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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACI Arteria carotis interna

ICAM-1 “Intercellular adhesion molecule-1"
IFN Interferon

IL Interleukin

LDL "Low density lipoprotein"

MHC Haupthistokompatibilitdts-Komplex, "Major histocompatibility complex"
MMP Matrix-Metalloproteinase
modLDL Modifiziertes LDL

oxLDL Oxidiertes LDL

TCD Transkranielle Dopplersonographie
TF "Tissue factor"

TFPI "Tissue factor pathway inhibitor"
TIA Transitorisch ischamische Attacke
TNF Tumor Nekrose Faktor

VCAM "Vascular cell adhesion molecule”
VLA "Very late activation antigen"



1. EINLEITUNG

1.1 Extrakranielle Gefifprozesse als Ursache ischimischer Hirninfarkte

Die Inzidenz von Schlaganfillen mit bleibenden Defiziten betrdgt in Europa 150-300 pro 100000
Personen. Der Schlaganfall steht an dritter Stelle der Mortalitétsstatistik nach Herzerkrankungen
und Krebsleiden. Schlaganfille sind in der tiberwiegenden Zahl (80-90%) auf zerebrale Ischa-

mien zurlickzufiihren und zu einem geringeren Teil auf Hirnblutungen.

Hiufige Ursache ischdmischer Hirninfarkte sind Thromboembolien aus extrakraniellen Gefaf3-
prozessen insbesondere Stenosen der Arteria carotis interna (ACI). Die Prévalenz der Arteria
carotis interna-Stenose betrdgt in der édlteren Bevolkerungsschicht industrialisierter Nationen ca.
25% (Jungquist et al., 1989). Nur ein geringer Teil cerebraler Ischdmien ist auf eine unzurei-
chende Hamodynamik mit poststenotischen FluBminderungen zuriickzufiihren, in der iiberwie-
genden Zahl handelt es sich ursdchlich um arterio-arterielle Thromboembolien, die an der arteri-
osklerostisch verdnderten Wand extrakranieller Stenosen der Arteria carotis interna entstehen
(Babikian et al., 1997; Golledge et al., 2000). Selbst hochgradige Arteria carotis interna -
Stenosen haben ein hochst variables jahrliches Hirninfarktrisiko. Bei klinisch zuvor unauffal-
ligen Patienten — sogenannte asymptomatische Patienten - betrégt das jahrliche Schlaganfallrisi-
ko etwa 1-2% (Hennerici et al., 1987; ECST, 1995), ist es dagegen innerhalb der letzten 4 Mona-
te (120 Tage) zur einer retinalen Durchblutungsstorung in Form einer Amaurosis fugax-Attacke
bzw. zu hemisphérischen transitorisch ischamischen Attacken (TIAs) gekommen, so steigt das

Schlaganfallrisiko auf 13% fiir etwa 6 Monate (NASCET, 1991; ECST, 1998).



Werden diese 6 Monate bei konservativem Vorgehen schadlos iiberstanden — iiblicherweise
besteht in dieser Situation allerdings eine absolute Operationsindikation — so sinkt das Schlagan-
fallrisiko wieder auf das Niveau von asymptomatischen GefaB3prozessen, ohne dass sich der
Stenosegrad verdndert hat. Diese epidemiologischen Studien zeigen, dass nicht der Stenosegrad
allein, sondern bisher unbekannte weitere Faktoren fiir die Destabilisierung von Stenosen der
ACI verantwortlich sein miissen. Die Identifikation derartiger plaquedestabilisierender Faktoren

ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Patienten mit hochgradigen (>70%) ACI-Stenosen, die innerhalb der letzten 4 Monate in Form
von retinalen oder hemisphérischen TIAs symptomatisch waren, profitieren von der Thromben-
darterektomie (NASCET, 1991; Mayberg et al, 1991; ECST, 1998; Barnett et al., 1998). Der
iiber viele Jahre anhaltende klinische Nutzen der Thrombendarterektomie ist durch zahlreiche
Studien belegt, ist aber kritisch von einer niedrigen perioperativen Komplikationsrate abhingig.
Als Obergrenze werden 7-8% angegeben (Barnett und Meldrum, 2000). Die Operation gilt bei
iiber 70% symptomatischen ACI-Stenosen international als Goldstandard der Therapie. Bei
niedriggradigeren symptomatischen und den asymptomatischen, auch hoéhergradigen ACI-
Stenosen ist das Risiko/Nutzenverhéltnis wesentlich ungiinstiger (Hobson et al., 1993; ECAS,
1995; Barnett et al., 1998) und das Vorgehen international umstritten (Barnett und Meldrum,
2000). Eine Operation kommt nur bei einer Komplikationsrate von unter 5% in Betracht. Ent-
sprechend sehr guter postoperativer Ergebnisse mit im internationalen Vergleich niedrigen
Komplikationsraten werden in der Diisseldorfer Abteilung fiir Gefa3chirurgie und Nierentrans-
plantation (Direktor: Univ.-Prof. Dr. Sandmann) regelméBig auch Thrombendarterektomien bei

Patienten mit asymptomatischen hohergradigen ACI-Stenosen vorgenommen. Damit steht roun-



tinemafBig gewonnenes und fiir wissenschaftliche Untersuchungen verwendbares Plaquematerial
von Patienten sowohl mit symptomatischen als auch mit asymptomatischen Carotisstenosen zur
Verfligung, das die Bearbeitung der wissenschaftlichen Fragestellung der vorliegenden Arbeit

nach Mechanismen der Plaquedestabilisierung erst ermoglicht.

Neben klinisch fabaren TIAs erlaubt die Mikroemboliedetektion mittels transkranieller
Dopplersonographie (TCD), die in der hiesigen Abteilung durch Prof. Siebler international
mitentwickelt wurde, eine Abschitzung des Infarktrisikos von Carotisplaques. Dabei werden
im Langzeitmonitoring durch spezielle Analyse der Frequenzspektren sogenannte Mikroem-
bolien erfaB3t, die wahrscheinlich zirkulierenden Thromben entsprechen (Spencer et al, 1990;
Siebler et al, 1992). Durch die simultane Ableitung {liber beiden Arteriae cerebri mediae
konnen mit hoher Treffsicherheit kardiale von umschriebenen lokalen, auf symptomatische
ACI-Stenosen zuriickzufiihrende Emboliequellen unterschieden werden. Letztere fithren zu
vermehrten Mikroembolieraten ausschlieflich im nachgeschalteten Stromgebiet, d.h. nur
einer A. cerebri media. Mikroemboliesignale treten bei symptomatischen Karotisstenosen
weit hiufiger auf als bei asymptomatischen (Babikian et al., 1997; Siebler et al., 1994). Mit
zunehmender Symptomenlatenz nimmt die Mikroembolierate parallel zum Schlaganfallrisiko
wieder ab (Siebler et al., 1993; Forteza et al., 1996). Der besondere priadiktive Charakter der
Mikroemboliedetektion wird durch folgende Befunde weiter untermauert: Nach erfolgreicher
Thrombendarterektomie bei zuvor symptomatischen Stenosen fillt die Mikroembolierate
deutlich ab (Siebler et al., 1993; Van Zuilen et al., 1995). Bleibt die Mikroembolierate post-
operativ wider Erwarten hoch, ist damit ein persistierendes deutlich erhohtes Schlaganfall-

risko verbunden (Levi et al., 1997). Mit dem TCD nachgewiesene Mikroembolien sind somit



ein neuartiger Surrogatmarker drohender thrombembolischer Ereignisse und damit ein wichtiger

Indikator der Instabilitit von Karotisstenosen.

1.2 Entziindung und Arteriosklerose

Die ersten pathophysiologischen Uberlegungen zur Entstehung der Arteriosklerose sind eng mit
dem Wirken Rudolph Virchows verbunden. Er hatte die Hypothese formuliert, dal3 arterios-
klerotische Lisionen ihren Ursprung in Verletzungen der Arterienwand hétten (Virchow, 1856).
Zur selben Zeit postulierte C. von Rokitansky, dal der Grund fiir die Intimaverdickung arteri-
osklerotischer Arterien in einer Ablagerung von Fibrin und anderen Blutbestandteilen in Verbin-
dung mit einem Gefdwandschaden liege (Von Rokitanski, 1852). Beide Forscher gingen davon
aus, daf} Lipidansammlungen als primére oder sekundére Faktoren zusdtzlich zum Verletzungs-
mechanismus eine bedeutende Rolle spielen. Duguid betrachtete die beobachtete Intimaver-
dickung bei der Arteriosklerose als Folge einer Anhdufung von Fibrin und Thrombozyten (Du-
guid, 1946). In den letzten 20 Jahren hat sich das Arteriosklerosekonzept noch einmal grundle-
gend gewandelt. Es gibt zwischenzeitlich mehr und mehr Anhaltspunkte dafiir, daf§ entziindliche
Prozesse eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie der Arteriosklerose spielen (Ross, 1993

a,b).

In der Wand arteriosklerotisch verdnderter Gefdl3e lassen sich massive Ansammlungen von T-
Zellen und Makrophagen, zum Teil auch Mastzellen tiberwiegend in den lipidreichen Regionen
nachweisen (Gown et al, 1986; Jonasson et al, 1986; Van der Wal, 1989; Stemme et al., 1992;

Kaartinen et al, 1996). Makrophagen scheinen insbesondere atheromatdse Beete und Lipidkerne



zu besiedeln, wohingegen T-Zellen und glatte Muskelzellen hdufig in den fibrésen Regionen
arteriosklerotischer Plaques zu finden sind. Die Infiltratzellen exprimieren u.a. Haupthistokom-
patibilitdtskomplex (MHC) Klasse II-Antigene als Zeichen ihrer Aktivierung (Van der Wal et al.,
1989; 1994a). Als Hinweis fiir eine mogliche autoimmune Komponente als Trigger der Entziin-
dungsreaktion in der GefaBwand konnten Stemme und Mitarbeiter T-Zellen aus arterioskleroti-
schen Plaques isolieren, die in vitro spezifisch oxydiertes LDL als Antigen erkannten (Stemme et
al., 1995). Die pathogene Rolle dieser Entziindungsreaktion fiir die Arterioskleroseentwicklung
wird weiter durch zahlreiche Befunde an transgenen Tieren untermauert (Lichtman et al., 1996).
So entwickeln Apolipoprotein E defiziente Miuse nicht nur eine beschleunigte Arteriosklerose,
sondern weisen in den GefaBwénden eine massiv erhohte T-Zell- und Makrophageninfiltration

auf (Zhou et al., 1996).

