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A Einleitung

A Einleitung

Die Moyamoya-Krankheit (Engl.: Moyamoya Disease, kurz: Moyamoya oder
MMD) ist eine chronische zerebrovaskulare Krankheit, charakterisiert durch fort-
schreitende bilaterale Verengung (Stenosierung) und/oder Verschluss
(Okklusion) groRRer intrakranieller Arterien sowie ein ausgedehntes Netzwerk
aus KollateralgefalRen (,MMD-Gefalie®) an der Basis des Gehirns (s. Abb.1) [6].
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die DNS bei MMD-Erkrankten im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen auf Polymorphismen im Genbereich
ausgewahlter Zytokine untersucht und ein moglicher Bezug zur bislang
ungeklarten Atiopathogenese der Krankheit hergestelit.

Nach einem informativen Uberblick Uber die Krankheit Moyamoya unter
Einbezug aktueller Forschungserkenntnisse und einer detaillierten Darstellung
bzgl. der untersuchten Zytokine, folgt die Darlegung und Diskussion der

Untersuchungen.

Abb. 1. Angiographische Darstellung der linken Arteria carotis interna (ACI)
eines 25-jahrigen Patienten mit MMD-Krankheit in lateraler Projektion (links)
und anteroposteriorer Projektion (rechts). Erkennbar sind Stenosen im dista-
len Bereich der ACI, in den proximalen Anteilen der Arteria cerebri media
(MCA) und der Arteria cerebri anterior (ACA).

Quelle: modifiziert nach (Bacigaluppi, Dehdashti et al. 2009) [7]
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1. Moyamoya-Krankheit

1.1. Geschichte

Erstmals beschrieben wurde MMD im Jahre 1957 als “hypogenesis of bilateral
internal carotid arteries“ von Takeuchi und Shimizu basierend auf der spezi-
fischen intrakraniellen vaskularen Morphologie der Krankheit [8]. Es folgten
weitere Beschreibungen in den nachfolgenden Jahren, wie z.b. “kapillare diffuse
zerebrale Angioektasie” von Krayenbuhl and Yasargil im Jahre 1965 [9].

Erst im Jahre 1969 pragten Suzuki und Takaku die Bezeichnung ,Moyamoya®“.
Diese Bezeichnung bedeutet frei Ubersetzt aus dem Japanischen etwas, wie
,2der in die Luft ausgeblasene Rauch einer Zigarette“ und beschreibt damit
zutreffend die angiographische Darstellung der Krankheit, welche durch eine
Vielzahl an Gefal3kollateralen speziell an der Basis des Gehirns ein wolkiges,
nebliges Bild aufweist [10].

Neben der heute gelaufigen Bezeichnung ,Moyamoya“ existiert noch die
seltener benutzte, offizielle Bezeichnung der Krankheit “Spontaneous occlusion
of the circle of Willis” [11], nach welcher das 1977 vom japanischen Ministerium
fur Gesundheit und Soziales (Engl.: Ministry of Health and Welfare) gegriindete
Komitee ,Research Committee on the Spontaneous Occlusion of the Circle of
Willis (MMD Disease)“ benannt wurde [12].

Wie auch viele andere Arbeitsgruppen ist dieses Komitee involviert in
Forschungen bezlglich bislang ungeklarter Fragen tber MMD, wie z.b. im

Bereich Atiologie und Epidemiologie.

1.2. Epidemiologie

Seit dem ersten Bericht iber MMD im Jahre 1957 in Japan, folgten Berichte

Uber MMD weltweit, u.a. auch tGber Personen europdaischer und amerikanischer
Herkunft.
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Der anfanglich vertretene Irrglaube MMD sei als Krankheit auf die japanische
Abstammung oder allgemein eine asiatische Abstammung begrenzt, konnte
damit bald widerlegt werden [6, 13, 14].

Auf Grund der geringen Gesamtinzidenz, variabler Studiendesigns und falsch
positiver oder falsch negativer Diagnosen gibt es nur verhaltnismalig wenige
epidemiologische Berichte tber MMD, die zudem in ihren Ergebnissen teilweise
stark divergieren.

Im Folgenden soll daher ein grober Uberblick tiber den momentanen Wissens-
stand diesbezuglich dargestellt werden.

MMD hat die hochste Inzidenz im asiatischen Raum, speziell in Japan, mit
anndhernd einem Betroffenem pro eine Million Personen pro Jahr. In Europa
hingegen finden sich Schéatzungen zu Folge nur ein zehntel so viele Betroffene
[15].

In epidemiologischen Untersuchungen fanden sich nach Schatzungen des
,Research Committee on MMD Disease” in Japan fur das Jahr 2003 und 2004
circa 7500 bis 7700 behandelte Personen [16, 17].

Dies entspricht anndherungsweise einer Verdopplung der Behandelten bezo-
gen auf die davor liegenden zehn Jahre, wie Untersuchungen aus dem Jahre
1994 zeigen mit einer Anzahl von ca. 3900 Behandelten [16]. Insgesamt l&sst
sich seit der ersten Japan-weit durchgefihrten epidemiologischen Unter-
suchung im Jahre 1986 eine stetige Zunahme der Behandelten vermerken, was
sich nach Kuriyama et al. nicht nur Uber verbesserte diagnostische Methoden
erklaren lasst (s. Abb. 2) [16].
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Abb. 2: Anzahl von MMD-Fallen im zeitlichen Verlauf in Japan.

Quelle: (Kuriyama, Kusaka et al. 2008) [16]

Nach Wakai et al. finden sich fur das Jahr 1995 Pravalenz- und Inzidenzraten
von 3,16 und 0,35 pro 100 000 Personen pro Jahr in Japan [18].

Kuriyama et al. berichteten fir das Jahr 2003 hingegen Uber eine Inzidenzrate
von 0,54 pro 100 000 Personen pro Jahr, wobei sich diese Zunahme nicht mit
Sicherheit nur auf eine erhdhte Inzidenz zurickfihren lasst. Die Anzahl der
erfassten Personen und die besseren Erfassungsmaoglichkeiten missen hierbei
ebenfalls bedacht werden [16].

Eine fUr das Jahr 2005 durchgefiihrte Studie von Baba et al. auf der Insel
Hokkaido zeigte, verglichen mit den Daten von Wakai et al., eine 3fach erhthte
Inzidenzrate mit 0,94 pro 100 000 Personen pro Jahr und eine Pravalenz von
10,5 pro 100 000 Personen pro Jahr [19].

Bei Untersuchungen aus den USA (Washington und Kalifornien) von Uchino et
al. im Jahr 2005 zeigte sich eine signifikant geringere Inzidenzrate von 0,084
pro 100 000 Personen pro Jahr auf Grund der ethnischen Abstammung. Die
Inzidenzrate unter Amerikanern asiatischer Abstammung zeigte jedoch ver-
gleichbare Ergebnisse zu den Untersuchungen von Wakai et al. in Japan mit
0,28 pro 100 000 Personen pro Jahr [20].

Zusammenfassend scheint eine Festlegung auf spezifische Inzidenzraten fur

MMD bezogen auf verschiedene ethnische Gruppen momentan nicht mdglich
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auf Grund der zu geringen Datenlage. Es scheint jedoch insgesamt eine
Tendenz zur Zunahme der Inzidenz absehbar.

In der Altersverteilung von MMD zeigt sich, wie aus Abbildung 3 ersichtlich

(s. u.), eine Verteilung Uber alle Altersstufen mit zwei Peaks, bei Kindern unter
zehn Jahren als juveniler Typ und bei Erwachsenen zwischen 25-49 Jahren als
adulter Typ. Die Angabe bezlglich der am haufigsten betroffenen Altersgruppe
bei Erwachsenen variiert in der Literatur jedoch leicht, abhéngig von der
jeweiligen Studie [12, 18]. Ebenso aus Abbildung 3 ersichtlich, findet sich MMD
gehauft bei Frauen. Sie sind fast doppelt so haufig betroffen wie Manner mit
einem Verhaltnis von 1,8:1 [16].

120
m Men O Women

80

Numberof Patients

Age (years)

Abb. 3: Altersverteilung bei Krankheitsausbruch von MMD in Japan (2003-
2007). Quelle: modifiziert nach (Oki, Hoshino et al. 2008) [21]

Bei Untersuchungen von Wakai et al. [18] waren 48% der Patienten bei
Krankheitsausbruch jlinger als zehn Jahre. Auch wenn bei Untersuchungen von
Baba et al. [19] nur 15,1% der Patienten bei Krankheitsausbruch jinger als

zehn Jahre waren, ist MMD dennoch mit einer Pravalenz von circa drei
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Erkrankten pro 100 000 Kinder die haufigste padiatrische zerebrovaskulare
Krankheit in Japan [2].

Gehauft findet sich bei MMD eine positive Familienanamnese, wobei sich in der
Literatur relative Haufigkeiten von 6 bis zu mehr als 12% finden, bezogen auf
das in der jeweiligen Studie berucksichtigte Patientenkollektiv [16, 22-24]. Aus
Untersuchungen von Nanba et al. und Kuroda et al. ging hervor, dass Frauen
bei familiaren Fallen im Vergleich zu sporadischen Fallen noch haufiger
betroffen sind als M&nner mit einer Rate von 5:1 und, dass das mittlere Alter bei
Krankheitsausbruch um ein Vielfaches niedriger ist. V.a. Betroffene der 2.
Generation wiesen ein signifikant niedrigeres Alter bei Krankheitsausbruch auf
als Betroffene der 1. Generation, was den beiden oben genannten Unter-

suchungsgruppen zu Folge auf genetische Antizipation hindeutet [25, 26].

1.3. Atiologie

Trotz intensiver Forschungen u.a. seit 1977 durch das o0.g. “Japanese Research
Committee on Spontaneous Occlusion of the Circle of Willis” ist die Ursache
von MMD immer noch ungeklart.

Die Tatsache, dass MMD bevorzugt in der asiatischen, speziell der
japanischen, Bevdlkerung [18, 27] und mit einer gehauften intrafamiliaren
Inzidenz auftritt, legt die Vermutung nahe, dass vererbbare endogene
genetische Faktoren &tiologisch von Bedeutung sind. Hierfur spricht auch die
gehaufte Koinzidenz von MMD mit anderen genetisch verursachten
Krankheiten, wie z.b. Trisomie 21 oder Neurofiboromatose Typ 1 [28-30].

Unter Annahme einer genetischen Ursache von MMD wurden bereits vielféltige
genetische Studien durchgefuhrt, in welchen Zusammenhange mit Loci der
Chromosomen 3,6,8 und 17, sowie mit spezifischen HLA Haplotypen,
nachgewiesen werden konnten [31-36].

So waren z.b. nichtparametrische Kopplungsanalysen von lkeda et al.
hinweisend auf die genetische Region 3p24.2-p26, in welcher u.a. Gene liegen,

welche mit dem Marfan-Syndrom assoziiert sind [31].
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Inoue et al. konnten Uber eine Kopplungsanalyse mit Mikrosatellitenmarkern
positive Ergebnisse im Bereich der Lokalisation des HLA-Gens auf Chromosom
6 aufweisen [33] und Sakurai et al. im Bereich 8923, welches nahe der Region
von TIEG (Transforming Growth Factor Beta Inducible Early Growth Response),
einem durch TGF-B induzierbarem Transkriptionsfaktor, liegt [34].

