhutzmechanismus darstellen, etwa,
um die Phagozytose von CPP zu erleichtern.

Mit denen der vorliegenden Arbeit vergleichbare dbrgsse beziglich der Verteilung von
Fetuin-A in der GefaRwand finden sich bei Reynatal 2005. Da Fetuin-A die Mineralisa-
tion von VSMCs und Matrixvesikeln konzentrationsaigig hemmt, wurden Fetuin-A anti-
atherogene Eigenschaften zugesprochen. Hierbei sindie Autoren, drei Vorgange haupt-
verantwortlich: 1.) ,Death signalling pathways" wen inhibiert, um die Apoptoserate der
VSMCs zu verringern. 2.) In intrazellularen MVs didie Calcium-Phosphat Komplexbil-
dung verhindert und 3.) Die Phagozytose von Apa@koperchen wird gesteigert.
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In verkalkten Arterien von CNI-Patienten fanden Mael 2005 u.a. auch Fetuin-A positive
Areale, die ahnlich wie oben dargelegt interprétiarrden: Zum einen kdonnte Fetuin-A Cal-
ciumphosphat im Serum binden und sich als CPP m @efallen ablagern, wo sie von
VSMCs aufgenommen werden. Zum anderen konnten biag&rung von CPP und der da-
mit verbundene lokale Schaden durch ein unzuretdemetikuloendotheliales System be-
dingt sein. Des weiteren kdnnten auch durch patiethe Knochenumbauten vermehrt CPP
freigesetzt werden, die sich dann in den GefaR3edeaviinden. Als letzte Méglichkeit postu-
lieren die Autoren, dass bereits in der GefalRwasfthtliches Mineral durch Fetuin-A auf-
gespurt und als CPP ,verpackt“ wird, um so die Pagtpse zu erleichterft. Ebenso denk-
bar ist jedoch, dass freies Fetuin-A oder CPP radiothelschaden, Entztindung und Um-
bau, wie andere Serumproteine auch, in die Atherdnmgt und sich dort an Kollagenfibril-
len anlagert. Dort wirde es Material fur patholobes Verkalkungen liefern. Festzuhalten ist,
dass Fetuin-A v.a. bei der Initiierung von Verkallgen eine wichtige Funktion einnehmen
dirfte.

Insgesamt betrachtet ergibt sich ein zweiseitigdd B1 der Bewertung der Fetuin-A-
Serumkonzentration. Hohe Werte kdnnten eine ze#uldsulinresistenz induzieren, welche
den Organismus vermehrt in Richtung Endotheldygfonkund metabolisches Syndrom
steuern l&sst. Andererseits hemmt Fetuin-A Td\lird andere fur den Matrixumbau relevan-
te Wachstumsfaktoren. Zu niedrige Konzentratioharmgegen kdnnen dazu fuhren, dass
Kontrollmechanismen der Kalzifizierung nicht meluseeichend zur Verfiigung stehen und
Calciumphosphatkristalle in der Gefallwand vermetwtphologische Veranderungen her-
vorrufen.

Bis ausreichende Evidenz fur den Einsatz von Fetuals Biomarker des kardiovaskuléaren
Risikos erreicht ist, bedarf es sicherlich noch rasdr Studien, die etwaige Folgen erhdhter
oder erniedrigter Fetuin-A Spiegel beleuchten.

Weiterhin ist zu beachten, dass Fetuin-A nur eiktdfavon vielen ist. Andere potente Ver-
kalkungsinhibitoren, wie z.B. Matrix-Gla-Protein diffyrophosphat sowie Aktivatoren der
Verkalkung, wie Osteoprotegerin, receptor activatoclear factokB oder der monocytes
colony stimulating factor sind an den GefaRveramagen ebenso beteiligt 1°°*°8