Entzlindungsreaktionen leisten nicht nur einen Beitrag zur allgemeinen Arterioskleroseentwick-
lung sondern wahrscheinlich auch zur klinisch noch bedeutsameren Destabilisierung von arteri-
osklerotischen Gefélprozessen. So konnte bei der koronaren Herzkrankheit bereits ein signifi-
kanter Zusammenhang zwischen der Ausprigung der Entziindungsreaktion in den Coronararte-
rien und dem Auftreten einer instabilen Angina pectoris belegt werden (Fuster et al, 1992; Buja
& Willerson, 1994). In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb am Carotissystem der Frage
nachgegangen, ob Entziindungsreaktionen in den Plaques mdglichweise an der Konversion einer
stabilen, asymptomatischen in eine instabile, symptomatische Cartoisstenose mit massiv erhoh-

tem Schlaganfallrisiko beteiligt sind.

Entziindungsszellen miissen auf ihrem Weg aus dem Blutstrom ins Gewebe die GefaBwénde
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durchwandern. Dieser Prozess wird durch verschiedene Signalmolekiile aus der Integrinfamilie
vermittelt (Springer, 1990). Monozyten und Granulozyten tragen an ihrer Oberfliche konstitutiv
CD11a/CD18 (auch als LFA-1 bezeichnet) und CD11b/CD18-Komplexe (auch als MAC-1
bezeichnet), die an die interzelluldren Adhésionsmolekiile (ICAM-1) binden. Lymphozyten
binden u.a. liber den ,,very late antigen” (VLA)-4-Komplex an das vaskulire Zelladhdsionsmo-
lekiil (VCAMS-1). Uber die Liganden/Rezeptorinteraktionen wird nicht nur die Leukozytenmig-
ration gesteuert, diese Interaktionen spielen auch bei der Antigenerkennung als kostimulatorische
Signalmolekiile bei Immunprozessen eine wichtige Rolle. Sowohl ICAM-1 als auch VCAM-1
wird normalerweise nur in geringem Ausmalf} von ,,ruhenden‘ Endothelzellen, Makrophagen und
glatten Muskelzellen exprimiert. Proinflammatorische Zytokine, wie sie bei Entziindungsprozes-
sen freigesetzt werden, fiihren allerdings zu einer dramatischen Induktion von ICAM-1 und
VCAM-1. Die Expression von VCAM-1 und ICAM-1 auf Endothelzellen ist ein wichtiger
Schritt in der lokalen Steuerung von Entziindungsprozessen, indem sie den Ort der Infiltration
bestimmt. Wir haben deshalb in Ergénzung o.g. Untersuchungen zur T-Zell- und Makrophage-
ninfiltration auch nach einem Zusammenhang zwischen Entziindungsreaktion und VCAM-

1/ICAM-1-Expression in den Carotisplaques gesucht.
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1.3 Fragestellung

Aus der obigen Darstellung ergibt sich unmittelbar die Frage, welche Prozesse an der Konversi-
on einer asymptomatischen Carotisstenose mit niedrigem Schlaganfallrisiko in eine gefdhrliche
symptomatische Stenose beteiligt sind. Basierend auf Befunden bei der koronaren Herzkrank-
heit, bei der Entziindungsreaktionen entscheidend an der Dekompensation der Angina pectoris
beteiligt sind, haben wir uns gefragt, inwieweit Entziindungsprozesse in Gefalwand mit der
Destabilisierung von Carotisstenosen assoziiert sind. Unter Verwendung von klinisch und zu-
satzdiagnostisch (Mikroemboliedetektion) gut charakterisiertem Archivmaterial von 37 throm-
bendarterektomierten Patienten mit hochgradigen Stenosen der Arteria carotis interna (Sitzer et
al., 1995), die entweder zuvor symptomatisch oder asymptomatisch waren, wurde die Infiltration
von T-Zellen und Makrophagen, sowie die Expresssion von Aktivitdtsmarkern wie der MHC-
Klasse II-Expression und von Zelladhdsionsmolekiilen (VCAM-1, ICAM-1) zunéchst immunzy-
tochemisch in den Carotisplaques qualitativ untersucht. In einem zweiten Schritt wurde die T-
Zell- und Makrophageninfiltration quantifiziert und mit klinischen und zusatzdiagnostischen

Parametern der Plaquedestabilisierung (Mikroemboliedetektion) in Beziehung gesetzt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1.  Operationsmaterial und dazugehorige klinische Angaben

Ausgangsmaterial waren in Paraffin eingebettete Thrombendarterektomie-Préparate (Archivma-
terial) von Patienten, die aufgrund einer neurologischen bzw. chirurgischen Indikationsstellung
wegen einer hohergradigen (> 70%) Stenose der Arteria carotis interna operiert wurden. Insge-
samt standen Préparate von 37 Patienten (13 Frauen, 24 Minner) mit hohergradiger Stenose
(270%) der Arteria carotis interna zur Verfligung. Unter Zugrundelegung der NASCET-
Kriterien (1991) waren von diesen 21 Patienten zuvor im Sinne von retinalen bzw. hemisphéri-
schen TIAs innerhalb der letzten 120 Tage symptomatisch und 16 asymptomatisch. Zusétzlich
standen Daten zur Pathoanatomie der Plaques und die préoperativ ermittelten Mikroemboliera-
ten, die im Rahmen einer vorausgegangenen Untersuchung erhoben worden waren (Sitzer et al.,
1995), zum Vergleich mit der in der vorliegenden Studie untersuchten Inflammation im Plaque
verfliigbar. Der Grad der Stenose wurde durch intraarterielle cerebrale Angiographie entspre-
chend den NASCET-KTriterien festgelegt (1991). Das Alter der 24 méannlichen und 13 weiblichen
Patienten lag zwischen 41 und 75, der Mittelwert bei 60 Jahren. Thrombozytenaggregations-
hemmer und Antikoagulantien waren mindestens fiinf Tage vor Operation abgesetzt worden. 39
Karotisstenosen waren bereits in einer pathoanatomischen Studie histologisch untersucht wor-
den (Sitzer et al, 1995). Bei 7 der urspriinglich 39 Patienten waren die Préparate aufgrund unzu-
reichender Qualitdt zur immunhistochemischen Untersuchung ungeeignet. Aus diesem Grund
wurden dieser Untersuchung 5 neue Patienten hinzugefiigt. Die praoperative Abkldrung und die

Operationen erfolgten nach Einwilligung der Patienten, die Indikationsstellung zur Operation
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erfolgte ausschlieBlich aus medizinischer Indikation.

Die routineméafige Entnahme im Rahmen der Operation erfolgte in der Klinik fiir Gefédchirurgie
und Nierentransplantation der Heinrich-Heine-Universitit (Direktor: Univ.-Prof. Dr. Sandmann),
die Zuschneidung, Fixierung und Paraffineinbettung der Thrombenderterektomiepréparate im
Institut fiir Pathologie der Heinrich-Heine-Universitdt (Direktor: Univ.- Prof. Dr. Gabbert in
enger Kooperation mit Priv.-Doz. Dr. Miiller). Nach longitudinaler Arteriotomie wurden die
arteriosklerotischen Plaques en bloc exzidiert (Routinendarterektomie). Die frischen Proben
wurden kurz mit Kochsalz gespiilt, um oberfldchlich lokalisiertes Blut zu entfernen. Dem folgte
eine sofortige Fixierung in 4% Paraformaldehyd und eine langere Dekalzifizierung. Jedes
Thrombendarterektomiepréparat wurde dann in 2mm breite Gewebeblocke geschnitten und in
Paraffin eingebettet. Bei der Quantifizierung der Inflammation wurden alle 2mm Segmente
einzeln analysiert und dann pro Patient gemittelt, um ein repriasentatives Ergebnis iiber den
Gesamtplaque zu erhalten. Die Untersuchungen beschrankten sich ausdriicklich nicht auf eine
Einzelregion, wie z.B. die Schulter des Plaques. Die Gesamtzahl der verfiigbaren Gewebeblocke
betrug 412, pro Patient wurden im Mittel 11,14+2,96 Segmente des Plaques untersucht. Neben
einer routineméfigen pathoanatomischen Untersuchung wurden die Plaques in einer vorrausge-
henden Studie hinsichtlich der Kriterien Plaqueulzeration, Thrombosen und Plaqueaufbau
(hauptsédchlich atheromatds/ fibros) analysiert (Sitzer et al., 1995). Im Rahmen der Operations-
vorbereitung war eine Messung der Mikroembolierate mit Hilfe der transkraniellen Dopplerso-
nographie (Neurologische Klinik der Heinrich-Heine-Universitidt, TCD-Labor, Dr. M. Sitzer,
Prof. M. Siebler) durchgefiihrt worden. Diese erfolgte an der ipsilateralen Arteria cerebri media

iiber einen Zeitraum von mindestens einer Stunde und ermdglichte die Aufzeichnung der Embo-
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lie-Frequenzen (Emboliezahl/ Stunde auf der Seite der betroffenen Karotisstenose), wie andern-
orts detailliert beschrieben (Siebler et al, 1993; 1994; 1995). Die TCD-Analog-Output-Signale
wurden digital (Samplingfrequenz: 20 kHz) gespeichert. Dabei wurde die "Energie" (E) fiir ein
Mikroemboliesignal (MES) folgendermallen berechnet: E= 20 x log (Emboliesignalleistung/
Hintergrundsignalleistung) [db]. Die Emboliesignalleistung war der Mittelwert von 4 Fast-
Fourier-Transformationlinien (FFT; 128 Punkte, 75% Uberlappung), die das Mikroemboliesig-
nal enthalten. Die Hintergrundsignalleistung war der Mittelwert von 2 Sekunden Doppler-Shift-
Signal-FFT-Linien ohne MES. Abnormale Dopplersignale wurden nach anerkannten Kriterien
als MES identifiziert (Consensus Committee of the Ninth International Cerebral Hemodynamic
Symposium, 1995). Der Mittelwert der Energieverteilung aller MES lag bei 2,93+1,29 db. Die
Interobserveriibreinstimmung innerhalb des Labors und zwischen auswértigen Zentren war sehr
gut (Siebler et al, 1993; Markus et al, 1997). Das Patientenmonitoring wurde 1 bis 21 Tage vor

der Thrombendarterektomie durchgefiihrt (Median 4,5 Tage).
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2.2 Histologie und Immunzytochemie

2.2.1 Beschichtung der Objekttriger (Coating)

Damit die Schnitte wéhrend der Farbung nicht abschwimmen, wurden die Objekttriger mit
Gelatine beschichtet.
Reagenzien: Gelatinepulver

(Merck, D-64271 Darmstadt) 0,5g

KCr(S0O4),xH;0,

Chrom Alum (Merck) 0,05g
Aqua dest. 100 ml
Ethanol (absolut)

Durchfiihrung: Die Gelatine wurde bei 60°C in Aqua dest. gelost und anschlieBend mit Chrom
Alum vermischt. Danach wurden die in Alkohol gesduberten und dann getrockneten Objekt-
trager kurz in die Losung eingetaucht und iiber Nacht in einem Wérmeschrank bei 50°C getrock-

net.