Auf Grund der gehauften Koinzidenz von MMD und Neurofibromatose Typ 1
(NF1), untersuchten Yamauchi et al. in einer Kopplungsanalyse Chromosom
17, auf welchem sich u.a. die entsprechende Region des NF1-Gens befindet.
Hierbei zeigten sich Hinweise, dass ein fur MMD verantwortliches Gen in der
Region 17925 lokalisiert ist [37].

Auch bei Kang et al. fanden sich Hinweise fur ein mdgliches Kandidatengen flr
MMD auf Chromosom 17. Sie konnten durch Untersuchung mehrerer SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms, dt.: Einzelbasenmutationen) bei DNS von elf
koreanischen MMD-Erkrankten einen Polymorphismus im Bereich der
Promotorregion des TIMP-(Tissue Inhibitor of Metallo-Proteinase)2-Gens in der
Region 17925 nachweisen [38].

Die Wichtigkeit von TIMPs und anderen regulierenden Molekilen des Kdorpers,
wie z.b. dem oben erwéhnten TIEG bzw. dessen vorgeschaltetem Zytokin TGF-
B, zeigt sich bei entsprechenden Expressionsuntersuchungen, welche
gegebenenfalls eine verédnderte Expression eines dieser Molekile bei MMD-
Erkrankten nachweisen kénnen. Mit dem Wissen Uber die eigentliche Funktion
des entsprechenden, als verandert festgestellten Molekils lassen sich damit
maogliche Hinweise auf die ebenfalls noch ungeklarte Pathogenese und damit
riickwirkend Hinweise auf die Atiologie der Krankheit ableiten.

Weitere Untersuchungen und Theorien bezlglich pathogenetisch relevant
erscheinender Biomolekile und entsprechender Expressionsuntersuchungen
werden im Abschnitt A.3. (Hintergrund und Zielsetzung der Studie) genauer
dargelegt.

Der von Kang et al. untersuchte Polymorphismus auf Chromosom 17 bei elf
koreanischen MMD-Patienten konnte bei Untersuchungen von Mineharu et al.
mit DNS von 52 MMD-Patienten japanischer Herkunft leider nicht bestétigt

werden. Allerdings konnte in der Studie von Mineharu et al. mit Hilfe einer
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parametrischen genomweiten Kopplungsanalyse und Einsatz von 17
zusatzlichen Mikrosatellitenmarkern die ROI (Region Of Interest) auf dem Chro-
mosom weiter eingeschrankt werden auf den Bereich 17g25.3 [39]. Zudem
weist diese Studie bei familiaren Fallen auf einen autosomal-dominanten
Vererbungsgang mit inkompletter Penetranz hin. Demgegentuber wird jedoch
auch ein polygener Vererbungsmodus viel diskutiert [39].

In einem bis dato einzigartigen Ansatz tUber diverse Kopplungs- und Assozia-
tionsstudien konnten Guo et al. die erste Genmutation bei MMD im Bereich des
Chromosoms 10023-24 lokalisieren. In diesem Bereich befindet sich das
ACTA2-Gen, welches als spezifische alpha-Actin-Isoform eine Hauptkompo-
nente des kontraktilen Apparats in glatten Gefalmuskelzellen (Engl.: vascular
Smooth Muscle Cells, kurz: vSMCs) im arteriellen GefaRsystem darstellt. Die
Studien ergaben, dass heterozygote ACTAZ2-Mutation pradisponiert flr eine
Vielzahl an Gefallkrankheiten, wie z.b. familiare Aortenaneurysmen und -
dissektionen und MMD [40, 41]. Weitere Nachweise der Mutation speziell in
Zusammenhang mit MMD sind jedoch noch ausstehend.

Trotz der vielen Hinweise auf eine genetische Ursache von MMD, scheinen
auch exogene Faktoren bei der Genese von MMD mitbeteiligt zu sein. So
ergaben z.b. Untersuchungen von Tanghetti et. al. nur einen Betroffenen bei
eineiigen Zwillingen, was fir eine multifaktorielle Genese mit genetischer
Pradisposition und auslésenden exogenen Faktoren spricht [42].

Bezlglich dieser auslosenden exogenen Faktoren gibt es diverse Unter-
suchungen, die u.a. auf die mogliche Beteiligung von Infektionen hinweisen, wie
z.b. eine Infektion durch das Epstein-Barr-Virus oder auch Propionibacterium
acnes [43, 44].

Ein weiterer atiologisch zu bertcksichtigender Faktor ist eine stattgehabte
Bestrahlung im Kopf-/Hals-Bereich, wie Ullrich et. al. zeigen konnten. Von 345
Patienten mit Zustand nach Bestrahlung im Kopfbereich konnte bei zwolf
Patienten MMD als neu aufgetreten nachgewiesen werden, was einer
Pravalenz von 3,5% entspricht. Es besteht somit nach Ullrich et al. ein erhéhtes
Risiko fir MMD durch Bestrahlung im Kopf-/Hals-Bereich gegeniber der

Allgemeinbevolkerung, was sich jedoch auf Grund der unklaren Datenlage
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bezlglich der Pravalenz von Moyamoya in der Allgemeinbevolkerung nur
schwer prozentual spezifizieren lasst. Zudem konnten Ullrich et al. eine positive
Korrelation zwischen Energiedosis bei der Bestrahlung und Pravalenz von
MMD nachweisen, was ebenfalls auf ein héheres Risiko fur die Entwicklung von
MMD durch Bestrahlung hinweist [45].

Zusammenfassend bleibt zu vermerken, dass der genetische Ansatz zur
Klarung der Atiologie von MMD zwar viel versprechend erscheint, aber weg-
weisende Ergebnisse noch ausstehen. Es bedarf damit weiterer Studien, um
zukinftig durch ein besseres Ursachenverstandnis eine optimierte Behandlung
und vielleicht sogar eine Heilung zu erméglichen und somit die Prognose der

Erkrankung zu verbessern.

1.4. Pathogenese und Histologie

Hinweisend auf die Erkrankung MMD sind Stenosen bzw. Okklusionen v.a. im
distalen Bereich der grof3en inneren Halsschlagadern, Aa. carotides internae,
und der nachfolgenden GefalRe an der Basis des Gehirns, Circulus Wilisii und
v.a. Aa. cerebri anteriores und mediae (s. Abb. 4). Zudem sind multiple Gefal3-
kollateralen bevorzugt an der Basis des Gehirns ein typisches Merkmal von
MMD.

Abb. 4: Autopsie-Prapa-
rat des Circulus Wilisii
von einem Patienten mit
MMD. Dargestellt ist die
Stenosierung beider Aa.
cerebri mediae mit star-
kerer Auspragung auf
der rechten Seite (Pfeil).
Quelle: (Scott and Smith
2009) [2]
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Die Stenosen werden histopathologisch durch eine langsame, stetige Ver-
dickung der Tunica intima (kurz: Intima) verursacht, welcher wiederum eine
Vielzahl mikroskopisch und immunhistochemisch nachweisbarer Prozesse zu
Grunde liegt.

Hierzu gehoren eine exzentrische fibrozellulare Hyperplasie der Intima mit proli-
ferierenden glatten Muskelzellen (Engl.: Smooth Muscle Cells, kurz: SMCs),

eine unregelméalig gewundene und teilweise duplizierte oder auch unter-

brochene Lamina elastica interna sowie eine Ausdinnung der Tunica media
(kurz: Media) (s. Abb. 5) [46-48].

Abb. 5: Schnittpraparat der ACI rechts eines 14-jahrigen Madchens mit
MMD (Elastica-van-Gieson-Farbung). Durch die exzentrische Verdickung
der Intima ist das Lumen des GefalRes stark eingeengt. Die verdickte
Intima besteht aus 2 Schichten mit einer neu gebildeten, Ubermafig
gewundenen Lamina elastica interna dazwischen. Aufgelagert auf die
verdickte Intima findet sich zusatzlich ein frischer Fibrinthrombus.
Quelle: (Ikezaki 2001) [49]

Die Herkunft der intimalen SMCs ist noch nicht vollstéandig geklart. Sowohl eine
Migration von medialen SMCs in die Intima als auch ein ,Homing“ zirkulierender
Stammzellen aus dem Knochenmark im Bereich der betroffenen Gefal3e mit

nachfolgender Differenzierung wird diskutiert [48, 50].

10
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Weitere wichtige Merkmale bei den oben beschriebenen Veranderungen der
verschiedenen GefalRwandschichten scheinen Mechanismen wie Apoptose und
Inflammation zu sein. Als Hinweis flr Apoptose findet sich eine erhdhte Expres-
sion von Caspase-3-Spaltstiicken [51] und als Hinweis auf eine inflammato-
rische Komponente und Endothelaktivierung finden sich lumennah in der
pathologisch veranderten Intima Makrophagen und T-Zellen (s. Abb. 6) [52],

sowie eine erhohte Interleukin-1B- und Prostaglandin E,-Produktion [53, 54].

Abb. 6: Elektronenmikroskopische Darstellung eines im Rahmen einer
Bypass-Operation gewonnenen Exzidats der MCA einer 22-jahrigen Frau
mit MMD. Dargestellt ist die typische Intimahyperplasie mit SMCs (roter
Pfeil) und einer dicken, wellenférmigen Lamina elastica interna (gelber
Pfeil). Zudem finden sich lumennah vereinzelt Entzindungszellen (blauer
Pfeil).

Quelle: Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Akio Koizumi M.D., Ph.D.,
Department of Health and Environmental Sciences, Kyoto University
Graduate School of Medicine, Japan.

Als pathologische Nebenbefunde von MMD finden sich gehauft Mikroaneurys-

men, welche als mdgliche Blutungsquelle angesehen werden, und intraluminale

11
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Thromben sowie gelegentliche Lipiddeposits, welche vermutlich mitbeteiligt sind
am vaskularen Stenosierungsprozess bei MMD [48, 50, 55].

Die multiplen Kollateralen bei MMD scheinen sekundar zu entstehen durch die
verminderte Blutversorgung des Gehirns [50, 52, 56]. Diese Kollateralversor-
gung bildet sich sowohl durch Dilatation aus bereits bestehenden peripheren
und basalen Hirnarterien als auch durch vollstdndige Neubildung von Gefal3en
[57, 58]. Es finden sich z.b. transdurale, extrakraniell-intrakraniell und lepto-
meningeale Anastomosen sowie retikulare Konglomerate kleiner Gefale in der
Pia mater und an der Basis des Gehirns zur Unterstiitzung eines kollateralen
Blutflusses aus der anderen Hemisphdre und Uber die extrakranielle Blut-
versorgung [46, 59]. Histopathologisch finden sich bei diesen KollateralgefalRen
entweder eine fragmentierte Lamina elastica interna, eine ausgediinnte Media,
vereinzelte Lipiddeposits und Mikroaneurysmen, pradisponierend fur Hamor-
rhagie, oder verdickte Wande mit kollabierten und thrombotisch verschlossenen
Lumina, pradisponierend fur Ischamie [48, 60, 61].

In der Vergangenheit konnten einige Studien veranderte Expressionen diverser
Zytokine und Wachstumsfaktoren bei MMD nachweisen, wie z.b. von VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor), bFGF und TGF-B1, welche in die
angiogene Signalkaskade involviert sind. Viele dieser verandert exprimierten
Faktoren sind u.a. in Umbauprozesse der GefalRwand involviert, was nahelegt,
dass die oben beschriebenen histopathologischen Veranderungen durch diese
Faktoren beeinflusst, koordiniert oder vielleicht sogar verursacht werden
kénnten [1, 56, 62-69].