5.5 FGF-23

FUr die quantitative Bestimmung von FGF-23 im Bitanden zwei ELISAs zur Auswabhl.
Wahrend einer dieser Assays nur das intakte Pr@te@F-23) erkennt, werden mit dem an-
deren das C-terminale Fragment (cFGF-23) und daktenProtein erfasst. Da die Resultate
beider Bestimmungen recht gut korrelieren, der cl2Z@fAssay jedoch stabiler ist und besser
reproduzierbare Ergebnisse liefert, wurde dieseverdet™°.
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In 30 unserer Proben war die cFGF-23-Konzentratioterhalb der Nachweisgrenze. Die
mediane Konzentration in der Patientengruppe misib@en Werten ist vergleichbar mit
Ergebnissen nierengesunder Patienten aus andergier8£°*° Erwartungsgeman liegt sie
weit unterhalb der Konzentrationen, die bei CNIliétgen auftreten kénneli®. Bei diesen
Patienten kommt FGF-23 wahrscheinlich die entsa@meld Rolle als Phosphatonin zu, da es
a) dierenale Phosphatreabsorption durch die Typ Il NatrRhosphat-Cotransporter (NaPi2)
hemmt, b) die renale Expression derHydroxylase hemmt und dadurch die Produktion von
aktivem 1,25-dihydroxy-Vitamin Pvermindert und c) die PTH-Produktion inhibiert uohat
durch die Osteoklasten-vermittelte Freisetzung Rbosphat aus dem Knochen supprimiert
> Bis jetzt wurde die systemische Konzentration #&+-23 v.a. bei Patienten mit Nieren-
insuffizienz mit oder ohne Diabetes mellitus undjyelmorener oder erworbener Hypophos-
phatamie bestimmt und diskutiéft ° %41 Bej niereninsuffizienten Patienten korreliert
FGF-23 positiv mit Calcium und Phosphat. Dabei kdnes) bereits vor Entwicklung einer
Hyperphosphatéamie zu einem Anstieg der FGF-23 Kainzigon. Insofern konnte ein erhdh-
tes FGF-23 bereits auf einen gestérten Phosphiatsidisel hinweisen. Abhangig vom
Ausmal} der Nierenfunktionseinschrankung sind Kotragonsanstiege von FGF-23 im Blut
ab einer GFR< 60 ml/min® oder 30-80 ml/mirt®” bzw. bei Stadium IV einer chronischen
Nierenerkrankund® dokumentiert.

In unserem Patientenkollektiv wurde lediglich zwien der Raucheranamnese und der
cFGF-23-Serumkonzentration eine signifikante Asstiamn beobachtet. Eine durch den Ein-
fluss des Rauchens direkt oder indirekt gesteigBrteduktion und/oder Freisetzung von
FGF-23 konnte die Grundlage dessen sein. Es liegenu bislang keine Studien vor.

Eine sehr aktuelle Arbeit zeigt eine diskrete pesitKorrelation zwischen der cFGF-23-
Konzentration und der Préavalenz linksventrikul&@tgpertrophie bzw. dem linksventrikul&-
rem Masseindex bei Patienten mit CRA

Die von uns beschriebene diskrete Verbindung vadoifréd und FGF-23 wurde in einer an-
deren Studie, die der Frage nach Assoziationereb@ubteinkonzentrationen und deren Ein-
fluss auf koronare Verkalkungen nachging, nichtdeigefunden’®. Auch wenn die hier
vorliegende und andere Studien zum Teil zu widédgdichen Ergebnissen hinsichtlich der
Bedeutung von FGF-23 als kardiovaskularem Risikofakommen, so scheint doch die Be-
teiligung von FGF-23 an Verkalkungsprozessen utigtrBei FGE™) Mausen kommt es zu
Verkalkungen in Gefal3en und inneren Organen undPbhgenten mit tumordser Kalzinose
ist der mutationsbedingte Verlust der FGF-23-Akét/iursachlich. Diese Befunde deuten
darauf hin, dass FGF-23 ebenfalls zur Klasse dekalleungsinhibitoren gezahlt werden
sollte. In diesem Sinne lassen sich die hohen Karagonen bei CNI-Patienten als reaktiver
Schutzmechanismus interpretieréh Eine unabhangige negative Assoziation zwischen de
FGF-23-Konzentration und dem Bestehen einer Metliesée an Handarterien bei Hamo-
dialysepatienten ist beschrieben worden. In diSsedie wird bereits auf eine FGF-23- Pro-
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duktion transdifferenzierter VSMCs und auf einetpktive Wirkung beziglich der Entwick-
lung einer Mediasklerose spekuliert: “This raiske possibility of a protective effect of
FGF-23 against the development of medial calcificaof the hand artery:®*