2.2.2 Anfertigen der Paraffinschnitte

Pro Paraftinblock wurden 20-40 Serienschnitte (10um Dicke) mit einem Mikrotom (Reichert-
Jung, Typ 1140/ Autocult) angefertigt. Die Schnitte wurden anschlieBend in ein auf 55°C erhitz-

tes Streckbad (Férbeschale mit Aqua dest. und 1-2 Tropfen Elmer's Glue All) gelegt. Nach Plat-
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zierung der Schnitte auf beschichteten Objekttrdgern und Erwarmung auf einem Heizkorper,
wurden sie anschlieend iiber Nacht bei 50-55°C getrocknet und bei Zimmertemperatrur bis zur

Féarbung gelagert.

2.2.3 Losungen und Puffer fiir die Immunfirbung

Folgende Losungen und Puffer wurden verwendet:
Phosphatpufter (PBS = phosphate buffered saline):
Stamm-Losung A: 35,61g Na,HPO4xH,O auf 1L. Aqua dest.
Stamm-Ldsung B: 27,60g NaH,PO4xH,0 auf 1L Aqua dest.
PBS 0,01M: 40 ml Losung A,10 ml Losung B, 9g NaCl auf 1L Aqua dest.;
ph auf 7,3-7.4 eingestellt
Trispuffer:
Tris-Stammlosung:  60,8g Trishydroxymethylaminomethan (Tris-
Base) auf 1L Aqua dest. (0,5M)
Tris (0,05M): 100 ml Tris-Stammlosung, 35ml 1 N HCl

auf 1L Aqua dest. (Einstellung auf PH 7,6 mit HCL)

DAB-Stammldsung: (4mg/ml)
20mg DAB (Diaminobenzidin) in Sml Tris-Puffer (0,05M)
aliquotiert zu je 250ul (Aufbewahrung bei —20°C im Gefrier-

schrank)
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2.2.4 Untersuchte Antigene und verwendete Antikorper

Zur Blockierung einer unspezifischen Bindung wurde normales Ziegen- (NGS = normal goat
serum)- bzw. in Abhéngigkeit des Primdrantikdrpers normales Pferdeserum (NHS — normal
horse serum) verwendet. (Bezugsquelle: VEKTOR Laboratories Inc., Ingold Road, Burlingame,
CA 94010 USA)

Folgende primédren Antikdrper wurden verwendet:

Name Antigen Quelle Herkunft

DAKO Corp., 6392
alpha-Aktin humaner | monoklonaler AK

ACTIN 1A4 Via Real, Carpinteria,
glatter Muskelzellen aus Maus
CA 93013 USA
humane Makropha- | monoklonaler AK
KP1 CD68 DAKO
gen, CD68 aus Maus
humanes HLA-DR, monoklonaler AK
HLA-DR DAKO
CR3/43 aus Maus
polyklonal aus
CD3 humane T-Zellen DAKO
Kaninchen

vascular cell adhesion | polyklonaler AK aus

VCAM -1(BBA 19) R+D Systems
molecule Ziege
intercellular adhesion | polyklonaler AK aus
ICAM-1 (BBA 17) R+D Systems
molecule Ziege

Folgende biotinylierten Sekundirantikérper der Firma VEKTOR wurden verwendet:

anti-Maus IgG, anti-Kaninchen IgG und anti-Ziegen IgG
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Der Inkubation mit den Sekundérantikorpern folgte dann der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex

in Form des VECTASTAIN-ABC-Elite-Kits der Firma VEKTOR

Als Substrat fiir das Enzym Peroxidase wurde Diaminobenzidine (DAB) (SIGMA Chemical
Company, St. Louis, MO 63178 USA) verwendet, das auf dem Schnitt zu einem braunen Reak-

tionsprodukt fiihrt.

2.2.5 Durchfithrung der Immunfirbungen am Schnitt

Entparaffinierung:
Zunéchst wurden die Schnitte mit 2x5' Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Alhohol-
reihe (100%,90%, 70%, 50%) je 2 inkubiert und schlieBlich nach Spiilen in Aqua dest. in 0.01M

PBS iiberfiihrt.

Mikrowellenbehandlung:

Zur Demaskierung der Antigene wurde filir die Immunfarbungen bei den Antigenen KP1, HLA-
DR, CD3, und VCAM zuvor eine Mikrowellenbehandlung der Schnitte durchgefiihrt, die
ACTIN jedoch nicht notwendig war. Dazu wurden die entparaffinierten Schnitte in mit Na-Citrat
gefiillte Plastikkiivetten gestellt. Danach wurden die Kiivetten, welche wiederum in einer Farbe-
schale bis zur Hélfte in Aqua dest. standen, {iber 10 Min in der Mikrowelle erhitzt. Wichtig war
hierbei den Na-Citrat-Puffer mindestens 6 Min lang sieden zu lassen. Die erhitzte Kiivette wurde

nun ca. 15 Min lang zur Abkiihlung stehengelassen.
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Blockade unspezifischer Bindungsstellen durch Normalseren:

Nach 5-miniitigem Waschen der Schnitte in PBS (0.01M, ph 7,3-7,4) wurden zur Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen 100ul des 3%-igen Blockierungserums in PBS verdiinnt auf
jeden einzelnen Schnitt pipettiert und iiber 30 Min in einer feuchten Kammer bei Raum-
temperatur belassen. Je nach Sekundirantikorper stammte das Blockierungsserum entweder aus
der Ziege (NGS) oder dem Pferd (NHS). Die folgenden Inkubationen fanden, wenn nicht anders
erwéhnt, unter den gleichen hier beschriebenen Bedingungen statt. NGS wurde bei den Aktin-,

HLA-DR- und CD3-Férbungen, NHS bei den VCAM und ICAM-Farbungen verwendet.

Inkubation mit dem Priméarantikorper:

Das Blockierungsserum wurde durch Abklopfen des Ojekttragers vom Schnitt entfernt und an-
schlieend 100ul des in PBS verdiinnten Primérantikorpers hinzugefiigt. Die Inkubation fand
iiber Nacht bei 4°C in einer feuchter Kammer statt. Dabei wurden folgende Verdiinnungen nach

initialer Austestung routinemafig verwendet:

Antikorper
ACTIN KP1 HLA-DR CD3 VCAM ICAM
gegen:
Verdiinnung: 1:100 1:50 1:100 1:100 1:2000 1:2000

Sekundirantikorper und ABC-Elite-Komplex:

Der biotinylierte 2. Antikorper (1:200 verdiinnt in 0.01M PBS) wurde nach 5-miniitiger Wische

der Objekttrager in 0.01M PBS aufgetragen. Die Inkubationszeit betrug 30 Min. Mit dem 2.
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Antikdrper zusammen wurde der VECTASTAIN-ABC-Elite-Komplex (1:100 verdiinnt) beste-
hend aus 10ul Reagenz A (Avidin DH) und 10ul Reagenz B (biotinyliertes Enzym) auf 1ml 0.01
M PBS, angesetzt, gut gemischt und schlie8lich mindestens 30 Min lang stehengelassen. Danach
wurden die Schnitte wieder 5 Min in 0.01M PBS gewaschen, anschlieBend mit dem ABC-Elite-

Komplex versehen und iiber 30 Min inkubiert.

Peroxidasereaktion:

Die Bindung des Primédrantikorpers an das korrespondierende Antigen wurde iiber das Enzym
Peroxidase (VECTASTAIN-ABC-Elite-Komplex) mit dem Substrat Diaminobenzidin
(DAB)sichbar gemacht. Die Zusammensetzung der DAB-Losung war folgende: 250ul DAB-
Stammlosung in 4,75ml Tris-HCI-Puffer, wobei unmittelbar vorher 20ul 1%-iges H,O, (10ul
30% H,0, auf 290ul Aqua dest.) zugegeben wurde. Die Préparate wurden nach einem erneuten
5-miniitigen Waschvorgang in 0,01M PBS, anschliefend fiir 5 Min in 0.05M Tris-HCI-Puffer
(pH 7,6) gewaschen und dann 10 Min mit der DAB-L6sung inkubiert. Nach einem zweimali-
gem Waschschritt in Aqua dest. zum Abspiilen der DAB-L6sung wurden die Schnitte in einer

aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und iiber Xylol mit Entellan eingedeckelt.

2.2 Quantifizierungstechniken

Die T-Zellen wurden aufgrund ihres distinkten Férbeverhaltens einzeln gez&hlt und in Zellen pro
mm? Schnittfliche angegeben. Bei den Makrophagen konnte diese Methode nicht angewendet
werden, da diese mikroskopisch iiberwiegend als dichte, fast konfluente Infiltrate in Erscheinung

traten, wodurch die Abgrenzung einzelner Zellen unmdglich wurde. Das gleiche gilt auch fiir
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HLA-DR. Deshalb gantifizierten wir die Immunreakivitit fir CD-68- und HLA-DR mittels
computergestiitzter Planimetrie und errechneten den Prozentwert der Makrophagen-/ HLA-DR-

reichen Fléchen bezogen auf die Gesamtschnittfléche.