1.5. Symptome

Haufige allgemeine Symptome bei MMD sind chronische Kopfschmerzen,
starke Mudigkeit und seltener auch Schwindel. Als Ursache der Kopfschmerzen
wird spekuliert, dass die Dilatation meningealer Kollateralgefal3e mdglicher-
weise durale Nozizeptoren stimuliert und hierdurch zu dem in der Regel medi-

kamentenresistenten Kopfschmerz fuhrt [70]. Da sich diese Symptome jedoch
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auch bei einer Vielzahl anderer, teilweise nicht neurologischer Erkrankungen
finden und damit sehr unspezifisch sind, fihren sie bei Auftreten bei MMD-
Patienten selten bereits zur Diagnosestellung.

Wie aus Untersuchungen von Handa et al. hervorgeht (s. Tab. 1), prasentieren
Kinder als klar erfassbare Symptomatik bei MMD am haufigsten Paresen und
Plegien sowie Krampfe in Form von epileptischen Anfallen, welche sich auf
transiente ischamische Attacken (TIA) oder auch langer anhaltende Ischamien
zuriickfuhren lassen. Ebenfalls durch Ischdmie induziert werden kdnnen aber
auch Symptome wie Aphasie, Sensibilitdtsstorungen sowie Dystonien und
andere Formen von unwillktrlichen Bewegungsstérungen.

Ursachlich ist fur die Ischamien v.a. die zunehmende Stenosierung der Gefalie
mit nachfolgender Mangelversorgung des Gehirns [46, 70]. Durch kérperliche
Anstrengung, Schreien oder Hyperventilation konnen diese Symptome haufig
zusatzlich verstarkt oder auch induziert werden, da es bei diesen Manovern
durch einen erniedrigten Kohlenstoffdioxidanteil im Blut zu einer zuséatzlichen
Vasokonstriktion der Hirngeféal3e kommt [70].

Anhaltende Ischamie und wiederholte epileptische Anfélle kbnnen zusatzlich zu
bleibenden neurologischen Schéden und zu Einschrankungen im Bereich
kognitiver und affektiver Fahigkeiten fuhren [46].

Die haufigsten Symptome bei Erwachsenen sind nach Handa et al. (s. Tab. 1)
Bewusstseinsstdorungen, Kopfschmerzen und Paresen.

Diese verédnderte Hauptsymptomatik abhéngig von der Altersklasse lasst sich
u.a. darauf zurickfuhren, dass bei Erwachsenen Hirnblutungen héaufig fir die
Symptomatik bei klinischer Erstmanifestation von MMD urséachlich sind im
Gegensatz zu den bei Kindern beschriebenen Ischamien.

Die Ursache der Blutungen ist bislang ungeklart. Diskutiert werden einerseits
die Ruptur fragiler Kollateralgefal3e, andererseits die Ruptur von Aneurysmen,
welche haufig intrazerebral vorzufinden sind, vermutlich durch Veranderungen
der Blutzirkulation und damit verbundener erhohter Belastung einzelner
GefalRbereiche [2, 46].

Die Blutungen finden sich intrazerebral, intraventrikular und/oder subarach-

noidal und fuhren abhéngig von Lokalisation und Blutungsausmald zu

13



A Einleitung

entsprechenden Symptomen, wie z.b. Kopfschmerzen oder auch motorischen
Ausfallen. Die haufigsten Lokalisationen sind im Bereich der Basalganglien, des
Ventrikelsystems, des medialen Temporallappens und des Thalamus [70]. In
den meisten Fallen solch einer Hamorrhagie mit oder ohne neurologischen
Begleitsymptomen folgt eine Rekonvaleszenz. Ausnahme bilden hier jedoch
besonders schwere Félle von Blutung bzw. Rezidive, welche auch zum Tod
fuhren kdnnen [12].

Es ergibt sich somit bedingt durch Ischdmie und Blutung eine Vielzahl
verschiedener Symptome bei Kindern und Erwachsenen mit MMD, welche
schwerwiegende Beeintrachtigungen sowohl physischer als auch psychischer
Funktionen verursachen konnen und damit starke Einschrankungen im
taglichen Leben bis hin zum Tod zur Folge haben kénnen.

In der folgenden Tabelle 1 werden die h&ufigsten Symptome bei MMD
nochmals tabellarisch aufgefuhrt.

Tab. 1: Relative Haufigkeit und (in Klammern) absolute Haufigkeit
verschiedener Symptome bei Kindern (0-9 Jahre) und Erwachsenen (30-39
Jahre) mit MMD. Quelle: (Handa, Yonekawa et al. 1985) [71]

Kinder Erwachsene

n =431 n =235
Parese 78 % (338) 35 % (83)
Krampfanfall 26 % (113) 11 % (25)
Aphasie 19 % (83) 14 % (32)
Bewusstseinsstorung | 13 % (56) 52 % (123)
Sensibilitatsstorung 10 % (44) 10 % (24)
Kopfschmerzen 8,6 % (37) 58 % (137)
Mentale Retardierung | 8.4 % (38) 3,4 % (8)
Sehstdrung 3,5 % (15) 4,7 % (11)
Gesichtsfeldausfalle 2,1 % (9) 5,5 % (13)
Unwillktrliche 1,6 % (7) 0,4 % (1)
Bewegung
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Psychoorganisches 1,6 % (7) 7,2 % (17)
Syndrom

1.6. Diagnostik

Eine Vielzahl neurologischer Pathologien kann bei Kindern und Erwachsenen
zu ischamischen oder hamorrhagischen Schlaganfallen mit entsprechender
Symptomatik fuhren. V.a. bei Kindern sollte bei Hinweisen auf zerebrale Ischa-
mie oder unklarer neurologischer Symptomatik MMD als Differentialdiagnose in
Betracht gezogen werden. Auf Grund aus der Atiologie resultierender unter-
schiedlicher Therapiemodalitdten und Prognosen sollte eine schnellstmdgliche
und gleichzeitig prazise Diagnostik angestrebt werden, welche jedoch nur mit
Hilfe radiologischer Untersuchungen eindeutig mdglich ist.

Abhangig von der bildgebenden Methode kénnen bei MMD direkte Hinweise,
wie die charakteristische Stenosierung der zerebralen Gefal3e und die ,ziga-
rettenrauchartigen” Kollateralen, oder indirekte Hinweise, wie der Nachweis von
zerebraler Minderperfusion oder multiplen Infarkten, nachgewiesen werden [70].
In der haufig bei Notfallen primar fur die Darstellung des Kopfes angewandten
Computertomographie lassen sich allenfalls indirekte Hinweise auf MMD
nachweisen, wie z.b. hyper- oder hypodense Areale als Zeichen fir eine
Blutung oder einen Schlaganfall. Diese liegen bevorzugt in kortikalen Grenz-
zonengebieten, den Basalganglien, der weil3en Hirnsubstanz oder periventri-
kularen Arealen. Allerdings kann die CT-Untersuchung auch vollkommen
blande sein, speziell bei Patienten, welche bis zum Zeitpunkt der Untersuchung
einzig TIAs als Symptomatik aufwiesen [72].

Nach Fukui et al. ist fur die Diagnose von MMD eine konventionelle
Angiographie unerlasslich [12]. Nach Bacigaluppi et al. ist sie der Goldstandard
fur die Diagnose von MMD [7]. Mit Hilfe der Angiographie lasst sich eine
hervorragende und detaillierte Darstellung der anatomischen GefalRbegeben-

heiten erreichen, sowohl bezogen auf Stenosen und Okklusionen der Gefalde

15



A Einleitung

als auch in Bezug auf die Darstellung der ,MMD-Kollateralen® [70]. Ebenso
lassen sich auch arterioventse Malformationen und Aneurysmen gut nach-
weisen, welche in einigen Fallen mit MMD assoziiert nachgewiesen wurden [70,
73-75].

Der Nachweis von Stenosen und Okklusionen im distalen Bereich der ACI und
im vorderen Bereich des Circulus Wilisii mit entsprechenden Gefal3abgangen
und die Darstellung von abnormen GefalRnetzwerken nahe dieser Stenosen und
Okklusionen sind nach dem ,Research Committee on the Spontaneous
Occlusion of the Circle of Willis (MMD Disease)® als Kriterien fur die
angiographische Diagnosestellung der Krankheit notig. Als weiteres Kriterium
fur einen definitiven MMD-Fall missen die Veranderungen, wie aus dem unten
dargestellten Algorithmus fur die Diagnosestellung von Moyamoya hervorgeht
(s. Abb. 7), bilateral vorliegen. Bei Unilateralitat ist ein MMD-Fall wahrschein-
lich, jedoch nicht definitiv nachgewiesen. Ausnahme hierbei sind Kinder, bei
welchen auch bei Unilateralitdit der MMD-Kollateralen ein definitiver Fall
nachgewiesen werden kann. Weiterhin missen fir die Diagnosestellung andere
Krankheiten ausgeschlossen sein, welche zu &hnlichen GefalRveranderungen
wie bei MMD fuhren kdnnen, wie z.b. Arteriosklerose, Hirnneoplasien, Neuro-
fiboromatose u.v.a.m. . Bei Nachweis einer solchen Krankheit spricht man von
Quasi-MMD oder MMD-Syndrom [12, 76].
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[—-—{ Accompanying systemic disorder
| " T

Known causative Unrelated disorder —l- i Stenotic and occlusive change
systemic disorders (unclassified) r
I Terminal ICA andior Other portions of ICA,
prosdmal ACA, MCA ACA, MCA, PCA
Stenotic and occlusive change
in terminal ICA and/or I
proximal ACA, MCA Unilateral Bilataral Either unilateral or bilateral
I L !
I Moyamoya vessels | I Moyamoya vessals _] i Maoyamoya vessels \
o -
1
Either unilateral or bilateral Unilateral [ Uniateral | | Bilateral |
Aduit Child
| ,
CQuasi-moyamoya | | Probabile i L Delinite T I Non-moyamoya ” Quasi-nmmwa—f
| Follow-up |

Abb. 7: Algorithmus fur die Diagnosestellung von MMD. ICA = Internal
Carotid Artery, ACA = Anterior Cerebral Artery, MCA = Middle Cerebral
Artery, PCA = Posterior Cerebral Artery. Quelle: (Ikezaki 2001) [77]

Ebenfalls basierend auf angiographischen Erkenntnissen, definierten Suzuki
und Takaku folgende sechs Stadien unter Berticksichtigung des Stadiums der
Verengung der Arterien und der Ausbildung von Kollateralen (s. Abb. 8 und
Tab. 2).

17



A Einleitung

Abb. 8 und Tab. 2: MMD-Stadien nach Suzuki und Takaku.
Quelle: (Suzuki and Kodoma 1983) [6]

Bild

Stadium

Beschreibung

A

Verengung der Karotisaufzweigung. Nur die Aufzwei-
gung der Karotis ist verengt.

Initiation von MMD. Es zeigen sich nur die Stenosierung
der Karotisaufzweigung und ein geringgradig ausgeprag-
tes basales MMD. Zudem kann eine Dilatation aller
zerebrovaskularen Hauptstamme beobachtet werden.

Intensifikation von MMD. An der Basis des Gehirns
finden sich erhebliche, teilweise stark ausgepragte MMD-
GefalRe. Weiterhin kann das beginnende Verschwinden
der MCAs und ACAs bemerkt werden.