Eine molekulare Erklarung fur diese Phanomene l&n¢ Verbindung von FGF-23 und
Egr-1 (early growth response-1) sein. Egr-1 ist®ahlisselmolekil, welches mehr als 300
Gene im Rahmen der Atherogenese regufiert® 2 An Mausen konnte gezeigt werden,
dass eine intravendse Gabe von FGF-23 zu einemegraér Egr-1-Expression in der Niere
fiihrt *”.

Weiterhin stellt sich die Frage, ob FGF-23 nichtlauie ubiquitér verteilten Natrium-
Phosphat-Cotransporter vom Typ 1l in einer nocthhibekannten Weise reguliert. Deren
Aktivierung konnte beispielsweise den supraphysgisichen Phosphatkonzentrationen in
GefalRmuskelzellen der Atheroskleroseplaques enmgeden.

Bei der Interpretation unserer und anderer Studiess bericksichtigt werden, dass die Be-
stimmung von FGF-23 nicht einheitlich erfolgt unet @usammenhang zwischen Konzentra-
tion und biologischer Aktivitat nicht immer klartisObwohl nur das intakte Molekll von
FGF-23 biologisch aktiv sein sollte, scheinen abchigmente des Proteins eine phosphatur-
ische Wirkung zu habeff. So bleibt offen, ob die von uns gemessenen Kdretémen
wirklich etwas Uber die biologische Aktivitat augea. Fragen zur biologisch relevanten Deg-
radation von FGF-23 und zur Aktivitdt der verscleieen Fragmente des FGF-23 Molekiils
sind noch nicht geklart. Bereits bestehende Ergskrsollten gegebenenfalls in einigen Jah-
ren erneut interpretiert werd&h "

Ein immunhistochemischer Nachweis von FGF-23 gelasisgetzt im Weichteiltumor eines
TIO-Patienten'’® und bei Schafen im Rahmen der Knochenheilung resqterimentellen
Frakturen*®. Wir konnten FGF-23 in der Mehrzahl der GefaRpraganachweisen: zum ei-
nen haufig in den Schulterregionen der die Gefa@vearitreibenden Plaques, zum anderen in
stark umgebauten Wandabschnitten, bei welchen &48G/typische Antigen SMA als Zei-
chen nativer Gefalimuskelzellen nicht mehr nachweiglar. Diese Farbesignale deuten auf
eine lokale Synthese des Proteins hin.

Ob das Auftreten von Verkalkungen und FGF-23 pasitiZellen in einem unmittelbaren
Zusammenhang steht, ist anhand der vorliegendegbRigse nicht zu beantworten: Es zeig-
ten sich keine eindeutigen Ansammlungen FGF-23tigesiZellen in der Umgebung der
Mineralisierungsbezirke. Gleichsam konnten die RX3Fpositiven Zellen, speziell in den
Schulterregionen der Plaques, Zeichen eines Sclegtrmmismus sein, der das Fortschreiten
dortiger Mineralisierungsprozesse verhindern d6BF-23 scheint so an der weiteren Ent-
wicklung der atherosklerotischen Plaques beteligsein.