Zur Qualititskontrolle wurden die Préparate von einem zweiten unabhingigen Untersucher
Herrn Dr. M. Schroeter parallel ausgewertet .Die Ubereinstimmung bzl. dieser Werte zweier
unabhingiger "blinder" Untersucher (René Schumann, Dr. Michael Schréter) wurde exempla-
risch fiir n=102 Priparaten bei Makrophagen, n=67 Priparaten bei T-Zellen bestimmt und betrug
=0,85 fiir die Planimetrie der Makrophagen, r=0,93 fiir die Zéhlung der T-Zellen (R.S. versus

M.S.), was einer sehr guten Interrateriibereinstimmung entspricht.

2.3.1 Einzelauszihlung von T-Zellinfiltraten

Die CD3-positiven T-Zellen wurden mit einem manuellen Zéhler unter einem Mikroskop (O-
lympus, Typ BH2, Japan) mit Raster bei 20-facher VergroBerung quantifiziert und als Anzahl
pro mm? Schnittfliche angegeben. Die Schnitte wurden dabei meanderformig (sieche Schema)

nach T-Zellen abgesucht.

STI ST 7
AR
T T 7
N
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2.3.2 Computergestiitzte Planimetrie der Makrophagenantwort

Computergestiitzte Planimetrie wurde bei HLA-DR- und KP1-geférbten Préparaten angewendet.
Bei dem Computer handelte es sich um einen Apple Macintosh (Appla Company, USA, System-
software D1-7.1). Als Software diente das Programm Image/ MG 1,44 (National Institute of
Health, Research Services Branch, USA). Aullerdem wurde noch ein Bildverstirker (Hamamat-
su, Typ DVS 3000, Japan), eine Kamera (Schwarz-Weil-CCD-Kamera, Nandi, Typ YG 9220)

und ein Leuchttisch (Northern Light, Precision [lluminator Modell 890) benutzt.

Nach der erfolgten Eichung wurden die Einzelschnitte der Plaques mit einer ca. 10-fachen Ver-
groferung auf dem Monitor dargestellt. Der Kontrast am Bildverstirker wurde auf submaximal
eingestellt. Ebenso wurde beim Programm Image sowohl eine optimale Kontrast-, als auch eine
moglichst giinstige Farbabstimmung gewihlt. Zunichst wurden die Objektriager auf dem Leucht-
tisch platziert, iiber eine Kamera in den Computer gespeist und "eingefroren”. Die digitalisierten,
auf dem Bildschirm sichtbaren Plaques konnten dann mit der Maus zur Flachenberechnung um-
rahmt werden. Es wurde gleichermassen mit den HLA-DR und KP1-positiven Arealen verfah-
ren. Zur besseren Identifikation der auf dem Monitor abgebildeten Strukturen, wurde der Origi-
nalschnitt parallel unter einem Mikroskop (Olympus, BH2) bei 10-facher Vergroerung betrach-

tet. Die berechneten Fldchen wurden in mm? angegeben und dokumentiert.
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24 Statistische Analyse

Die Ubereinstimmung der Quantifizierung von entziindlichen Plaqueinfiltrationen zweier blinder
Untersucher wurde mit unabhingiger Analyse der zahlreichen Gewebeschnitte unter Benutzung
der linearen Regressionsanalyse (n=67 Gewebeschnitte fiir T-Zellen und n=102 Gewebeschnitte

fiir Makrophagen) nach Bland und Altman berechnet (Bland & Altman, 1983).

Die Beziehung zwischen entziindlicher Infiltration, klinischen Merkmalen einer Plaquedestabili-
sierung und pathoanatomischen Charakteristika wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests
untersucht. Da wir flir jede Analyse zwei statistische Tests durchfiihrten, waren Werte von
p<0.025(0.05/2) statistisch signifikant (oi-adjustment entsprechend des modifizierten Bonferroni
Verfahrens) (Holm, 1979). Die Relation von asymptomatischen zu symptomatischen Patienten
innerhalb der zwei Mikroemboliegruppen wurde mit Hilfe des y>-Tests untersucht. Die gewihlte
statistische Analyse wurde in einem internationalen Peer-review-System im Rahmen einer Pub-
likationen von Teilen der vorliegenden Arbeit als addquat akzeptiert (Jander, Sitzer, Schumann et

al., 1998).
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ERGEBNISSE

3.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Unter Zugrundelegung der NASCET-Kriterien (1991) waren 21 der insgesamt 37 Patienten
beziiglich innerhalb von 120 Tagen vor Operation aufgetretener transienter retinaler oder zere-
braler Ereignisse oder kleinerer ischdmischer Infarkte, die der hochgradigen Stenose der Arteria
carotis interna zuzuschreiben waren, der symptomatischen Gruppe zuzuordnen. Entsprechend
wurden Patienten, bei denen TIAs ldnger als 120 Tage zuriicklagen als asymptomatisch einge-
stuft, ebenso wie Patienten, die bislang klinisch unauffillig waren. Zwischen beiden Gruppen
gab es in bezug auf Alter, Geschlecht, Grad der Stenose und Grofe der durch die Endarterekto-
mie erhaltenen Priparate (totale Schnittfldche) keinerlei signifikanten Unterschiede (Tab.1). Die
Gesamtzahl der verfligbaren Gewebeblocke betrug 412. Pro Patient standen im Schnitt
11,14+2,96 Gewebeblocke im Abstand von 2mm fiir die Analyse zur Verfligung. Entsprechend
friiher publizierter Befunde bestand bei den untersuchten Patienten eine hochsignifikante Korre-
lation zwischen dem Auftreten vorausgegangener ischdmischer Symptome und dem Nachweis

zerebraler Mikroembolien in der transkraniellen Dopplersonographie (Sitzer et al., 1995).
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Tabelle 1: Klinische Merkmale der untersuchten symptomatischen und asymptomati-

schen Patienten mit hochgradiger Arteria carotis interna-Stenose (>70%).

Grad der Totale Schnitt- 3
Alter Geschlecht 5 Mikroembolierate™
Stenose flache”
In ;
in Jahren | % Maénner ; in mm? [Mw."] 0/h >0/h
%[Mw."]
Asymptomatisch 70-95 105-347
63 69 12 4
(n=16) [84,6] [199,1]
S tomatisch 70-95 83-393
yimp 61 62 1 20
(n=21) [82,5] [206,7]

1, Mw.= Mittelwert 2, Mann-Whitney-U-Test 3, x>-Test: p=0,001; df=2

3.2  Qualitative Beschreibung der Verteilung von Makrophagen, T-Zellen und der
HLA-DR-Expression in symptomatischen und asymptomatischen Plaques der Ar-

teria carotis interna

Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigten in allen Praparaten eine deutliche Entziin-
dungsreaktion mit Infiltration von T-Zellen und Makrophagen (Abb. 1, 2). Innerhalb eines Pla-
ques waren die Makrophagen iiberwiegend im Bereich des atheromatosen Anteils und der da-
riiberliegenden fibrosen Kappe lokalisiert. T-Zellinfiltrate fanden sich tiberwiegend im Bereich
der fibrosen Kappe (Abb. 1, 2). Hinsichtlich der Verteilung von T-Zellen und Makrophagen
war kein systematischer Unterschied zwischen zuvor symptomatischen und asymptomatischen

Carotisplaques zu erkennen.
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Abb. 1: Typische Verteilung von Makrophagen (KP1) und T-Zellen (CD3) in der fibrésen
Deckplatte (unten, lumenwirts gelegen) liber dem atheromatdsen Kern (oben im Bild) eines
Carotisplaques. Beachte, da3 die Makrophagen in unmittelbarer Beziechung zum atheromatdsen
Kern stehen, wihrend die T-Zellen in stidrkerem Ausmal} lumenwiérts in die fibrose Kappe in-

filtrieren.
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KP1

CD3

MHC
Klasse Il

Abb. 2: Serienschnitte eines Carotisplaques, gefirbt fiir Makrophagen (KP1), T-Zellen (CD3)
und MHC Klasse II-Antigen. Beachte die iiberwiegende Expression von MHC Klasse II im

Bereich der zelluldren Infiltration.

28



KP1
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Abb. 3: Serienschnitte zeigen eine liberwiegende Expression von MHC Klasse II-Antigen auf

grof3en, CD68+ Makrophagen und nur vereinzelt auf kleinen CD3+ T-Zellen.

29



Abb. 4: Fokale Verteilung der Entziindungsreaktion im Plaque. Serienschnittfirbung fiir

Makrophagen (A, D, E), T-Zellen (B,F) und MHC Klasse II-Antigen (C, G). A und D zeigen die

30



(Fortsetzung Legende Abb. 4)

Infiltration von Makrophagen im Bereich des Atheroms (oben rechts im Bild), die weitgehend
ohne T-Zell-Infiltration einhergeht. Dagegen findet sich im eine tibereinstimmende Verteilung
von Makrophagen (A, E) und T-Zellen (B, F) im perivaskuldren Infiltrat im Bereich der fibrosen
Platte. MHC Klasse II-Antigene finden sich libereinstimmend mit der Verteilung von

Makrophagen in beiden Lokalisationen.

Die Expression von HLA-DR-Molekiilen war erwartungsgemif besonders stark in Regionen mit
T-Zell- und Makrophageninfiltration ausgepragt (Abb. 2-4). Insbesondere Makrophagen expri-
mierten hiufig HLA-DR auf ihrer Oberfldche als Indikator fiir ihre Aktivierung (Abb. 3). Insge-
samt wurde jedoch deutlich, dass die rdumliche Verteilung der Infiltration variabel und inhomo-

gen war (Abb. 4).
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3.3 Quantitiative Auswertung der Plaqueinfiltration: Vergleich zwischen symptomati-

schen und asymptomatischen Plaques der Arteria carotis interna

Wegen der inhomogenen Verteilung der Plaqueinfiltration durch T-Zellen und Makrophagen
wurden im Durchschnitt 11 Schnitte pro Plaque jeweils im Abstand von 2mm immunhistoche-

misch gefdrbt und die Zahl der T-Zellen bzw. der planimetrisch bestimmte Fldchenanteil der

Tabelle 2: Korrelation zwischen klinischer Symptomatik (TIAs) und Plaqueinfiltration

durch Makrophagen und T-Zellen, sowie HLA-DR-Expression in Carotisplaques

Ischdmisches Ereignis in den letzten 120 Tagen

Asymptomatisch Symptomatisch
[n=16] [n=21] p?
Relativer Makrophagenan- 11+4 18+10 3
teil am Plaqueareal in % [6-20] [7-44] 0:005
Zahl der T-Zellen 40,5+31,4 71,2+34,4 5
pro mm? Schnittflache” [11-133] [20-158] 0,003
Mittlere HLA-Expression
(Summe von HLA / Pla- 16,4149,93 19,56+12,46 0,554
quefliche in %)"

1, Mittelwert + SD
2, Mann-Whitney U-Test

Makrophageninfiltration und HLA-DR-Expression bestimmt und iiber den Gesamtplaque gemit-
telt. Die Ergebnisse des quantititiven Vergleichs der T-Zell- und Makrophageninfiltration zwi-

schen symptomatischen und asymptomatischen Carotisplaque sind in Tabelle 2 dargestellt. Die

3, Signifikanz nach a-adjustment (siehe unter "Methoden")
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Zahl der T-Zellen pro mm? der totalen Schnittfliche und der relative Flachenanteil der
Makrophagen am Gesamtplaque waren bei symptomatischen Carotisstenosen signifikant grofer
als bei asymptomatischen Stenosen. Die Unterschiede hinsichtlich der HLA-DR-Expression

waren statistisch nicht signifikant.