Minimierung von MMD. Die MMD-Gefalze werden eng
und bilden ein schwaches Netzwerk an der Basis des
Gehirns. Weder die MCAs noch die ACAs sind sichtbar. Im
Gegensatz dazu nehmen die MMD-GefalRe im Bereich des
ethmoidalen Sinus (“ethmoidales MMD") zu.

Reduktion von MMD. MMD-GefaRe an der Basis des
Gehirns verengen sich weiter und finden sich in der Nahe
des Karotissiphons. Weiterhin findet sich eine Zunahme
von Kollateralen aus dem Bereich des Versorgungs-
gebietes der Arteria carotis externa (ECA).

18



A Einleitung

F VI Verschwinden von MMD. Angiographisch sind sowohl die
Hauptarterien des Versorgungsgebietes der ACI als auch
die MMD-Gefal3e nicht mehr darstellbar. Das Zerebrum
wird nur noch durch Kollateralen aus dem Stromgebiet der
ECA oder dem vertebralen Stromgebiet versorgt.

Als Alternative fur die Diagnose der konventionellen Angiographie benennen
Fukui et al. Magnetresonanztomographie (MRI) und Magnetresonanzangio-
graphie (MRA) mit denselben Nachweiskriterien wie bei der Angiographie. Aller-
dings empfehlen die Autoren diese Art der Diagnosestellung nur bei Kindern
und mit einem System mit mindestens 1,0 Tesla [12]. Systeme mit einem
starkeren Magnetfeld, wie z.b. 3 Tesla, ermoglichen jedoch eine hoéhere
Auflésung und die Detektion sehr kleiner pathologischer Gefal3e bei MMD [78].
Fur die MRA sind verschiedene Techniken verfligbar, wie z.b. 3D time-of-flight
MRA und phase-contrast MRA. Diese Techniken konnten im Vergleich mit der
konventionellen Angiographie, u.a. bezogen auf die Detektion von Stenosen,
eine Sensitivitdt von 98%, eine Spezifitat von 100% und eine Accuracy von 98%
erreichen [79]. Sie sind daher vergleichbar gut wie die konventionelle Angio-
graphie. Auf Grund der zusatzlichen Vorteile der Nichtinvasivitat und der
fehlenden Strahlenbelastung werden daher von einigen Autoren die magnet-
resonanzangiographischen Techniken als Goldstandard fur die Diagnose von
MMD angesehen [80-87]. Der einzige Nachteil der MRA liegt in einer
geringfugigen Unterlegenheit in der raumlichen Auflésung v.a. kleiner Gefal3e
zur intraarteriellen DS-Angiographie [88-90].

Sollten eine MRA oder eine herkbmmliche Angiographie nicht durchfuhrbar
sein, dient nach Murai et al. als Alternative die computertomographische
Angiographie (CTA) um die intrakraniellen Stenosen direkt nachzuweisen [91]
Da dieser Methode jedoch starke Grenzen gesetzt sind in der Darstellung
kleinerer Gefal3e, sollten oben genannte Methoden bevorzugt werden [70].

Fur die Planung des weiteren Prozederes, wie z.b. einer Operation, werden
oftmals weitere Informationen bendétigt, z.b. durch funktionelle und metabolische
Studien. Hierfur werden u.a. Elektroenzephalographie, transkranieller Doppler-

ultraschall fur zerebrale Flussstudien, Xenon-verstarkte Computertomographie,
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Positronen-Emissionstomographie oder auch Einzelphotonen-Emissions-Tomo-
grafie (Englisch: Single Photon Emission Computed Tomography, Kkurz:
SPECT) mit Azetazolamidtest eingesetzt. Allerdings lasst sich mit Hilfe dieser
Techniken in der Regel keine diagnostische Verbesserung erreichen [70, 92-
99].

1.7. Therapie

Bislang gibt es fur MMD keine kurative Therapie, sondern nur symptomatische
Behandlungsmodalitédten. Diese beinhalten einerseits die symptomatische
Therapie in der Akutphase mit Verbesserung der zerebrovaskularen Funktion
mit, abhéngig von der Akutsituation, Reduktion des intrakraniellen Drucks,
Kontrolle von epileptischen Anféllen, Stabilisierung der kardiopulmonalen
Situation, Vermeidung von Hypotension etc. Andererseits wird ein langerfristiger
Schutz gegen ischamische oder hamorrhagische Rezidive sowie andere Folge-
erkrankungen angestrebt.
Durch Verbesserung der Durchblutungssituation der betroffenen Hemisphére(n)
erhofft man sich eine niedrigere Rate an erneuten Isch&mien sowie eine
Reduktion der MMD-Kollateralen mit Symptomverringerung.
An Behandlungsmodalitaten stehen zur Verfiigung:

1. ,Watch and Wait*

2. Medikamentose Therapie und

3. Operative Therapie [12].
Die erste Therapiemodalitat mit einer abwartenden Beobachtung kann nur in
Einzelfallen bei nicht bis geringfligig ausgepréagter Symptomatik in Erwagung
gezogen werden.
Fur die medikamentdése Therapie werden u.a. Thrombozytenaggregations-
hemmer, wie z.b. Aspirin®, angewandt. Hierdurch sollen Embolien von Mikro-
thromben vermieden werden, welche an arteriellen Stenosen gebildet werden
und eine mogliche Ursache der ischdmischen Symptomatik darstellen [72, 100-

102]. Um eine bestmdgliche perioperative antithrombotische Abdeckung zu
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gewahrleisten scheinen niedermolekulare Heparine eine gute Alternative zu
sein [101, 103].

Antikoagulanzien, wie z.b. Marcumar®, werden nur selten angewandt auf
Grund der schweren Steuerbarkeit v.a. bei Kindern [101, 103].

Eine weitere medikamentdse Modalitat sind Kalziumkanalblocker, welche bei
persistierenden Kopfschmerzen oder Migrane unter Umstanden Linderung
verschaffen kdénnen. Aulerdem scheinen Kalziumkanalblocker eine Reduktion
der Anzahl und Stérke von rezidivierenden TIAs zu bewirken. Auf Grund der
maoglichen blutdrucksenkenden Wirkung sollte diese Medikamentengruppe
jedoch mit Vorsicht angewandt werden [70, 101].

Bei Patienten mit wiederholten klinischen Symptomen auf Grund zerebraler
Ischamie, verminderter regionaler Durchblutung und/oder reduzierter Perfu-
sionsreserve ist eine operative Vorgehensweise indiziert [12]. Problematisch
ist hierbei ein erhdhtes perioperatives Risiko fur Schlaganfalle, Infektionen und
Blutung, welches jedoch bereits nach einem Monat postoperativ betrachtlich
sinkt. Zudem konnte bereits mehrfach in Studien ein insgesamt gutes
Sicherheitsprofil bei der operativen Therapie und ein signifikantes Benefit in
Bezug auf die klinischen Symptome nachgewiesen werden [72, 104, 105].

Es gibt eine Vielzahl von operativen Verfahren fur die Therapie von MMD,
wobei man grundséatzlich zwischen direkten und indirekten Verfahren unter-
scheidet. Der zu Grunde liegende Mechanismus ist bei beiden operativen
Herangehensweisen derselbe, indem versucht wird die verminderte Durch-
blutung in einem bestimmten Hirnareal durch Blutkreislaufe des Einfluss-
gebietes der ECA zu verbessern [72, 100].

Bei der direkten Revaskularisation wird ein Bypass zwischen einem Ast der
ECA, in der Regel die A. temporalis superficialis (STA), und einer kortikalen
Arterie, in der Regel einem Ast der MCA, angelegt [2]. Uber diese direkte
Anastomose soll somit eine retro- und anterograde Durchblutung des hypo-

perfundierten Areals gewdahrleistet werden (s. Abb. 9).
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Abb. 9: Darstellung einer STA-MCA-
Anastomose.
Quelle: (Baaj, Agazzi et al. 2009) [5]

© BNI, 2008

Vorteil dieser Methode ist, dass eine unmittelbare Verbesserung der Durch-
blutung erreicht werden kann. Allerdings ergeben sich bei Kindern teilweise
unuberwindbare technische Schwierigkeiten auf Grund der Filigranitat der
Gefalde.

In diesem Fall bieten sich indirekte Verfahren an, bei welchen gut durchblutetes
Gewebe in direkten Kontakt mit dem Gehirn gebracht wird. Hierdurch soll ein
Einwachsen neuer BlutgefdR3e in den hypoperfundierten Anteil des Cortex
ermdglicht werden und somit die Durchblutung gewahrleistet werden.

Als gut durchblutete Gewebe bieten sich z.b. der Musculus temporalis, die STA
oder auch Dura an [2]. Einzeln oder kombiniert angewandt werden die
Verfahren dementsprechend z.b. als Enzephalomyosynangiose (EMS) (s. Abb.
10), Enzephaloduroarteriosynangiose (EDAS) oder auch als Enzephaloduro-

arteriomyosynangiose (EDAMS) bezeichnet [106-108].
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Abb. 10: Operationsmetho-
de Enzephalomyosynangi-
ose (EMS). Der Temporal-
lappen wird auf die Ober-

flache des zerebralen Kor-

Temporalis
muscle flap

tex gelegt. AnschlieRend
wird die Dura mater wieder
uber dem Muskellappen
geschlossen. Quelle: (Baaj,
Agazzi et al. 2009) [5]

Zudem gibt es multiple Variationen dieser Verfahren, wie z.b. die Applikation
von Bohrléchern in die Schéadelkalotte, wodurch das Einwachsen externer
Gefalie erleichtert werden soll [109, 110].

Nicht mehr bzw. nur noch selten angewandt werden die zervikale Sympath-
ektomie und die Transposition von Bauchfell, da keines dieser Verfahren einen
Uberzeugenden Erfolg zeigen konnte [111-121].

Um eine Entscheidung beziiglich der bestmdglichen Therapiemodalitét treffen
zu konnen, wurden bereits zahlreiche vergleichende Studien durchgefuhrt.
Hierbei zeigte sich u.a., dass eine konservative Therapie den Krankheitsverlauf
nicht aufhalten kann [10, 122-124] und dass Patienten ohne operative Behand-
lung ein schlechteres funktionelles und auch, speziell bei Kindern, intellektuelles
Outcome aufweisen als Patienten mit operativer Behandlung [104].

Dem entgegengesetzt zeigten sich bei Vergleich von medikamentdser und
operativer Behandlung nach Scott et al. in einer groBen Umfrage in Japan keine
signifikanten Unterschiede in Bezug auf das Outcome. Einem neueren Review
zu Folge missen allerdings viele initial medikamentds behandelte Patienten
noch nachtraglich operiert werden wegen Beschwerdeprogredienz [2].

Nach operativer Therapie kam es vor allem bei Kindern zu einer signifikanten
Reduktion von TIAs und auch Schlaganfallen. Bei Erwachsenen deuten einige
Untersuchungen darauf hin, dass die operative Therapie ebenfalls einen

positiven Einfluss auf das Gesamtoutcome austiben kénnte [25].
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Im Vergleich der direkten und indirekten Operationsverfahren bei Kindern
zeigten sich das direkte Verfahren und kombinierte Eingriffe in Bezug auf
Revaskularisation tberlegen, jedoch nicht in Bezug auf die Symptomatik [125].
Auf Grund der starken Hinweise auf eine Uberlegenheit der operativen Therapie
gegenuber einer konservativen Therapie und des geringen 0.g. Vorteils der
besseren Revaskularisation wird daher, sofern moglich, von vielen Zentren eine
kombinierte Methode aus direkter und indirekter Operationstechnik angewandt.
Oft wird die operative Behandlung zusatzlich noch mit einer medikamentdsen
Behandlung gekoppelt [113, 126, 127].