Zum anderen passt die Expression von FGF-23 inr@then prima vista auch in das Kon-
zept der ektopen enchondralen Ossifikation von riete da osteogene Zellen ohnehin die
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physiologischen Produzenten sind. Insofern konatesynthetisierte FGF-23 eines unter vie-
len osteogenen Proteinen sein, die nach Differemzgeder VSMCs von der kontraktilen zur
sezernierenden Zelle produziert werden. Anderersg@itnte es sich auch, wie erwahnt, um
die gezielte Produktion eines potenten Modulat@ns\terkalkung wahrend des Fortschrei-
tens der Atherosklerose handeln. So ist beschrjedmss eine Uberexpression von FGF-23
die Differenzierung in der Osteoblastenentwicklumygl die Mineralisation der Matrix in-
vitro hemmt*”>.

Ahnlich wie beim Fetuin-A bleibt aber zu klaren, BBF-23 wirklich von den veranderten
GefalRzellen selbst produziert wird oder ob es am dystemischen Kreislauf in die teils
vorgeschadigten Gefallwande und deren Zellen egtdorw. aktiv aufgenommen wird. Es
konnte letzterenfalls zu einer entsprechenden &teng der physiologischen Synthese in
bzw. Freisetzung von FGF-23 aus den Knochenzetiemiken.

Daruber hinaus besteht zwischen dem Nachweis varZ3an der Gefal3wand und dem Pa-
tientenalter zum Zeitpunkt der Operation, der HDarentration und der Raucheranamnese
eine signifikante Assoziation. Die Assoziation zhien FGF-23 und der HDL-
Konzentration im Blut ist wohl in gleicher Weiseenmilie zwischen Fetuin-A und HDL zu
sehen. Wenn das Auftreten FGF-23 positiver ZelienZeichen weit fortgeschrittener Pla-
ques ist, kbnnten die hoheren HDL-Werte bei Patemhit FGF-23 negativen Préparaten
Ausdruck einer HDL-assoziierten Vaskuloprotekti@mns Wahrend die Tatsache, dass FGF-
23 negative Préparate eher bei alteren Patientdre(bs Alter als atherosklerotischer Risiko-
faktor) zu finden waren, sich nicht schliissig ias#i Theorie einfigen lasst, passt das Ergeb-
nis der Berechnung fur die Zigarettenbelastung (hmaek years) sehr wohl. Eine hohe An-
zahl an pack years ist signifikant mit dem AuftreteGF-23 positiver Praparate assoziiert.
Die bereits beschriebene positive Korrelation zinescder FGF-23-Serumkonzentration und
der Raucheranamnese kdonnte demnach mit der lokalethese des Proteins im geschadig-
ten Gefal3system mit seinen transdifferenziertete@ddegrindet sein.

Wahrend die Expression von FGFR-1 als Bestandésleterodimeren FGF-23-Rezeptors
in der GefaBwand bereits bekannt'i€ konnten wir in unseren Praparaten auch Klotho in
den zu FGF-23 korrespondierenden Arealen nachwei3amit sind alle fur die Wirkung
von FGF-23 essentiellen Komponenten in den Gef@it&sent. Die oben aufgeworfene Fra-
ge nach der Wirkung auf die ubiquitér verteiltentriNen-Phosphat-Cotransporter vom Typ
[Il oder andere Transporter in der Gefallwand erstdemnach umso bedeutsamer.

Eine phosphatreduzierte Diat kann den Alterunggsezind die exzessive GefalRverkalkung
bei FGF-23 oder/und Klotho defizitaren Mausen aliima Phosphat ist bei Knochener-
krankungen, bei der Gefaldverkalkung und der checbieis Niereninsuffizienz von grol3er
Bedeutung und das anorganische Phosphat hat Auswiek auf den Glucose/Insulinstoff-
wechsel und verursacht oxidativen Stress. Die F&Kiatho vermittelte Aufrechterhaltung
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einer Phosphathomoostase ist somit ein Grundpfaile¥ermeidung friihzeitiger Alterungs-
erscheinungen.