3.4 Analyse des Zusammenhangs zwischen Mikroembolisation und Plaqueinfiltration

Der Nachweis von Mikroemboliesignalen in der ipsilateralen Arteria cerebri media mit Hilfe der
transkraniellen Dopplersonographie ist ein wichtiger paraklinischer Indikator drohender ischédmi-
scher Ereignisse bei Carotisstenosen und korreliert im Prédiktionswert mit klinisch fassbaren
TIAs. Wir haben deshalb tiber die unter 3.3 dargestellte Analyse des Zusammenhangs zwischen
klinischen TIAs und Plaqueinfiltration eine separate Korrelationanalyse zwischen dem Auftreten
praoperativ gemessener Mikroembolien und der Entziindungsreaktion in den Plaques durchge-
fiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt. Es zeigte sich wiederum ein hochsignifikanter
Zusammenhang zwischen dem Flachenanteil von Makrophagen am Gesamtplaque und dem
Nachweis von Mikroembolien, was die Hypothese einer besonderen Bedeutung von Entziin-
dungsreaktionen bei der Destabilisierung von Carotisprozessen weiter stiitzt. Auch die Zahl der
T-Zellen in den Plaques war bei mikroemboliepositiven Carotisstenosen héher, die statistische
Auswertung erbrachte aber keine ausreichende Signifikanz. Die Expression von HLA-DR-
Molekiilen zeigte in Ubereinstimmung mit der Analyse unter 3.3 keinerlei Bezug zur Mikroem-
bolierate. Zusammenfassend wird die Korrelation zwischen klinischer Symptomatologie und
Ausmal} der Plaqueinfiltration bei Carotisprozessen durch die positive Korrelation zur Mikroem-

bolierate weiter gestiitzt.

33



Tabelle 3: Verhaltnis zwischen Mikroemboliezahl und Infiltration von Carotisstenosen

durch Makrophagen und T-Zellen

Zahl der Mikroembolien
0/h >0/h
[n=13] [n=24] p”
Relativer Makrophage-
) 1145 17+10 5
nanteil am Gesamtplaque 0,011~
o [6-23] [7-44]
n %"
Zahl der T-Zellen 45,1+£27,1 66,9+35,6 0.061
pro mm? Schnittfliche” [11-89] [12-158] ’
Mittlere HLA Expression
(Summe von HLA / Pla- 15,64+8,56 19,58+12,62 0,479
quefliche in %)"
1, Mittelwert = SD 3, Signifikanz nach a-adjustment (siehe unter "Methoden")

2, Mann-Whitney U-Test

35 Plaqueinfiltration und pathoanatomische Merkmale der Karotisplaques

Bei 32 Thrombendarterektomiepriparaten standen aus einer fritheren Untersuchung (Sitzer et al.,
1995) pathoanatomische Daten fiir die vergleichende Analyse mit der jetzt durchgefiihrten Quan-
tifizierung der Inflammation zur Verfligung. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt. Dabei
zeigte sich, dal die Makrophagen- und T-Zellinfiltration in tiberwiegend atheromatdsen (li-
pidreichen) Plaques signifikant stirker ausgeprigt war als bei liberwiegend fibrosen Plaques.

Dies entspricht der praferentiellen Lokalisation von Makrophagen in diesen Plaquearealen (siche
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3.2). Hinsichtlich der HLA-DR Expression zeigten sich erneut keine signifikanten Unterschiede.

Uberraschenderweise bestand keine signifikante Korrelation zwischen der Ausdehnung der

entziindlichen Infiltration und dem Nachweis von Plaqueulzerationen und intravasalen Throm-

bem, die in einer vorausgehenden Studie mit der Plaquedestabilisierung assoziiert war.

Tabelle 4: Pathoanatomische Merkmale der Thrombendarterektomiepriparate von

Carotisstenosen in Relation zur Plaqueinfiltration durch Makrophagen und T-Zellen

und der assoziierten HLA-DR-Expression (n=32 untersuchte Plaques)

T-Zellzahl
Makrophagen- mittlere HLA- Expression
' ; ) pro mm? ) 5
n | reiche Areale” P P~ (Summe von HLA / Pla- P
) Schnittfl- _
in % ; queflache in %)
che”
Plaque-
ulzeration:
- 19 13+6 57,5432,9 18,72+12,0
+ 13 18+11 0,4 64,3+£39,3 | 0,64 17,50+10,9 0,683
Thrombus:
- 12 13+7 58,1£31,1 15,58+7,81
+ 20 16+10 0,45 61,5+£37,8 | 0,97 19,45+12,72 0,643
Uberwiegen-
der
Plaqueautbau:
17 943 46,4+222 17,4+13,81
Fibros
Atheromatds | 15 19+10 0,0009° | 71,5+39,0 | 0,045 18,87+9,18 0,497

1, Mittelwert + SD

2, Mann-Whitney U-Test
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3.6 Verteilung der Zelladhisionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 in Carotisplaques

Die Infiltration von T-Zellen und Makrophagen ins Gewebe wird durch die endotheliale Hochre-

gulation von Zelladhisionsmolekiilen, insbesondere ICAM-1 und VCAM-1, gesteuert.

Abb. 5: Expression von ICAM-1 (C) und VCAM-1 (D) an der luminalen Oberfldche eines Caro-

tisplaques und im Bereich der zelluldren Infiltration durch Makrophagen (A) und T-Zellen (B).
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Diese Molekiile dienen als Rezeptor fiir die auf T-Zellen und Makrophagen konstitutiv expri-
mierten Liganden VLA-4 und den CD11b/CD18-Komplex. Im Gegensatz zu den Liganden
bedarf die endotheliale Expression von VCAM-1 und ICAM-1 einer vorherigen Induktion im
Gewebe selbst. Durch Fiarbung von Schnitten symptomatischer und asymptomatischer Plaques
fanden wir tatséchlich eine Hochregulation von ICAM-1 und VCAM-1. ICAM-1 war einerseits
auf der luminalen Oberfliache der Plaques (Abb. 5), andererseits endothelial auf den Vasa vaso-

rum zu finden und héufig von perivaskuldren Makrophageninfiltraten umgeben (Abb. 6).

Abb. 6: Perivaskuldre Makrophageninfiltration (A) im Bereich ICAM-1+ Vasa vasorum (B).

Infiltratzellen exprimierten nur vereinzelt ICAM-1. VCAM-1 fand sich endothelial im Bereich
kleiner Blutgefd3e in der fibrosen Kappe der Plaques und hier héufig in Verbindung mit peri-
vaskuldren T-Zellinfiltraten (Abb. 7). Zusétzlich fand sich eine massive Expression von VCAM-
1 auf glatten Muskelzellen, die durch Fiarbung jeweils eines Serienschnitts mit Antikdrpern
gegen Aktin als solche identifiziert werden konnten (Abb. 8). In der Ubersicht waren keine

augenfilligen Unterschiede im Verteilungsmuster zwischen symptomatischen und asymptomati-
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schen Stenosen erkennbar. Eine weitere Quantifizierung, wie bei den Infiltraten durchgefiihrt,
war fiir die Zelladhisionsmolekiile wegen der diffuseren Verteilung und dem insgesamt schwé-

cheren immunzytochemischen Signal nicht moglich.

C: D

100 ym 25 pm

Abb. 7: Expression von VCAM-1 auf kleinen Gefillen im fibrosen Anteil eines Carotisplaques
(Pfeile in C und D). Im Bereich VCAM-1-positiver Gefdlle finden sich T-Zellinfiltrate (Pfeil in

A und B).
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Abb. 8: Expression von VCAM-1 auf glatten Muskelzellen im Bereich der fibrosen Deckplatte
(C, E). Die Serienschnittfarbung fiir Aktin (B, D) zeigt eine weitgehend iibereinstimmendes
Expressionsmuster beider Antigene. Interessanterweise ist der Bereich der Makrophageninfiltra-
tion (A) in unmittelbarer Nachbarschaft zum Atherom weitegehend frei von Aktin (B) und

VCAM-1 (C) (oberer Bildrand).
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4. DISKUSSION

Ziel der vorgelegten Arbeit war die Untersuchung der Frage, inwieweit das Ausmal} der Infiltra-
tion von Plaques der Arteria carotis interna und die Expression immunologischer akzessorischer
Molekiile mit klinischen und paraklinischen Parametern der Plaquedestabilisierung korreliert.
Die Arteria carotis ist fiir diese Fragestellung besonders geeignet, da iiber die Erfassung transito-
risch ischdmischer Attacken und von ,kleineren* Schlaganfillen in den letzten 4 Monaten eine
eindeutige prognostische Zuordnung der Patienten in eine Gruppe der weiter vom Schlaganfall
bedrohten sogenannten ,,symptomatischen* Stenosen und in eine Gruppe mit niedrigem Schlag-
anfallrisiko, den sogenannten ,,asymptomatischen® Stenosen, gelingt. Methodisch wurden
Thrombendarterektomiepréaparate von 37 Patienten mit hochgradiger Stenose der Arteria carotis
interna in 2mm Segmente geteilt und je ein Schnitt aus jedem Segment mit Antikorpern, die
entweder Makrophagen oder T-Zellen erkennen, gefarbt und zusétzlich immunhistochemisch die
Expression der akzessorischen Immunmolekiile HLA-DR, VCAM-1 und ICAM-1 untersucht.
Als Hauptergebnis fand sich bei quantitativer Auswertung eine signifikante Assoziation zwi-
schen dem Ausmal} der Inflammation im Gefdlplaque und rezent abgelaufenen cerebralen
Durchblutungsstorungen einerseits und dem préoperativen Nachweis von cerebraler Mikroem-

bolien im transkraniellen Doppler {iber der ipsilateralen Arteria cerebri media andererseits.
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4.1 Der Bezug zwischen T-Zell- und Makrophageninfiltration in der Carotiswand und

klinischen und histopathologischen Indikatoren der Plaquedestabilisierung

T-Zellinfiltrate waren sowohl bei zuvor symptomatischen als auch bei asymptomatischen Pla-
ques der Arteria carotis interna nachweisbar. Dies ist insofern nicht verwunderlich, als Entziin-
dungsreaktionen eine wichtige pathophysiologische Rolle in der allgemeinen Arterioskleroseent-
stehung spielen (Hansson et al., 1989; Ross, 1993a,b; Neri Serneri et al., 1997). So konnte ge-
zeigt werden, dass arteriosklerotisch verdnderte Gefidf3e in allen Gefdf3gebieten von T-Zellen und
Makrophagen infiltriert sind. Die Entziindungsreaktion ist im Bereich der lipidreichen Zonen in

den arteriosklerotischen Plaques am ausgeprégtesten.