1.8. Prognose

Der naturliche Verlauf von MMD ist sehr variabel, weswegen es nicht mdglich
ist, eine allgemeingultige Prognose zu stellen. So zeigen sich sowohl sehr
langsame Krankheitsprogressionen mit seltenen, intermittierenden Ereignissen,
aber auch fulminante Verlaufe mit einer rapiden neurologischen Verschlech-
terung [72, 100].

Allgemein steht jedoch fest, dass MMD in Bezug auf Arteriopathie und klinische
Symptomatik bei der Mehrzahl der Patienten, asymptomatische Patienten
inbegriffen, unweigerlich fortschreitet [10, 123, 128]. Wie bereits beschrieben,
scheint ein Verlangsamen oder sogar Aufhalten des Krankheitsverlaufs sowie
ein besseres Outcome bislang am besten mit einer operativen Therapie
erreichbar zu sein.

Um letztendlich jedoch eine Gesamtprognose der Erkrankung im Einzelnen
stellen zu kdnnen, missen eine Vielzahl von Pradiktoren berticksichtigt werden,
wie z.b. Ausmall und zeitliches Fortschreiten der vaskularen Okklusionen,
Ausmal} der ischamischen Lasionen in der Bildgebung, Fahigkeit des Patienten
zur Ausbildung von Kollateralen u.v.a.m. [129]. Als Pradiktoren fir das lang-
fristige Outcome der Erkrankung zeigte sich vor allem der neurologische Status
zum Zeitpunkt des Behandlungsbeginns von Bedeutung, in einem geringeren

Malf3 hingegen das Alter der Patienten [72].
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Resumierend lasst sich nun fur die Erkrankung MMD feststellen:

e MMD ist eine progrediente GefalRerkrankung des Gehirns.

e Die am haufigsten betroffene Altersgruppe sind Kinder.

e Durch eine frihestmogliche Diagnosestellung und umgehenden Beginn
einer geeigneten Behandlung lasst sich entscheidend die Prognose der
Krankheit beeinflussen

e Eine Heilung der Krankheit lasst sich nur durch eine kurative Therapie
ermdglichen. Hierfur midssen jedoch zunéchst noch viele Unklarheiten,
v.a. im Bereich Atiopathogenese, geklart werden.

Es sollte daher ein besonderes Anliegen sein, durch weitergehende
Forschungen die vollstandige Aufklarung der Krankheit zu ermdglichen und
somit einerseits durch frihzeitige Screeningmoglichkeiten die Prognose der
Krankheit zu verbessern und andererseits durch kurative Behandlungsmaoglich-
keiten eine Verbesserung des weiteren Lebens der Patienten zu erméglichen.
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2. Zytokine

Zytokine sind korpereigene Glykoproteine, welche von vielen Korperzellen
produziert werden und an ihren Zielorten verschiedenartige Funktionen
ausuben konnen. Der Begriff Zytokin leitet sich aus dem Griechischen (griech.:
kytos = Zelle, kinein = bewegen) ab und bedeutet so viel wie "sich zwischen
den Zellen bewegend". Dementsprechend fungieren Zytokine als Mediatoren
zwischen verschiedenen Zellen u.a. im Bereich der Ontogenese, der Apoptose,
der Immunabwehr und der Entziindung.

In den letzten Jahren ist eine Vielzahl unterschiedlichster Zytokine identifiziert
worden, wodurch die Gesamtzahl der Zytokine und ihrer Funktionen mittlerweile
recht untberschaubar geworden ist.

Es existiert jedoch eine begrenzte Anzahl von Zytokin- und Rezeptorklassen,
die sich einige charakteristische Signaltransduktionsmoglichkeiten zu Nutze
machen. Hierdurch ist eine grobe Einteilung der Zytokine nach Struktur oder
auch Funktion mdglich. Da jedoch die meisten Zytokine pleiotrop und redundant
sind, d.h. ein Zytokin tbt vielseitige Wirkungen aus und dieselbe Funktion wird
durch verschiedene Zytokine ausgefuhrt, variieren auch diese Einteilungen bei
verschiedenen Autoren.

Nach Freisetzung wirken Zytokine autokrin (auf die produzierende Zelle),
juxtakrin (auf Nachbarzellen) und/oder parakrin (in der nahen Umgebung).
Selten kdnnen Zytokine auch hormonahnlich endokrin wirken. Die Wirkung wird
Uber entsprechende Rezeptoren und nachgeschaltete intrazellulare Signal-
kaskaden vermittelt. FiUr ein effizientes Signal reichen bereits sehr geringe
Konzentrationen der Zytokine aus. Zudem besitzen Zytokine eine sehr kurze
Halbwertszeit, wodurch die entsprechende Funktion sehr prazise reguliert
werden kann. Die Regulierung des Signals wird noch beeinflusst durch die
Aktivierung mehrerer verschiedener Zytokine gleichzeitig oder kurz nach-
einander, welche dann wiederum synergistisch oder auch antagonistisch wirken
konnen [130-132].

Im Folgenden werden bestimmte Zytokine, welche im Rahmen unserer Studie

relevant sind, genauer erlautert, wobei PDGF und TGF-B ausfuhrlicher
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dargestellt werden auf Grund positiver Untersuchungsergebnisse in unserer
Studie.

2.1. DbFGF (basic Fibroblast Growth Factor)

bFGF wurde urspringlich durch dessen Funktion, das Wachstum von
speziellen Zellen aus Hirnextrakten zu stimulieren, entdeckt [133, 134].

Das menschliche Genom enthélt eine Kopie des bFGF-Gens auf Chromosom 4
[135]. Das Primartranskript von menschlichem bFGF-Protein besteht aus 155
Aminosauren und hat in der Regel eine relative Molekilmasse von 18 kDa,
wobei auch gréRere Formen existieren [136].

bFGF besitzt keine Signalsequenz und wird daher auch nicht Uber das
endoplasmatische Retikulum (ER) und den Golgi-Apparat sezerniert. Dennoch
ist bFGF auf der Zelloberflache und in der Extrazellularmatrix (EZM)
nachweisbar. Ein moglicher Releasemechanismus konnte z.b. die Bescha-
digung bFGF-enthaltender Zellen sein oder uber einen speziellen ER-Golgi-
unabhéngigen Exozytosemechanismus erfolgen [137].

Strukturell ist hervorzuheben, dass bFGF vier Cysteinaminosauren enthélt,
wovon zwei hochkonserviert und vermutlich fir die komplexe Tertiarstruktur (s.
Abb. 11) (mit)verantwortlich sind [138].
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Quelle: (Ornitz and Itoh 2001) [4]
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bFGF wird von diversen Gewebe- bzw. Zellarten synthetisiert, wie z.b.

e Fibroblasten [139],

e Endothelzellen [139-141],

e Pigmentzellen der Retina[142],

e Gliazellen [143],

e Zellen der Niere [144] oder auch

e Tumorzellen [139, 145, 146].
Allerdings weisen einige Immunlokalisationsstudien eine eingeschranktere
Verteilung des bFGF-Antigens in vivo nach [147-149], weswegen der Nachweis
von bFGF in manchen Kulturzellen ein Artefakt sein kdnnte.
Ebenso wie bFGF wurde dessen zugehdriger Tyrosin-Kinase-Rezeptor auf
verschiedenen kultivierten Zellen identifiziert [150-152]. Allerdings scheint
dieser Rezeptor auch durch bFGF-ahnliche Faktoren, wie z.b. aFGF (Acidic
Fibroblast Growth Factor), aktiviert zu werden und umgekehrt scheint bFGF
auch andere Rezeptore mit einer niedrigeren Affinitat binden und diese
aktivieren zu konnen [150, 153]. bFGF wirkt Uber diese Rezeptoren sowohl

autokrin als auch parakrin [143, 154].

Die Funktion von bFGF ist vielfaltig. In Studien wurde nachgewiesen, dass
bFGF eine Proliferation von SMCs [155-157], Fibroblasten [155] und
Endothelzellen [155, 156, 158] bewirkt. Zudem kann bFGF eine Intima-
hyperplasie [155] Uber Apoptoseinhibition von SMCs in der Intima [159] und
Uber autokrine Stimulation [154] verursachen, womit eine Neointimabildung und
damit verbundene Stenosierung der GefalRe entstehen kann [160-164]. Uber
seinen Einfluss auf spezifische Zellarten wirkt bFGF direkt angiogen und
sowohl Apoptose induzierend als auch tumorigen[158, 165-167].

AulRerdem kann bFGF die Expression anderer Zytokine beeinflussen, wie z.b.
von TGF-B1 [166], wodurch bFGF indirekt eine Vielzahl weiterer Signalwege

und Mechanismen beeinflussen kann.
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2.2. CRABP-I (Cellular Retinoic Acid Binding Protein 1)

CRABP-I ist ein intrazellulares Protein, welches hoch konserviert bei allen
Vertebraten vorkommt. Es ist aus 36 Aminosauren aufgebaut und besitzt eine
relative Molekilmasse von 16 kDa. Das zugehdrige Gen liegt beim Menschen
auf dem g-Arm des Chromosom 15 [168].

Exprimiert wird CRABP-I in zahlreichen Geweben, wo es als intrazellulares
Bindungsprotein von Retinsdure, dem aktiven Metaboliten von Vitamin A,
fungiert [169, 170].

Vitamin A bzw. dessen Derivate sind pleiotrope Molekile mit wichtigen
Funktionen im Bereich Embryogenese, Hamatopoese, Immunsystem,
Tumorgenese, Infektion u.v.a.m. [171]. Unter anderem wirken sie durch Kkriti-
sche Regulation von Wachstum und Differenzierung von z.b. Epithelzellen oder
auch vSMCs [172]. Bei vYSMCs hemmen sie die Wachstumsfaktor stimulierte
Proliferation und damit die Neointimabildung vermutlich tGber eine Modulation
der Expression von entsprechenden Wachstumsfaktoren, wie z.b. bFGF, TGF-
B1 und PDGF (Platelet Derived Growth Factor) [172-180].

Vieles weist darauf hin, dass CRABP-I die intrazellulare Gleichgewichtskon-
zentration von Retinoiden Uber eine Hochregulierung von metabolisierenden
Enzymen und einer damit verbundenen erhéhten Degradationsrate von Retin-
saure moduliert [170, 179, 181]. Unter dieser Voraussetzung kdnnten alle durch
Vitamin A bzw. dessen Derivate verursachten Funktionen indirekt durch
CRABP-I beeinflusst und verandert werden (s. Abb. 12).
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Retinoids

inhibition

<4— CRABP-I
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Growth factors & cytokines

(bFGF, TGF-B, PDGF etc.)

'

Smooth muscle cell

proliferation & migration

|

Intimal thickening

!

Moyamoya disease

Abb. 12: Mdglicher Wirkmechanis-
mus von CRABP-I und dessen Ver-
knupfung zu MMD. Retinoide, wie
z.B. die

durch Wachstumsfaktoren stimu-

Retinsaure vermindern

lierte Migration und Proliferation
von glatten Muskelzellen. Hierdurch
verhindern Retinoide eine Intima-
hyperplasie, welche kennzeichnend
ist fur MMD. Durch die Negativ-
regulation der Retinoide durch
CRABP-I wird dieser Mechanismus
gestort. Quelle: (Kim, Yoo et al.