Klotho, welches immunhistochemisch bis jetzt bailgweise in Nebenschilddriisengewebe
nachgewiesen werden konnte, kommt noch eine andaseGGefa3system betreffende Funk-
tion zu. Es hemmt die 48, induzierte Apoptose von GefaRendothelzellen irovit” 1"

5.6 Fetuin-A, FGF-23 und Mineralisation

Mineralisationsvorgange im Organismus brauchenngiige immer eine Regulation bzw.
aktive Inhibition®® ** zahlreiche Faktoren sind notwendig um, wie im men, ein regula-
res Kristallwachstum zu ermdglichen. Hierfur singfpssionelle Matrix-mineralisierende
Zellen und ein geeignetes Gerust obligat. Mineradkastalle in Blutgefal3en sind hinsich-
tlich Gestalt und GréR3e viel variabler und wenigeganisiert als im Knochen. Grund hierfur
konnte die geringere Kontrolle der Kristallformatisein®’®. Fetuin-A ist in diesem Szenario
fur die Bereitstellung kleiner Calciumphosphatkailet zustandig. Fetuin-A-Mangelzusténde
konnten zu ungeordneter Prazipitation fihren uné strukturierte Matrix mit fest ausgebil-
deten Kristallen verhindern.

In diesem Konzept ist Fetuin-A zeitlich vor FGF-23 Gewebe wirksam und so kdnnte es
im Gegensatz zu FGF-23 noch, wie von uns beschrjehesammen mit SMA in den Ge-
faBwandzellen zu finden sein. FGF-23 kdme im weitdfortschreiten der Verkalkung eine
regulierende Wirkung zu, indem es supraphysioldgiscPhosphatkonzentrationen in der
Arterienwand entgegenwirkte.

5.7  Kritische Betrachtung der Studie

Im Verlauf der Untersuchungen traten einige AspeleieStudie zu Tage, die bei der Ergeb-
nisinterpretation Bericksichtigung finden sollt&o entstanden aus der Querschnittsstudie
heraus mehrere Kollektive innerhalb der Patientgmge. Studienpatienten mit ,klassischer”
Atherosklerose und Patienten mit zusétzlicher @fikmktionseinschrankung und/oder Dia-
betes mellitus wurden in die Untersuchungen einpezoDa die unterschiedlichen Risiko-
faktoren, u.a. durch das fortgeschrittenene AlerRhtienten bedingt, fast nie einzeln auftra-
ten, war eine klare Separierung der verschiedeag&tofen kaum maglich.

Altersabhéngig kommt es zudem auch zur PotentiedemdRisikofaktoren in ihrer Auswir-
kung auf das Fortschreiten der Gefal3veranderur8geikonnte etwa ein langjéahrig bestehen-
der Diabetes mellitus den Progress der Atheros&éebmschleunigen und die Verkalkungen
modifizieren.

Weiterhin ist zu betonen, dass es sich bei demlbgischen, immunhistochemischen und
elektronenmikroskopischen Untersuchungen immerumireine Momentaufnahme handelt,
die zudem auf einen kleinen Querschnitt des gesaAtieriensystems beschrankt ist. Ver-
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allgemeinerungen gelten demnach auch hier untebabait. Ob sich FGF-23 z.B. auch in
Femoralarterien findet, ist nicht bekannt. Darlberaus muss bericksichtigt werden, dass
immunhistochemische Untersuchungen allenfalls seamftitativ sind. Daher haben wir be-
wusst auf Aussagen zur Intensitat von Farbesignadenichtet. Auch wenn alle Praparate
mit der gleichen Charge der Primarantikérper undhnaentischen Protokollen angefarbt
wurden, sind Unterschiede, die z.B. durch Tempesahwankungen, Luftfeuchtigkeit, Pra-
parateeinbettung oder unterschiedliche Chemikdti@rgen entstanden sind, nicht zu ver-
meiden.

Die Resultate der elektronenmikroskopischen Untdmsngen sind aufgrund der Be-
schrankung auf lediglich ein Praparat sicherlich Viarsicht zu interpretieren. Wahrend sich
die Ergebnisse fur SMA und Fetuin-A durchaus in lsk&annten Theorien einfligen lassen,
ist die Einordnung der FGF-23-Farbung schwieriger.