Welche auslosenden Faktoren sind fiir die Entziindungsreaktion in arteriosklerostischen Gefaf3-
winden verantwortlich? Diskutiert wurde zum einen die pathologische Ablagerung von verédn-
dertem Lipid in der GefiBwand als Ausloser einer autoimmunen T-Zellantwort, zum anderen
Infektionserreger wie Herpesviren (Hajjar et al, 1986) und Chlamydien (Kuo et al, 1993; Wim-
mer et al, 1996; Jackson et al, 1997; Maass et al, 1997) mit konsekutiver Leukozyteninfiltration
im Rahmen der Infektabwehr. Der erste Erklarungsansatz wurde insbesondere von Ross favori-
siert (Ross, 1993a,b). Dessen Hypothese besagt, dass die Verletzung des Endothels und der
darunter liegenden glatten Muskelzellen unter dem Einflul der bekannten GefaBrisikofaktoren
wie Hypertonie, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie und Nikotinabusus zu einer verstérkten
Ablagerung von Lipidkomponenten fiihrt. Diese Lipidkomponenten insbesondere das LDL
(,,low density lipoprotein‘) unterliegen im weiteren Verlauf der Plaqueentwicklung einer chemi-

schen Modifikation u.a. durch Oxidierung (oxLDL). Aus normalem physiologischem LDL wird
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modifiziertes LDL (modLDL). ModLDL wiederum ist in der Lage die Migration von T-Zellen
und Monozyten zu induzieren (McMurray et al, 1993). ModLDL fiihrt dariiber hinaus auch
Induktion von Autoantikorpern (Rosenfeld et al, 1990; Salonen et al., 1992). Schlielich kommt
es unter dem EinfluB von modLDL auf verschiedenen Ebenen zu einer Dysfunktion von Immun-
zellen und wahrscheinlich zur Induktion von Autoimmunitit: So werden aus plaqueinfiltrieren-
den Monozyten durch Phagozytose von oxLDL Schaumzellen. Diese bilden zusammen mit T-
Zellen und glatten Muskelzellen das atheromatose Beet, aus dem sich durch fibroproliferative
Prozesse ein fibroser Plaque entwickeln kann (Rosenfeld et al, 1990). Offensichtlich spielt iiber
die unspezifische Makrophagenaktivierung durch Lipidphagozytose hinaus auch eine zellulire
autoimmune Komponente eine wichtige Rolle. Stemme und Mitarbeiter konnten aus arterioskle-
rotischen Plaques tatsdchlich T-Zellen isolieren, die in vitro spezifisch oxydiertes LDL als Anti-
gen erkannten (Stemme et al., 1995). Von anderen Autoren wird eine Immunantwort gegen
infektiose Erreger in der GefaBwand als Ursache der Entziindungsreaktion diskutiert. In Caro-
tisplaques konnten mit immunzytochemischen und molekularbiologischen Methoden tatsdchlich
Chlamydiae pneumoniae nachgewiesen werden (Yamashita et al., 1998; Esposito et al., 1999;
Mosorin et al., 2000). Aus diesen Plaques isolierte T-Zellen erkannten entsprechend Chlamy-
dienbestandteile als Antigen (Mosorin et al., 2000). Die Bedeutung von Chlamydien und anderen
Infektionserergern in der Pathophysiologie der Arteriosklerose ist allerdings insgesamt umstrit-
ten und wird von vielen Autoren als Epiphdnomen angesehen (Ahlbeck-Glader et al., 1999; Shor
& Phillips, 1999). Zusammenfassend stehen unsere qualitativen Befunde einer T-Zell- und
Makrophageninfiltration in den Carotisplaques in Einklang mit den in der Literatur berichteten
Entziindungsreaktionen in arteriosklerotischen GefdB3plaques anderer Gefafterritorien.

Unsere Befunde gehen allerdings iiber diesen allgemeinen Aspekt der Inflammation bei der

42



Arteriosklerose weit hinaus. Wir konnten zusétzlich durch quantitative Auswertung der Entziin-
dungsreaktion in Thrombendarterektomiepraparaten zeigen, dass der relative Flachenanteil von
Makrophagen an der gesamten Plaquefliche mit 18+10% bei innerhalb der letzten 4 Monate
symptomatischen Carotisstenosen signifikant héher war als bei asymptomatischen mit 11+4%
(p=0,005). Unsere Ergebnisse wurden unabhéngig von Bassiouny und Mitarbeitern (1997) besté-
tigt. Diese Arbeitsgruppe fand im Bereich der fibrosen Kappe eine dreifach hohere Makrophage-
ninfiltration bei symptomatischen im Vergleich zu asymptomatischen Carotisplaques. Um bei
der Analyse eine Beeinflussung durch eine Vorauswahl von besonders ,,interessierenden‘
Arealen weitestgehend zu vermeiden, stiitzte sich unsere Quantifizierung allerdings im Ge-
gensatz zur Arbeit von Bassiouny und Mitarbeitern auf den Gesamtgehalt von Entziindungs-
zellen in den Plaques durch Analyse von Schnitten alle 2 mm durch den Gesamtplaque. Wir
untersuchten also nicht die Ausdehnung der Entziindung an rupturierten Stellen oder am Ort
der hochsten Stenosierung. Damit wird der gefundene statistische Unterschied zwischen
symptomatischen und asymptomatischen Stenosen moglicherweise sogar unterschitzt, da die
spezielle Verteilung der Entziindungsreaktion aus methodischen Griinden (Vermeidung eines
Selektionsbias) in der Analyse unberiicksichtigt blieb. Die gefundene Assoziation zwischen
Plaqueinfiltration und rezenter Symptomatologie bestitigte sich auch bei der Zahlung von T-
Zellen mit 71,2+34,4 (symptomatisch) versus 40.5+31,4 (asymptomatisch) (im statistischen
Vergleich p=0.005) im Gesamtplaque. Wie nicht anders zu erwarten bei einem multifaktoriel-
len Geschehen, ergab sich beziiglich der Makrophagen- und T-Zell-Dichte eine gewisse
Uberlappung zwischen den asymptomatischen und symptomatischen Patienten. So fanden
wir einzelne klinisch instabile Patienten mit relativ spérlich infiltrierten Plaques. Auf der

anderen Seite konnten auch wenige klinisch stabile Patienten beobachtet werden, deren Pla-
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queinfiltrate sehr ausgepriagt waren. In einem Vergleich der Basisdaten der beiden Patienten-
kollektive zeigten sich allerdings keinerlei Unterschiede in der Altersstruktur, dem Anteil
von Minnern und Frauen und dem mittleren Stenosegrad (Tabelle 1), so dass ein Selektions-

bias, der diese ,,Ausreiser* erkldren konnte, ausgeschlossen ist.

Die Wertigkeit der Assoziation zwischen dem Ausmal} der Entziindungsreaktion und klini-
schen Indikatoren der Plaquedestablisierung konnte durch Vergleich mit den praoperativen
Mikroembolieraten weiter untermauert werden. Der Nachweis von Mikroembolien iiber der
ipsilateralen Arteria cerebri media ist hochpradiktiv flir das zukiinftige Auftreten von klinisch
fassbaren TIA's und Schlaganfillen (Siebler et al., 1992, 1993, 1994, 1995; Forteza et al.,
1996). Bei der Korrelationsanalyse ergab sich ein hochsignifikanter Zusammenhang zwi-
schen dem Flachenanteil von Makrophagen am Gesamtplaque und dem Prédoperativen Nach-
weis von Mikroembolien. Auch die Zahl der T-Zellen im Plaque war bei Mikroembolie-
positiven Patienten hoher als bei negativen, die Korrelationsanalyse ergab aber keine ausrei-
chende statistische Signifikanz, was wahrscheinlich auf die relativ niedrige Fallzahl zuriick-

zufihren ist.