2003) [1]

Vor diesem Hintergrund konnten z.b. Boylan et al. [179] zeigen, dass bei

Uberexpression von CRABP-I eine hohere Konzentration von RA bendtigt wird

um die Differenzierung von SMCs zu initiieren.

Es bleibt anzumerken, dass die genaue Funktion von CRABP-I noch nicht

vollstandig geklart ist, weswegen eine Diskussion beztiglich einer Involvierung

von CRABP-I bei der Genese von MMD bislang nur eingeschrankt maglich ist.

2.3.

PDGF (Platelet Derived Growth Factor)

2.3.a. Isoformen

PDGF wurde 1974 erstmalig in Affenblutserum entdeckt [182] und in den

spaten siebziger Jahren aus Thrombozyten isoliert [183].
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Es ist ein kationisches, aus zwei Polypeptidketten bestehendes Homo- oder
Heterodimer, von welchem bis heute finf verschiedene Isoformen bekannt sind:
PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC und PDGF-DD [184-190].

Die jeweiligen Polypeptidketten sind Uber intermolekulare Disulfidbriicken
verbunden, wobei auch bei Mutation und damit verbundener Inaktivierung
dieser Disulfidbriicken noch eine agonistische Wirkung an PDGF-Rezeptoren
festgestellt werden konnte. Dies wird auf die Bildung nonkovalenter intermole-
kularer Bindungen und den Erhalt der dreidimensionalen Struktur der jeweiligen
Untereinheit durch intramolekulare Disulfidbriicken zurtick gefiihrt [191-193].
Die auf den Chromosomen 7 und 22 gelegenen Peptidketten PDGF-A und
PDGF-B weisen in ihrer Aminosauresequenz eine 60%ige Homologie zuein-
ander auf. Zudem findet sich eine Ahnlichkeit der Priméar- und damit auch
Sekundéar- und Tertiarstruktur zu VEGF und der Tertiarstruktur zu weiteren
Wachstumsfaktoren, wie z.b. TGF-f3.

Die erst spater entdeckten und bislang weniger untersuchten Polypeptidketten
C und D befinden sich auf den Chromosomen 4 und 11 und haben im
Gegensatz zu ihren Vorgangern eine zusatzliche N-terminale CUB-Domane, die
vor Interaktion mit den entsprechenden PDGF-Rezeptoren extrazellular
proteolytisch abgespaltet werden muss [194, 195].

PDGF wird in vielen verschiedenen Zellarten synthetisiert und exprimiert (s.
Tab. 3).
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Von den meisten Zellen werden sowohl die A- als auch die B-Kette gebildet,
wobei die Induktion der Synthese der beiden Ketten sowohl transkriptionell als
auch posttranskriptionell unabhangig voneinander reguliert wird [220].

Als die Syntheserate positiv beeinflussende Faktoren konnten u.a. verschie-
dene Wachstumsfaktoren, eine niedrige Sauerstoffspannung oder auch Throm-
bin nachgewiesen werden [221-223].

Die zur Verfigung stehende Menge an PDGF hangt jedoch nicht nur von der
Syntheserate ab, sondern wird auch durch I6sliche und extrazellulare Matrix-
Komponenten beeinflusst, welche in der Lage sind mit PDGF zu interagieren
und dieses zu binden [224-228].

2.3.b Rezeptoren

Die Wirkung von PDGF wird Uber die strukturell verwandten a- und B-Rezep-
toren vermittelt. Die Gene der Rezeptoren befinden sich auf den Chromosomen
4 und 5 [229, 230]. Nach Transkription, Translation und proteolytischer Spal-
tung entstehen die funktionsfahigen Endformen der Rezeptoren mit einer Grél3e
von ca. 170 und 180 kDa.

Sie bestehen extrazellular aus funf Immunglobulin-&hnlichen Domé&anen und
intrazellular aus einer Doméane mit Tyrosinkinaseaktivitat [230-232].

Die klassischen Zielzellen fur PDGF, glatte Muskelzellen und Fibroblasten,
exprimieren sowohl a- als auch, in der Regel in einer groReren Anzahl, B-
Rezeptoren. Einige andere Zellen exprimieren nur eine Art von Rezeptor, wie
z.b. Thrombozyten nur a-Rezeptoren [233] und kapillare Endothelzellen der
Maus nur B-Rezeptoren [234]. Die nachfolgende Tabelle 4 gibt einen Uberblick
uber Zellen, welche PDGF-Rezeptoren exprimieren und damit responsibel sind
fur PDGF (s. Tab. 4).
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Tab. 4: Zellulare Expression von PDGF-Rezeptoren. Quelle: s. Tabelle

a-Rezeptor B-Rezeptor
Blut- & - SMCs [197, 235] - SMCs [197, 235]
GefaR- - Thrombozyten/Megakaryozyten |- Megakaryozyten [236]
system [233, 236] - Makrophagen [237-239]

- Endothelzellen [234, 240]
- Perizyten [241, 242]
- T-Zellen [243, 244]

- Myeloische hamatopoetische
Stammzellen [243, 244]

ZNS & PNS |- Schwannzellen [209, 245, 246] |- Schwannzellen [209, 245, 246]
- Neurone [247, 248] - Neurone [247, 248]
- Astrozyten [249]

Weitere - Niere: Mesangiumzellen [250] - Niere: Mesangiumzellen [250]
Organe - Leber: Sinusendothelzellen - Leber: Ito-Zellen [251, 253]
[251] - Testis: Leydigzellen [215]
- Testis: Leydigzellen [215] - Auge: Retinapigmentepithel-
- Auge: Retinapigmentepithel- zellen [252]
zellen [252]
Sonstige - Fibroblasten [197, 235] - Fibroblasten [197, 235]

- Myoblasten [254]

Die Expression von PDGF-Rezeptoren wird durch verschiedene Faktoren
zusatzlich beeinflusst. Sie ist damit nicht immer konstant auf jeder Zelle. So
kann z.b. durch Entzindung die in vivo nur sehr geringe Menge an [3-Rezep-

toren auf Bindegewebszellen stark erh6ht werden [255].

2.3.c. Signalwege

Bei Interaktion zwischen PDGF und Rezeptor bindet PDGF, bedingt durch
seine dimere Form, jeweils zwei Rezeptoren gleichzeitig [256-258].

Es existiert eine Selektivitat zwischen den Rezeptoren und PDGF-Unterein-

heiten, d.h. bestimmte PDGF-Isoformen kénnen nur an bestimmte Rezeptoren
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binden. Der a-Rezeptor bindet die A-, B- und C-Kette mit hoher Affinitat, der 3-
Rezeptor hingegen nur die B- und D-Kette. Hieraus ergibt sich das in Abbildung
13 dargestellte Interaktionsmuster zwischen den jeweiligen PDGF-Isoformen
mit den Rezeptoren [185-187, 259-262].

PDGF-CC PDGF-DD
PDGF-AA PDGF-AB PDGF-BB

Abb. 13: Rezeptorspeazifi-
sche Bindungsfahigkeit
der funf PDGF-Isoformen
an die homo- bzw. he-
terodimeren PDGF-a- oder
PDGF-B-Rezeptoren.

Pfeile bedeuten die Fahig-
keit zur Bindung und Akti-
vierung des entsprechen-
den Rezeptors.

Quelle: modifiziert nach

(Heldin and Westermark

a l ' ' a 1999) [3)

PDGF-Rezeptor PDGF-Rezeptor PDGF-Rezeptor
oo-Homodimer ofj-Heterodimer [(B-Homodimer

Nach Bindung von PDGF wird der Rezeptor-Ligand-Komplex internalisiert und
ein Endosom gebildet [263]. Uber Autophosphorylierung und Aktivierung einer
intrazellularen Kinasedoméne [264, 265] werden innerhalb kirzester Zeit eine
Vielzahl von intrazellularen Signalkaskaden aktiviert, die z.b. die Transkription

verschiedener Gene beeinflussen. Involviert sind hierbei u.a. die Phosphatidyl-

35



A Einleitung

inositol 3-Kinase (Pl 3-Kinase), Phospholipase C (PLC)-y und das GTPase
aktivierende Protein (GAP) fir Ras und Mitglieder der Stat-Familie [266].

Durch die gleichzeitige Aktivierung von stimulierenden und inhibierenden Sig-
nalen ergibt sich eine exakte Modulation der Starke des entstehenden Signals.
Die Beendigung des Signals erfolgt durch Dissoziation des Liganden vom
Rezeptor im Endosom. Nachfolgend wird der Rezeptor entweder recycelt und
zurUcktransportiert an die Zellmembran oder das Endosom verschmilzt mit
einem Lysosom, wodurch der gesamte Rezeptor-Ligand-Komplex degradiert
wird. Zweitgenannter Mechanismus wird haufiger beobachtet. Eine weitere
Moglichkeit der Degradierung des Rezeptors besteht durch Abbau in
Proteasomen nach Ubiquitinierung [267, 268].

2.3.d. Physiologische Funktionen von PDGF

PDGF ist ein Zytokin mit verschiedenen Funktionen. Auf zellularer Ebene
beeinflusst PDGF als potentes Mitogen

e das Zellwachstum [197, 235],

e Chemotaxis [269-275],

¢ interzellulare Kommunikation tlber GAP junctions [276] und

e Zelluberleben tber Inhibition von Apoptose [277].
Diese Funktionen werden vorwiegend auf autokrinem und parakrinem Weg
vermittelt [278].
Uber Inaktivierung von PDGF-A [279] und PDGF-B [280] und der a- [281] und
B-Rezeptoren [282] in Mausen konnte die Funktion von PDGF in vivo genauer
untersucht und spezifiziert werden.
In vivo beeinflusst PDGF u.a. die embryologische Entwicklung, das ZNS, das
vaskulare System, die Gewebshomoostase und die physiologische Wund-

heilung.
Embryologische Entwicklung:

Jede Maus, welche eine Mutation im Bereich von PDGF bzw. dessen

Rezeptoren besal3, starb in Untersuchungen wéhrend der Embryogenese oder
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perinatal, was die Unentbehrlichkeit von PDGF wahrend der Embryogenese
belegt.

Bei Inaktivierung von PDGF-B kommt es u.a. zu Fehlbildungen an Gefalzen mit
charakteristischen Blutungen sowie an Niere, Herz und Lunge, bei Inaktivierung
des B-Rezeptors zu Fehlbildungen an Gefal3en, Niere und mesenchymalen
Geweben [241, 280, 282].

ZNS und PNS:

Im Nervensystem konnte PDGF und dessen Rezeptoren in vitro und in vivo in
verschiedenen Zellen nachgewiesen werden, wie z.b. in verschiedenen
Neuronen und Oligodendrozyten [208-212, 245-249].

Sowohl wahrend der Embryogenese [210, 247, 283, 284] als auch bei adulten
Zellen [210, 281, 283] scheint PDGF ein wichtiger Faktor zu sein.