Trotz aller Limitationen hat die Studie gezeigtssl&etuin-A und FGF-23 auch lokal in ver-
kalkten Gefal3en zu finden und mit grof3er Wahrsdickikeit aktiv an der Pathogenese der
Erkrankung beteiligt sind. Unsere Ergebnisse passén gut zu dem kirzlich vorgestellten
Modell der ,Verkalkung durch Ausschluss der Inhibén“ *” % 53 Demzufolge gewahr-
leistet Fetuin-A eine geordnete Verkalkung undeteits nachweisbar, wenn die Gefaldwand
nur minimal verandert ist. Die Aufgabe von FGF-Z&ttinde dann weniger darin, die ohne-
hin nicht mehr aufzuhaltenen Verkalkungen, sondezimehr die Akkumulation von Phos-
phat zu verhindern.
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6 Zusammenfassung

Atherosklerose ist eine Erkrankung der groRReren miittleren Arterien und tragt in den

Industrielandern ganz wesentlich dazu bei, dasszikfarkte und Schlaganfalle die

haufigsten Todesursachen sind. Zu den Ursachen aitexiellen Gefal3verkalkung zéhlen
sowohl mit der Lebensweise assoziierte Faktoreraath verschiedene Erkrankungen, die
durch eine chronische (Mikro-)Inflammation mit Vehgebungen des metabolischen
Gleichgewichts gekennzeichnet sind.

Fetuin-A und der Fibroblast Growth Factor-23 (FGH-8ind zwei wichtige Mediatoren der

orthotopen und ektopen Mineralisation. Fetuin-Ahwedert als Tragerprotein fur Calcium-

phosphat die Bildung unléslicher Calciumphosphatddr Zirkulation und sorgt gleichzeitig

fur den Transport dieser Verbindungen zu den CaanMineralisation. FGF-23 ist weniger

als ein Wachstumsfaktor, sondern vielmehr als eormtdn anzusehen und bildet mit

Vitamin D und Parathormon den Regelkreis fur didclDan- und Phosphathomoostase.
Beide Proteine wurden bislang im wesentlichen imhRan der flr eine chronische

Niereninsuffizienz typischen Aberrationen im Catoiuund Phosphatstoffwechsel betrachtet
und mit atherosklerotischen Veranderungen bei di€sgienten in Verbindung gebracht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersugbtden, ob und in welchem Mal3e

diese Proteine auch bei der ,klassischen* Athesyskle eine Rolle spielen. Hierzu wurden
bei Patienten, die sich einer Carotisendarterieldamterzogen haben, die Konzentrationen
von Fetuin-A und FGF-23 im Blut und parallel daze ¥erteilung beider Proteine in den

Operationspraparaten untersucht.

Im Median betrug die Fetuin-A-Serumkonzentratiod89, g/l und war damit etwas niedriger
als in anderen Studien mit vergleichbarer Patigrdpualation beschrieben. Weiterhin zeigten
sich positive Korrelationen mit dem Korpergewicloivée den Serumkonzentrationen von
Phosphat und Albumin. Bei 50 von 80 Patienten ladjerKonzentrationen des c-terminalen
Fragments von FGF-23 (cFGF-23) oberhalb der Naduwenze und bei diesen Patienten
betrug die cFGF-23-Konzentration im Median 85 RU/ible cFGF-23-Konzentrationen
waren signifikant positiv mit der Dauer des Nikatousus assoziiert. Zwischen der
Serumkonzentration von FGF-23 und dem Ausmald derpmotogisch nachweisbaren
GefalRverkalkung einerseits und der Fetuin-A-Serum&ntration andererseits bestanden
tendenziell signifikante positive bzw. negative dgationen.

Anhand der von Kossa-Farbung wurden 59 von 80 Patgra als stark verkalkt und 21
Préaparate als gering verkalkt klassifiziert. Markder Chondrogenese (SOX-9, Kollagen 1)
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und Osteogenese (Cathepsin-K, TRAP) lieRen si@1jrb8, 59 und 28 der stark verkalkten
sowie in 15, 21, 20 und 7 der gering verkalkterpBrate immunhistochemisch/histologisch
nachweisen.