Bei 32 Thrombendarterektomieprdparaten standen aus einer fritheren Untersuchung pathoa-
natomische Daten fiir die vergleichende Analyse mit der jetzt durchgefiihrten Quantifizierung
der Inflammation in den Plaques zur Verfiigung (Sitzer et al., 1995). Bereits bei einfacher
Betrachtung der Préparate fiel auf, dass die Makrophagen- und T-Zellinfiltration im athero-
matdsen Bereich der Plaques am stirksten ausgeprigt war. Der fibrose Anteil erschien weni-

ger Entziindungsreaktion zu zeigen. Dieser Unterschied bestétigte sich bei der quantitativen
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Auswertung und war statistisch sowohl fiir Makrophagen (p=0.0009) als auch fiir T-Zellen
signifikant (p = 0.045). In der Untersuchung von Sitzer und Mitarbeitern (1995) hatte sich ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem histopathologischen Nachweis von Ulzerationen
am Plaque, sowie von intravasalen Thromben zum vormaligen Auftreten von TIA's bzw.
kleineren abgelaufenen Schlaganfillen nach den NASCET-KTriterien ergeben. Die Bedeutung
der Plaqueulzeration als histopathologisches Korrelat der Plaquedestablisierung konnte un-
abhingig in mehreren Studien von anderen Arbeitsgruppen bestétigt werden (Avril et al.,
1991; Masawa et al., 1994; Carr et al., 1996, 1997; Ballotta et al., 2000). Die von Sitzer et al.
(1995) beschriebene Assoziation mit intravasaler Thrombenbildung bestétigte sich dabei
nicht. Die hier durchgefiihrte Korrelationsanalyse zwischen pathoanatomischen Merkmalen
der Plaquedestabilisierung (Ulzeration, Thrombenbildung) und dem Ausmal} der Entziin-
dungsreaktion im Gesamtplaque zeigte iiberraschenderweise keine statistisch signifikanten
Unterschiede in den einzelnen morphologisch definierten Plaquegruppen. Dies ist mogli-
cherweise auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass wir den Gesamtanteil der Entziindungsreak-
tion am Plaque und nicht den in einer ,,Region of interest* (hier Ort der Ulzeration) zur Kor-
relationsanalyse herangezogen haben, um einem unkontrollierten Selektionsbias zu entgehen.
Dariiber hinaus sind die Fallzahlen fiir derartige Subanalysen wahrscheinlich noch zu klein.
Tendenziell war der Makrophagenanteil in den ulzerierten Plaques hoher als in den nicht
ulzerierten. Letztere Befunde stimmen mit Untersuchungsergebnissen von Carr und Mitar-
beitern (1997) iiberein, die ebenfalls eine lokale Akkumulation von Makrophagen und T-
Zellen in rupturierten Bereichen von Carotisplaques beschrieben haben. Diese Untersuchung
enthielt jedoch im Gegensatz zu unserer Arbeit keinerlei Angaben und Analyse der Assozia-

tion von Inflammation zu klinischer Stabilitit bzw. Instabilitit. Auch beim akuten Coronar-
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syndrom in der Kardiologie 146t sich mit hoher VerldBlichkeit ein lokaler Entziindungspro-
zess nachweisen, der unabhidngig von der dominierenden Plaquemorphologie ist (Van der

Wal et al., 1994D).

Untersuchungen, die sich auf Thrombendarterektomiepréparate stiitzen, sind naturgeméaf nur
in der Lage eine punktuelle Analyse zu liefern, wodurch die zeitliche Dynamik des zugrun-
deliegenden pathogenetischen Prozesses auler Acht gelassen wird. Die Frage, ob die Entziin-
dung einer Plaqueruptur vorrangeht, oder vielmehr eine Folge der Ruptur im Sinne eines
Heilungsprozesses zur Wiederherstellung der GefaBintegritit ist, muss bei diesen Untersu-
chungen unbeantwortet bleiben. Zusammenfassend legen unsere Untersuchungergebnisse eine
wichtige pathophysiologische Rolle von T-Zellen und Makrophagen bei der Plaquedestabilisie-
rung extrakranieller Gefd3prozesse nahe, deren potentielle Effektormechanismen unter 4.3 und

deren klinische Implikationen unter 4.4 weiter diskutiert werden.

Unsere Befunde stehen im Einklang mit vergleichbaren Untersuchungsergebnissen in der Kar-
diologie. Anhand von Operationspraparaten bzw. Autopsiematerial von Patienten mit instabiler
Angina pectoris konnte ebenfalls eine signifikante Infiltration der Coronararterienwand durch T-
Zellen und Makrophagen nachgewiesen werden (Yeghiazarians et al., 2000). Die Ansammlung
von Infiltratzellen in der fibrosen Kappe der arteriosklerotischen Plaques wird auch hier wesent-
lich fiir die klinisch entscheidende Plaqueruptur (Davies & Thomas, 1985; Lendon et al., 1991;
Fuster et al., 1992, 1996; Moreno et al., 1994, 1996; Van der Wal et al., 1994; Neri Serneri et al.,
1997) und die konsekutive Gerinnungsaktivierung mit lokaler Thrombenbildung verantwortlich

gemacht (Fernandez-Ortiz et al., 1994; Boyll, 1997). Die Interpretierbarkeit der Ergebnisse
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hinsichtlich der Rolle von Entziindungsreaktionen bei der Destabilisierung von Coronarprozes-
sen ist allerdings dadurch eingeschrinkt, dass Operationsmaterial einer klinisch asymptomati-
schen Kontrollgruppe mit vergleichbarem Coronarstenosegrad naturgeméf nicht zur Verfligung
steht. Insofern weist die Untersuchung des Carotissystems hier einen einzigartigen Vorteil auf,
indem es einen direkten Vergleich vormals symptomatischer mit asymptomatischen Carotispro-

zessen gleichen Stenosegrads erlaubt.

4.2 Die Zelladhisionsmolekiile VCAM-1 und ICAM-1 als ,,Vehikel*“ der Leukozyteninfilt-

ration in der Gefafiwand

Die Infiltration von Leukozyten ins Gewebe wird durch Zelladhdsionsmolekiile vermittelt
(Springer et al., 1990). Wihrend im Blutstrom zirkulierende Leukozyten die Liganden konsti-
tutiv exprimieren, miissen die als Rezeptoren fiir die Adhésion und transendotheliale Migra-
tion dienenden Zelladhédsionsmolekiile wie VCAM-1 und ICAM-1 erst durch Zytokinstimu-
lation auf der Endotheloberfliche induziert werden. Wir fanden sowohl bei symptomatischen
als auch bei asymptomatischen Carotisplaques eine Expression von ICAM-1 auf der lumina-
len Oberflache des Plaqueendothels einerseits und auf den Endothelien der Vasa vasorum
andererseits. Wéahrend DeGraba und Mitarbeiter (1998) iiber eine verstirkte endotheliale
Expression von ICAM-1 an der Oberflache symptomatischer im Vergleich zu asymptomati-
schen Carotisplaques berichteten, war es in unserer Untersuchung nicht moglich, das Ausmaf3
der ICAM-1 und VCAM-1-Expression verlaflich zu quantifizieren. Dies lag zum einen an
der diffusen Verteilung innerhalb der Plaques und zum anderen an dem im Vergleich zur T-

Zell- und Makrophagenfarbung schwécheren immunzytochemischen Farbesignal. Qualitativ
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fand sich VCAM-1 endothelial im Bereich kleiner Blutgefile in der fibrosen Kappe der
Plaques und hier hiufig in Verbindung mit perivaskuldren T-Zellinfiltraten. Zusitzlich fand
sich eine massive Expression von VCAM-1 auf glatten Muskelzellen. Ein dhnliches Vertei-
lungsmuster von ICAM-1 und VCAM-1 wurde an arteriosklerotisch verdnderten Coronarar-
terien beschrieben (Poston et al., 1992; Davies et al., 1993; O’Brien et al, 1993, 1996; Van
der Wal et al, 1994; Braun et al., 1995). VCAM-1 vermittelt die Adhdrenz von T-Zellen an
humane Endothelzellen (Carlos et al., 1990). Im Tierversuchen fiihrte eine atherogene Diét
zu einer verstirkten endothelialen Expression von VCAM-1 wihrend der Atherogenese, was
wahrscheinlich zu der beobachteten Zellinfiltration in arteriosklerotisch verdnderte Gefal3-
winde beitrigt (Cybulsky & Gimbrone, 1991; Li et al, 1993). Die funktionelle Bedeutung der
Expression von VCAM-1 auf glatten Muskelzellen in arteriosklerotischen Plaques ist bislang
unklar. VCAM-1 spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Aktivierung glatter Mus-
kelzellen und in der Repairphase nach GefaBldasionen (Oguchi et al., 2000). Die Blockierung
von VCAM-1 im Tierexperiment durch Antikérper fiihrte zu einer drastischen Reduktion der
Makrophageninfiltration und Neointimaformation nach periadventitieller Verletzung der
Arteria carotis. VCAM-1 kann dariiber hinaus als kostimulatorisches Molekiil zur Restimu-
lation und Proliferation von T-Zellen beitragen (Burkly et al., 1991). In vitro-Untersuchungen
haben allerdings gezeigt, dass humane vaskuldre glatte Muskelzellen im Gegensatz zu Endo-

thelzellen, T-Zellen in der Proliferation eher hemmen (Murray et al., 1995).
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4.3 T-Zell- und Makrophagenmediatoren mit potentiell pathophysiologischer Bedeu-

tung bei der Plaquedestabilisierung: Matrixmetalloproteinasen und Tissue-Faktor

Worin konnte das Bindeglied zwischen der Entziindungsreaktion in der GefiBwand von Caro-
tisstenosen, dem Entstehen einer Plaqueulzeration und der Aktivierung des Gerinnungssystems
an der GefaBwand mit konsekutiver Embolisation ins Hirngewebe bestehen? Von T-Zellen
gebildete Zytokine, wie das Interferon-y, konnen Makrophagen so aktivieren (Hansson et al,
1989; Del Prete et al, 1995), dass diese matrixabbauende Metalloproteinasen (MMP) (Henney et
al, 1991; Galis et al, 1994) und den prothrombotisch wirkenden Immunmediator Tissue Faktor
(TF) produzieren (Wilcox et al, 1989; Moreno et al, 1996). MMPs bauen Bestandteile der
Extrazellularmatrix ab und kénnen damit potentiell die fibrose Kappe eines Plaques zur Ruptur
pradsiponieren. Entsprechend konnten Henney und Mitarbeiter (1991) die MMP Stromelysin in
glatten Muskelzellen und in Makrophagen/Schaumzellen in arteriosklerotisch verdnderten Ge-
falplaques nachweisen. In einer anderen Studie wurde die Expression weiterer MMPs, der inter-
stitiellen Kollagenase MMP 1 (Funktion: Abbau von fibrillirem Kollagen) und der Gelatinasen
MMP 2 und 9 (Funktion: Abbau von Kollagenen, Elastin) in humanen arteriosklerotischen
Plaques und gesunden Arterien untersucht (Galis et al, 1994). Dabei zeigte sich eine funktionelle
Aktivitit in arteriosklerotischen, jedoch nicht in den gesunden Gewebeproben. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dal3 eine erhohte Makrophagendichte und —aktivitdt durch Sekretion von MMP
mit Umbau der fibrosen Deckplatte vermehrt zu Plaquerupturen fiihren kann (Shah et al, 1995;
Nikkari et al., 1995; Halpert et al 1996). Auf das Carotissystem bezogen konnte die Arbeitsgrup-
pe um Loftus in einer rezenten Arbeit die besondere Rolle von MMP 9 belegen (Loftus et al.,

2000). Die Konzentration von biologisch aktivem MMP 9 war in der Gefalwand symptomati-
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scher Carotisstenosen gegeniiber asymptomatischen drastisch erhoht. Die MMP 9-Aktivitit
konzentrierte sich im Bereich der entziindlichen Infiltrate und war sowohl extrazelluldr als auch
intrazelluldr in Makrophagen nachweisbar, was die in unserer Arbeit prognostizierte pathophysi-
ologische Bedeutung der Entziindungsreaktion flir die Destabilisierung von Carotisstenosen
weiter untermauert.