Auch wenn noch viele Fragen ungeklart sind, so scheint doch einiges darauf
hinzudeuten, dass PGDF involviert ist in Myelinisierungsprozesse sowohl im
ZNS als auch im PNS [285] und dass PDGF v.a. im Gehirn einen neuroprotek-
tiven und neurotrophen Effekt hat. Es ist damit von grofR3er Bedeutung fur
Reparatur- und Regenerationsprozesse im Gehirn. Dies schlossen u.a. auch
Hermanson et al., welche eine erhdhte Expression von PDGF und dessen
Rezeptoren in Infarktgewebe in menschlichem Hirngewebe nachweisen
konnten [286-288].

Vaskulares System

Einige Zellen des Blut- und GefalRsystems exprimieren PDGF bzw. dessen
Rezeptoren (s. 0.), da PDGF auch im Gefal3system wichtige Aufgaben erfillt.
So enthalten z.b. Thrombozyten in ihren a-Granula neben anderen Faktoren
PDGF, welches bei Aggregation freigesetzt wird. Uber die ebenfalls auf
Thrombozyten exprimierten a-Rezeptoren kénnen nun die freigesetzten PDGF-
Dimere im Sinne eines negativen Feedbackmechanismus die Aggregation
herunter regulieren [233, 289].

Weiterhin besitzt PDGF angiogene Eigenschaften. Diese sind jedoch weniger

stark ausgepragt als z.b. bei VEGF und FGF. Da entsprechende Knockout-
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Mause in der frihen Embryogenese keine allgemeine Storung der Gefal3-
bildung aufwiesen, scheint PDGF keine tragende Rolle bei der Initiierung der
Gefallbildung zu spielen. Allerdings wurden Gefallanomalitaten in einzelnen
Organen festgestellt, welche auf eine organspezifische Mitbeteiligung von
PDGF an der Gefal3bildung schlie3en I&sst.

Weiterhin kann PDGF-BB die Bildung funktioneller Anastomosen in vivo
induzieren [290, 291].

In Kapillaren produzierte PDGF-B-Ketten scheinen dariber hinaus noch eine
wichtige Rolle bei der Erhaltung der strukturellen Integritat von Blutgefal3en zu
spielen. PDGF-B-Ketten haben vermutlich die Fahigkeit Perizyten zu rekru-
tieren, welche fir die Stabilitdt von Gefalen und fir Neoangiogenese wichtig
sind [241, 242].

Wundheilung

Die Wundheilung von Weichteilgewebe ist ein physiologischer Prozess, der den
korpereigenen Verschluss einer Wunde durch weitestgehende Wiederherstel-
lung des beschadigten Korpergewebes bezeichnet. Der Prozess lauft nach
einem festen Schema in vier Phasen ab (s. Abb. 14 und Tab. 5).

Zone I1 Zone 111 Zone IV
Immature Newly formed Normal
granulation connective tissue tissue |
tissue e

<

@ ! \
Zone | oocoo°g]g )
oo e

Coagulum | Se5x
ALY "‘f’k A e,
cooo 000!% Q0% O7R °/3;

collagen fibers collagen fibers

38



A Einleitung

Abb. 14 und Tab. 5: Die vier Wundheilungsphasen (in ,,Zonen“ unterteilt).
Quelle: (Reuterdahl, Sundberg et al. 1993) [292]

Zone | Tag | Phase Beschreibung

I 0-1 | Latenzphase Blutgerinnung und Vasokonstriktion von ver-
letzten GefalRen zum Stopp der akuten Blu-

tung

1 1-3 | Exsudationsphase Austritt von entziindungszell- und mediator-

reichem Wundsekret

11 4-12 | Proliferationsphase | Proliferation von neuem Bindegewebe und
Neovaskularisation zur Bildung von Granu-

lationsgewebe

\V > 13 | Regenerationsphase | Reepithalisierung und Reifung des darunter-

und Maturation liegenden Gewebes

In allen o.g. Stadien sind verschiedene Wachstumsfaktoren zur Regulation
notwendig [293, 294]. Einer davon ist PDGF, welcher mit seinen Rezeptoren in
Wunden in vivo nachgewiesen werden konnte. PDGF wird synthetisiert und in
die Wundflissigkeit [295, 296] sezerniert von

e Thrombozyten und aktivierten Makrophagen [200, 292],

e Thrombin-stimulierten Endothelzellen [222],

e glatten Muskelzellen von beschadigten Arterien [297],

e aktivierten Fibroblasten [218] und

e epidermalen Keratinozyten [219].
Bei gesunder Haut und nichtheilenden Hautulzera ist PDGF dagegen nicht
nachweisbar [298].
Auch die PDGF-Rezeptoren sind in Fibroblasten und glatten Muskelzellen in
ruhendem Gewebe nur gering exprimiert. Wahrend einer Entzindung, in
menschlichen Zahnfleischwunden und in chronischen Hautwunden wurde hin-
gegen eine erhdhte Expression des (3-Rezeptors gefunden [255, 292, 299-301].
AuRerdem wurde sowohl der B-Rezeptor als auch der a-Rezeptor bei gestorter

Wundheilung bei diabetischen Mausen als vermindert nachgewiesen [302].
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Weitere Hinweise fur die Beteiligung von PDGF an der Wundheilung sind
Studien, welche belegen, dass PDGF viele in die physiologische Wundheilung
involvierte Zellarten beeinflusst.
Es stimuliert
e Mitogenitat und Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen [235].
e Makrophagen zur Bildung und Sekretion von fur die Wundheilung
bendtigter Wachstumsfaktoren und Matrixmolekiile, wie z.b. Fibronektin
[303], Proteoglykane [304] und Hyaluronsaure [305].
e Fibroblasten zur Bildung und Sekretion von Kollagen, welches speziell in
den Phasen der Proliferation und Regeneration von grof3er Bedeutung ist
[306] u.v.a.m. .
Schlie3lich konnte auch noch nachgewiesen werden, dass direkte Applikation
von PDGF in vivo einen positiven Effekt auf die Wundheilung ausubt. Hierbei
beeinflusst PDGF die Intensitat und Geschwindigkeit, nicht jedoch die normale
Abfolge der Wundheilungsphasen.
Durch PDGF wird eine verstarkte Bildung von Granulationsgewebe [307, 308],
u.a. durch Induktion von Fibroblastenproliferation und —differenzierung [309],
eine schnellere Epithelialisierung und eine schnellere Neovaskularisation
ermdglicht [310-312].

2.3.e. Rolle von PDGF bei pathologischen Prozessen

Tumor

Sowohl bei in vitro als auch bei in vivo Untersuchungen konnte ein tumorigener
Effekt von PDGF nachgewiesen werden.

Beim Menschen wurde ein Zusammenhang zu Tumoren festgestellt wie z.b. zu
Hirntumoren [313, 314], Weichteiltumoren [315], oder auch hamatopoetischen
Tumoren [316, 317].
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Arteriosklerose

Arteriosklerose ist nach Ross et al. eine fibroproliferative Krankheit mit
entztindlicher Komponente [318]. Mehrere Untersuchungen konnten eine
verstarkte Expression von PDGF und dessen Rezeptoren bei natirlich aufgetre-
tener Arteriosklerose [255, 319-321] nachweisen. Zudem konnte aber auch bei
experimentell induzierter Arteriosklerose [322, 323], nach Gefallwandschéaden
durch Ballonkatheter verursachte [324-326], und bei Koronararterien nach
perkutaner transluminaler Koronarangioplastie [327] eine erhéhte PDGF-
Expression nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass PDGF eine tragende Rolle spielt bei der
Pathogenese der Arteriosklerose bzw. anderen Erkrankungen, die mit Gefal-
wandschaden und nachfolgender fibroproliferativer, entziindlicher Reaktion
assoziiert sind.

Bislang ist die genaue Ursache fur die erhbhte Expression von PDGF und
dessen Rezeptoren bei Arteriosklerose nicht bekannt. Méglich ware eine
Induktion der Expression durch externe Stimuli, aber auch z.b. durch rheolo-
gische Veranderungen: niedrige Blutflisse fihren nach Untersuchungen von
Kraiss et al. und Mondy et al. zu einer erhéhten Produktion von PDGF durch
Endothelzellen [328, 329].

Untersuchungen mit Hilfe von experimenteller Ballonkatheterisierung an Ratten-
arterien legen nahe, dass PDGF eine wichtige Rolle spielt bei Intimahyper-
plasie, wobei vor allem PDGF-BB und der PDGF-B-Rezeptor diesbezuglich von
Relevanz zu sein scheinen [330-332].

Nach Pompili et al. kdnnte eine mdgliche Funktion von PDGF die Stimulation
einer SMC-Migration von der Media in die Intima, der Stimulation dortiger Proli-
feration und der Induktion der Bildung von Matrixmolekulen sein [332, 333].
Einige Arbeitsgruppen vertreten jedoch auch die Meinung, dass PDGF wichtig
ist flr die Migration, nicht jedoch fur die Replikation von arteriellen SMC bei der
Neointimabildung [334].
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Fibrose

Die bereits erwéhnte Induktion der Bildung von Matrixmolekulen durch PDGF
spielt auch bei fibrotischen Erkrankungen eine wichtige Rolle. So konnte eine
Uberaktivitat von PDGF u.a. bei verschiedenen fibrosierenden Lungenerkran-
kungen gezeigt werden, wie z.b. bei idiopathischer Lungenfibrose [335], und mit
Fibrose assoziierte hypoxische pulmonale Hypertension [336]. AulRerdem zeig-
ten sich experimentell bei intratrachealer Applikation von PDGF-BB eine
vermehrte Kollagendeposition [337] und eine Inhibition von Lungenfibrose durch
PDGF-Antikdrper im Mausmodell [338].

Auch bei fibrotischen Erkrankungen anderer Organe, wie z.b. der Niere, [339],
und der Leber [253, 340, 341], scheint PDGF eine wichtige Rolle zu spielen.

2.4. TGF-B (Transforming Growth Factor Beta)

2.4.a. TGF-B Superfamilie

Erstentdeckung

Die TGF-B Superfamilie besteht aus vielen verschiedenen Zytokinen, welche
auf Grund ihrer Sequenzhomologien in vier grof3e Subgruppen aufgeteilt
werden: die TGF-B Familie, die GDNF (Glial Cell Line Derived Neurotrophic
Factor) Familie, Aktivine und die DVR (Decapentaplegic and Vegetal-1-Related
group) Familie. Zudem werden einige entfernter verwandte Moleklle zur TGF-
B-Superfamilie gezahlt, wie z.b. das Anti-Muller-Hormon (AMH) (s. Abb. 15).
Insgesamt umfasst die TGF-B Superfamilie Gber 50 verschiedene, evolutionar
hoch konservierte Proteine, die eine wichtige Rolle in der Regulation von
Zellwachstum und —differenzierung spielen und essentielle Funktionen in der

Embryogenese tUbernehmen [342].
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Bereits 1981 wurde die erste Isoform dieser Gruppe entdeckt, heute unter dem

Namen TGF-B1 bekannt. Roberts et al. und Moses et al. entdeckten die Fahig-

keit von TGF-B1, Wachstum und Transformation verschiedener Zelllinien unter

bestimmten kulturellen Bedingungen zu induzieren, woraus der heutige Name
abgeleitet wurde [344, 345].
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2.4.b. TGF-B Familie