Fetuin-A konnte in allen Praparaten immunhistoclsemiextra- und/oder intrazellular und
auch in gréRerer Entfernung zu atherosklerotischnaerten Arealen nachgewiesen werden.
Diese Interpretation wurde durch Doppelfarbungen Amtikorpern gegen Fetuin-A und
SMA bzw. Kollagen Typ Il und elektronenmikroskogiscAufnahmen bestétigt. Demgege-
niber waren FGF-23 positive Zellen nur in 69 vonR@paraten und dort nahezu aus-
schliesslich in stark veranderten Arealen detebéierin diesen Arealen liess sich auch Klo-
tho als der fir die Wirkung von FGF-23 notwendiga€zeptor immunhistochemisch nach-
weisen.

Damit sind beide Proteine mit groRer Wahrscheikkdt) wenn auch zeitlich versetzt, fur
den Verkalkungsprozess bedeutsam. Sobald eineidiMuheralisierung geeignete Matrix
vorhanden ist, sorgt Fetuin-A durch den Transpod die dosierte Freisetzung von Cal-
ciumphosphaten in die Extrazellularmatrix fir digdBng einer kristallinen mineralischen
Phase. In diesem Szenario wirde FGF-23 in Verbigduit seinem Corezeptor Klotho zu
einem spateren Zeitpunkt die Akkumulation von Phaswerhindern und so zur Entstehung
einer geordneten mineralischen Phase beitragen.
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Thesen

. Die Fetuin-A-Serumkonzentrationen in unserem Ptgideollektiv mit Atherosklerose

sind im Vergleich mit frlheren Studien eher niedugd korrelieren positiv mit der
Albumin- und Phosphatkonzentration sowie mit denngedgewicht der Patienten.

. In 50 von 80 Blutproben lagen die cFGF-23-Konzdidren oberhalb der Nachweis-
grenze und die Werte korrelieren positiv mit deuéteeranamnese.

. Blutproben mit nicht messbarer cFGF-23-Konzentratiwiesen hodhere Fetuin-A-
Serumkonzentrationen auf (p<0,05 bei Korrelationstienung nach Spearman).

. Die entnommenen Gefal3praparate sind bis auf wergsnahmen ausgepragt
bindegewebig umgebaut und alle Gefal3proben weisen Form der Verkalkung auf.

Hierbei findet sich in 59 der 80 Préaparate mindestine Verkalkungslasion, welche die
GefalRwandschichten auseinanderdrangt.

. Chondro- und osteogene Marker sind in der Uberwigge Mehrzahl der Gefalie
nachweisbar und bekraftigen damit die Theorie eiaechondralen Ossifikation in
atherosklerotischen Plaques.

. Fetuin-A kann immunhistochemisch in allen Praparaetweder nur extrazellular oder
extra- und intrazellular nachgewiesen werden. Raipamit extra- und intrazellularer
Anfarbung von Fetuin-A stammen bevorzugt von Patiermit arterieller Hypertonie
(p<0,05), niedrigem HDL-Cholesterin (p<0,01) unchepoHarnstoff-Serumkonzentration
(p<0,05).

. Die Doppelfarbungen von Fetuin-A und Kollagen lIwbzSMA und die immun-
elektronenmikroskopischen Aufnahmen weisen auf eilmhitige Funktion von Fetuin-A
bei Verkalkungsprozessen in atherosklerotische@@efinden hin.

. In dieser Arbeit konnten erstmalig FGF-23 posit&atlen in 69 von 80 Gefal3praparaten
identifiziert werden. FGF-23 negative Praparatemsten (berwiegend von é&lteren
Patienten mit einer geringen Nikotinbelastung uaddrem HDL-Cholesterin (p<0,05).

. Die Doppelfarbungen von FGF-23 und SMA und die R&ba des Corezeptors Klotho in
identischen GefalRwandarealen sprechen fur eindeldkanktion von FGF-23 in der
atherosklerotischen GefaRwand.
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