Die Entziindungreaktion konnte noch an einer zweiten Stelle eine kritische Bedeutung in der
Plaquedestablisierung haben. Der Tissue Factor (TF) ist ein membrangebundenes Glykoprotein,
der tliber die Bindung an aktivierten Faktor VII direkt in das Blutgerinnungssystems eingreifen
kann und die Thrombenbildung fordert (Toschi et al., 1995; Thiruvikraman et al., 1996; Tremoli
et al., 1999). Damit ist TF ein Kandidatenmolekiil, das eine Verbindung zwischen der Entziin-
dungreaktion im Plaque einerseits und der Entstehung von arteriellen Thrombembolien an der
Plaqueoberfliche andererseits herstellen konnte (Mach et al., 1997). T-Zellen und Makrophagen
sind eine wichtige Quelle von TF (Del Prete et al., 1995; Camerer et al., 1996). In einer durch die
hier vorgelegte Untersuchung zur T-Zell- und Makrophageninfiltration bei Carotisprozessen
inspirierten weiteren Doktorarbeit in der Arbeitsgruppe konnte zwischenzeitlich tatsdchlich ein
statistisch hochsignifikanter Zusammenhang zwischen dem Ausmall der TF-Expression im
Plaque und klinischen Zeichen der Destabilisierung von Carotisstenosen gezeigt werden (Wendt,

Dissertation an der HHU in Vorbereitung).

50



4.4 Klinischer Ausblick

Derzeit ist die Thrombendarterektomie der Goldstandard der Therapie bei hohergradigen (>70%)
symptomatischen Carotisstenosen. Der {iber viele Jahre anhaltende klinische Nutzen der Throm-
bendarterektomie ist durch zahlreiche Studien belegt, aber kritisch von einer niedrigen periopera-
tiven Komplikationsrate abhédngig, die unter 8% liegen sollte (Barnett und Meldrum, 2000). Bei
den niedriggradigeren symptomatischen und den asymptomatischen Stenosen ist das Risi-
ko/Nutzenverhéltnis wesentlich ungiinster und das Vorgehen operativ versus konservativ um-
stritten (CASANOVA, 1991; Rothwell und Warlow, 1999; Barnett und Meldrum, 2000). Wegen
dieses relativ schmalen therapeutischen Korridors kommt einer Verbesserung der konservativen
Therapie eine besondere Bedeutung zu. Aufgrund der hier beschriebenen Korrelation zwischen
Inflammation und Plaquedestabilierung und weiteren Hinweisen fiir plaquedestabilisierende
Faktoren aus der Literatur (Matrixmetalloproteinasen) (Loftus et al., 2000; Golledge et al., 2000)
erscheint es denkbar, pharmakologisch die Progression arteriosklerotischer Prozesse zu verzo-
gern und insbesondere die Konversion einer asymptomatischen in eine symptomatische Stenose
zu beeinflussen. Dazu gibt es bereits erste Hinweise mit bewéhrten Pharmaka, deren priaventive
Wirkung allerdings bislang nicht vor dem Hintergrund ihres antiinflammatorischen Effekts
diskutiert wurde. Acetylsalizylsdure senkt das Risiko weiterer ischdmischer Episoden bei Patien-
ten mit TIA's bzw. leichteren Schlaganfillen um etwa ein Viertel (Antiplatelet Trialists” Colla-
boration, 1994; Easton et al., 1999). Dieser Effekt wurde bislang allein auf die Verminderung
der Plittchenaggregation zuriickgefiihrt. ASS wirkt dariiber hinaus aber auch antiinflammato-
risch durch Blockierung der Synthese proinflammatorischer Zytokine (Hachicha et al., 1999).

Statine senken das Schlaganfallrisiko und die Héufigkeit von TIAs bei Patienten mit koronarer
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Herzkrankheit um 30% (Blauw et al., 1997; Hess et al., 2000). Dieser Effekt wurde zunéchst auf
deren cholesterinsenkenden Effekt {iber die Hemmung der HMG-CoA-Reduktase, dem Schliis-
selenzym der Cholesterinsynthese, zuriickgefiihrt. Die Subgruppenanalyse zeigte aber, dass die
protektive Wirkung unabhiingig vom Ausgangscholesterinwert war und auch Patienten mit
Normwerten profitierten. Moglicherweise beruht der therapeutische Effekt auf den immunmo-
dulatorischen  Eigenschaften von Statinen (McPherson et al., 1993; Hess et al., 2000). Die
lipophilen Statine, Fluvastatin und Simvastatin hemmen die Expression von Tissue-Faktor in
Makrophagen (Colli et al., 1997), reduzieren die Sekretion der Matrixmetalloproteinase-9 (Bel-
losta et al., 1998) und inhibieren die CD11b-vermittelte Adhdsion von Monozyten an Gefaf3en-
dothelien (Weber et al., 1997). Damit ist ein direkter Einfluss der Statine auf die in der vorlie-
genden Arbeit gezeigten und diskutierten inflammatorischen Prozesse in der Gefiallwand von
Carotisarterien naheliegend. Antiinflammatorische Therapiestrategien werden mit hoher Wahr-
scheinlichkeit in der Zukunft neben der Operation und der Antikoagulation eine wichtige Rolle

in der Sekundérprophylaxe thrombembolischer cerebrovaskulérer Ereignisse spielen.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Stenosen der Arteria carotis interna (ACI) sind eine hiufige Ursache cerebraler Durchblutungs-
storungen hervorgerufen durch lokal induzierte Thrombembolien. Dabei ist das Schlaganfallrisi-
ko einer ACI-Stenose nicht allein vom Stenosegrad, sondern wesentlich von bisher unbekannten
molekularen Faktoren im Plaque selbst abhéingig, die passager eine chronische Arteriosklerose
in einen gefdhrlichen instabilen GefaBprozess mit hohem Schlaganfallrisiko verwandeln. Die
pathophysiologische Rolle von Entziindungsprozessen in der allgemeinen Arterioskleroseent-
wicklung ist allgemein anerkannt, deren funktionelle Rolle bei der Destabilisierung von Gefd3-
prozessen aber weitgehend unklar. In der vorliegenden Untersuchung konnten wir erstmalig am
System der Arteria carotis interna zeigen, dass das Ausmal} der entziindlichen Infiltration im

Plaque mit klinischen und paraklinischen Merkmalen der Plaqueinstabilitit korreliert.

Hierzu wurden Paraffinschnitte von 37 Thrombendarterektomiepriaparaten der ACI mittels der
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Methode mit Antikdpern gegen ein Makrophagenantigen
(CD68), T-Zellen (CD3), das HLA-DR-Antigen und gegen die Zelladhdsionsmolekiile VCAM-1
und ICAM-1 gefarbt. Pro Plaque wurde in 2mm Abstéinden etwa 11 Schnitte analysiert um einen
reprasentativen Querschnitt iiber den Gesamtplaque zu erhalten und einen Selektionsbias zu
vermeiden. Dabei wurde das Farbemuster zwischen zuvor symptomatischen Patienten (n=21)
mit dem zuvor asymptomatischer Patienten (n= 16) verglichen. Dariiber hinaus erfolgte eine
Quantifizierung der Makrophageninfiltration mit Hilfe der computergestiitzten Planimetrie, T-
Zellinfiltrate wurden einzeln ausgezahlt. Die Eingruppierung in die Gruppe der symptomatischen

bzw. asymptomatischen Carotisstenosen erfolgte klinisch nach den international anerkannten
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NASCET-KTriterien. Als zusétzlicher Parameter der Instabilitidt wurde die Mikroemboliedetekti-
on mittels transkranieller Dopplersonographie herangezogen. Die quantitative Auswertung er-
gab, dass der prozentuale Anteil makrophagenreicher Areale und die Anzahl der T-Zellen pro
Schnittfliche in mm” bei den symptomatischen Patienten signifikant groBer war als bei den
asymptomatischen (Makrophagen: 18+10% gegen 114+4%, p=0,005; T-Zellen: 71,2+34,4 mm’
gegen 40,5£31,4 mm®, p=0,005). Der Nachweis von Mikroembolien als paraklinischem Surro-
gatmarker der Plaqueinstabilitit war ebenfalls mit einem statistisch signifikant erhohten
Makrophagenanteil assoziiert. Makrophagen- (19+10% gegen 9+3%, p=0.0009) und T-
Zellinfiltration (71.5+39.0 mm” gegen 46,4+22 mm?, p=0.045) waren in atheromatdsen Plaques

starker ausgeprigt als in fibrosen. Eine Korrelation zur pathoanatomischen Merkmalen der Pla-
queinstabilitidt wie Plaqueulzeration und Thrombenbildung zeigte sich nicht. In den Plaques fand
sich dariiber hinaus eine deutliche Expression von HLA-DR-Molekiilen und den Zelladhésions-

molekiilen VCAM-1 und ICAM-1.

Zusammenfassend sprechen unsere Befunde fiir eine pathophysiologische Rolle plaqueinfiltrie-
render Makrophagen und T-Zellen bei der klinischen Destabilisierung von hochgradigen Steno-
sen der ACI. Matrixmetalloproteinasen und der Tissue-Faktor sind Makrophagen- und T-
Zellprodukte, die als molekulare Mediatoren der Plaquedestabilisierung von Carotisstenosen in
Betracht kommen. Weitere Untersuchungen der zugrundeliegenden Effektormechanismen fiih-
ren moglicherweise zu neuen antiinflammatorischen Behandlungsstrategien in der Sekundérpro-

phylaxe cerebraler Durchblutungsstdrungen.
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