Isoformen
Die TGF-B Familie umfasst eine sehr einheitliche Gruppe aus dimeren Protei-
nen, von denen bis heute finf verschiedene TGF- Isoformen isoliert wurden,
TGF-B1, 2, 3, 4 und 5. Im Menschen existieren jedoch nur TGF-$1, TGF-$2 und
TGF-B3 [346-351]. Diese befinden sich auf Chromosom 19 (TGF-B1), Chromo-
som 1 (TGF-B2) und Chromosom 14 (TGF-$3) und ihre Sequenzen sind bis zu
80% homolog zueinander [352].
Auch wenn sich die Isoformen in ihren biochemischen Eigenschaften sehr &hn-
lich sind, unterscheiden sie sich stark in Bezug auf Lokalisation, Funktion und
Bedeutung. Abhangig von der vorliegenden Isoform, Zielzelle und vorhandenen
anderen Zytokinen [131] beeinflussen die Isoformen von TGF-f3 eine Vielzahl
von Zell- und Gewebsfunktionen, wie z.b.

e Zellproliferation und —differenzierung [353, 354],

e Embryogenese [355, 356],

e Bildung von EZM [357],

e Angiogenese [358],

e Chemotaxis [359],

e Waundheilung [356, 360, 361],

e Hamatopoese [362] und Immunfunktionen [363-365].
Auch im ZNS ist TGF-B involviert u.a. fir Reparaturmechanismen [366, 367]
und die Regulierung des Uberlebens von Neuronen [368].
Die Gewebe- bzw. Zellarten, die von TGF-B beeinflusst werden, umfassen

e das Mesenchym (Fibroblasten),

e die Muskeln (Skelett-, Herz- und glatte Muskelzellen),

e Knochen (Osteoblasten),

e das hamatopoetische (Knochenmarkszellen),

e das hamatologische und das Immun-System (Thrombozyten, B-, T-

Zellen, Monozyten/Makrophagen) sowie

e Endothel und Epithel (Endothelzellen, Hepatozyten, Keratinozyten)

(Review: [369]).
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Grundstruktur & Signalwege

Die drei menschlichen TGF-B-Isoformen werden alle nach dem gleichen Prinzip
als Pra-Pro-Proteine synthetisiert und exozytiert, d.h. sie bestehen aus dem
eigentlichen Protein mit einer relativen Molekilmasse von 12,5 kDa, einer
Prodoméne und einem aminoterminalen hydrophoben Signalpeptid. Wie in
Abbildung 16 (s.u.) dargestellt, werden aus je zwei TGF-B-Proteinen mit
anhangender Prodomane Homodimere gebildet, ,kleine latente Komplexe*
(Engl.: Small Latent Complex, kurz: SLC) genannt. Die Dimerisation wird
hauptséachlich durch hydrophobe Wechselwirkungen erméglicht. Zusatzlich wird
sie durch Bildung einer Disulfidbriicke Uber einen von insgesamt sieben, pro
Kette vorhandenen, Cysteinresten stabilisiert. Die anderen sechs Cysteinreste
bilden einen sogenannten Cysteinknoten Uber intramolekulare Disulfidbrticken,
welcher zur Sekundar- und Tertiarstruktur der TGF-B Untereinheiten beitragt
[370-373]. Jeder SLC kann mit einem latenten TGF-B bindenden Protein (Engl.:
Latent TGF-B Binding Protein, kurz: LTBP) einen sogenannten ,grof3en latenten
Komplex® (Engl.: Large Latent Complex, kurz: LLC) bilden, welcher nach
Sekretion an die EZM gebunden wird. Die Aktivierung von TGF- erfolgt
entweder Uber Freisetzung von TGF-B aus den matrixgebundenen LLC Uber
Proteasen oder schneller Uber Exozytose von SLC und proteatischer Abspal-
tung der anhangenden Prodoméanen [374-379].

In vitro kénnen diese Mechanismen z.b. durch pH-Wert, Temperatur, verschie-
dene Glycosidasen und die Protease Plasmin beeinflusst bzw. induziert werden
[380-383].
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Abb. 16: TGF-B1 Synthese und Sekretion.

1. Das Signalpeptid veranlasst die Synthese des Pra-Pro-Proteins am
rauhen endoplasmatischen Retikulum (ER). Wahrend der Translokation
ins Lumen erfolgt die Abspaltung der hydrophoben Signalsequenz.

2. Das Vorlauferprotein dimerisiert unter Ausbildung von Disulfidbrticken
und wird zu den cis-Golgi Zysternen transportiert.

3. Post-translationell katalysiert die Proteinkonvertase Furin im Golgi-
Apparat die Endoproteolyse des dimeren Pro-Proteins. LAP und TGF-B1
bleiben nicht kovalent verbunden und bilden den SLC.
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4: Der SLC kann uber eine Disulfidbricke mit einem singularen LTBP
verknipft werden. Der Komplex wird als LLC bezeichnet. Uber das
Bindungsprotein LTBP kann der LLC kovalent mit der EZM verbunden
werden. Quelle: (Janssens, ten Dijke et al. 2005) [384]

2.4.c. Rezeptoren

Die Wirkung der menschlichen TGF- Isoformen 1,2 und 3 werden durch den
TGF-B Rezeptor Typ | (TbR-I; 53 kDa), Typ Il (TbR-II; 70—-100 kDa), und Typ IlI
(TbR-11I; 200-400 kDa) vermittelt [342].

Fur die Signaltransduktion sind TbR-I und —Il verantwortlich, wohingegen TbR-
lll, bestehend aus Betaglycan und Endoglin, nur eine modulierende Wirkung fur
den Zugang der Liganden zu den Rezeptoren hat [385, 386].

TbR-1 und Il sind sogenannte Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren, d.h. ihre Wir-
kung wird intrazellular durch eine Serin/Threonin-Aktivitat vermittelt. Zusatzlich
bestehen diese Rezeptoren aus einer kurzen extrazellularen Liganden-binden-
den Region und einem einzelnen a-helikalen Transmembransegment [387].
Trotz des prinzipiell gleichen Aufbaus der TbR-I und -Il, missen fur die
Signaltransduktion beide Rezeptorformen vorhanden sein und miteinander
agieren. Da jeder TbR-II nur eine Bindungsstelle fur eine Kette der dimeren
TGF-B Isoformen besitzt, tetramerisieren die als Isohomodimere vorliegenden
TbR-11 und —I [388, 389]. Nach korrekter Interaktion kommt es zu intrazellularer
Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten. Hierdurch werden wiederum
intrazellular vielfaltige Wirkungen induziert Gber diverse nachgeschaltete Signal-
kaskaden u.a. mittels sogenannter Smad (Small Mothers Against Decapenta-
plegic)-Proteine und die MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) [390-394].

2.4.d. TGF-B1

TGF-B1 stellt die meist vorhandene und am besten charakterisierte Form der

TGF-B- Superfamilie dar. Die evolutionar stark konservierte Form ist sowohl in
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Saugetieren als auch in Invertebraten nachweisbar. Hauptquelle fir TGF-31
sind v.a. Thrombozyten und Knochengewebe [347, 395].
TGF-B1 hat 3 Hauptwirkungsbereiche:

1. Die zellulare Ebene: Regulation von Zellproliferation, -differenzierung,

-apoptose, -migration

2. Die extrazellulare Ebene: Produktion von EZM

3. Die immunologische Ebene: Immun- und Entziindungsreaktionen
Hierdurch werden vielfaltige sowohl physiologische als auch pathologische

Prozesse des Korpers beeinflusst (s. Abb. 17).

Fibrosis | Pathological angiogenesis |
Proliferation Proliferation
ECM synthesis Migration

ECM synthesis
Fibroblasts Endothelial cells

Vascular Smooth Muscle cells

( TGFp )
@ \/ \, QJ
Immune cells Epithelial cells
Immune suppression EMT Cell cycle arrest
1 <@ 1
Autoimmune . ——
hehil Cancer

Abb. 17: Diverse durch TGF-B1 beeinflusste pathologische Prozesse:
Fibrose, GefaRkrankheiten, Autoimmunkrankheiten, Krebs.
Quelle: (Bertolino, Deckers et al. 2005) [396]

Embryonalentwicklung
Bereits 1987 konnten Kimelman et al. nachweisen, dass exogen zugefihrte
TGF-B Proteine von Saugetieren die Bildung von Mesoderm in Xenopus-

Gewebe induzieren kénnen [397]. In den nachfolgenden Jahren wurden die
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spezifischen Expressionsmuster der drei menschlichen TGF-B Isoformen mit
verschiedenen Methoden in Mausembryogewebe untersucht. Entsprechend
dem Expressionsmuster im Mausmodell konnte TGF-B1 schliellich auch in
menschlichen Embryos in verschiedenen Geweben verstarkt exprimiert nachge-
wiesen werden, v.a. in hAmatopoetischen und mesenchymalen Geweben vieler
innerer Organe und in endothelialen und osteogenen Geweben [398].

Hinweise fur die Relevanz von TGF-B1 wahrend der Embryogenese finden sich
u.a. bei Kallapur et al. . In ihren Untersuchungen fuihrte Knockout von TGF-f31
bei ca. 50% von TGF-B1 homozygoten Mutanten und bei ca. 25% von TGF-31
heterozygoten Mutanten zum Tod wahrend der Embryogenese [399].

Untersuchungen von Shull et al. und Kulkarni et al. ergaben, dass TGF-f31
defiziente Mause in der 3. bis 5. Woche post partum an multiplen Organent-

zindungen und Autoimmunprozessen versterben [400, 401].

Gehirn

Wahrend TGF-B1 in gesunder Gehirnsubstanz und Liquor (Engl.: Cerebrospinal
Fluid, kurz: CSF) nicht bzw. nur in geringem Mal3e nachweisbar ist, findet sich
bei einigen pathologischen Veranderungen und Schadigungen des Gehirns
eine erhohte Expression [402]. Hauptexpressionsort von TGF-1 sind vor allem
die Meningen und der Plexus choroideus, dem Produktionsort von Liquor [403-
405].

Sowohl in Zellkulturen als auch in in vivo Modellen konnten vielfaltige
Funktionen der drei menschlichen TGF- Isoformen im Gehirn nachgewiesen
werden, wie z.b. die Beeinflussung von Proliferation, Funktion und Uberleben
von Neuronen sowie Gliazellen [406]. TGF-B1 fungiert hierbei als
neuroprotektiver Faktor, u.a. durch eine Steigerung der BCL-2 Produktion,
wodurch Neurone vor oxidativem Stress geschitzt werden kénnen [407, 408].
Spezifische Krankheitsbilder mit veranderter TGF-B1 Expression sind z.b.
neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Multiple Sklerose und
Morbus Parkinson, Gehirntumoren und L&sionen durch Trauma oder Ischamie
[367, 402, 406, 409, 410].
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Als gemeinsame Ursache lasst sich hierflr eventuell die nach beinahe allen
pathologischen Hirnbeeintrachtigungen vorhandene, neurogliale Aktivierung an-
fuhren. Diese konnte in Korrelation mit einer erhéhten Expression von TGF-1
nachgewiesen werden und spielt eine wichtige Rolle fur die Reparatur der
geschadigten Hirnstrukturen [411]. Durch erhdhte TGF-31 Werte im Hirnwasser
konnen wiederum die Fibrogenese, die Narbenbildung, eine leptomeningeale
Zellproliferation und andere gewebliche Umbauprozesse geférdert werden. Dies
kann durch Stérungen an den Sekretions-, Abfluss- und Resorptionsstellen des
Liquors die Entwicklung von Liquorzirkulationsstorungen und einem chroni-
schen HZ begiinstigen [412-414].

Nach ischamischem Infarkt konnte TGF-B1 v.a. im Bereich der Penumbra
nachgewiesen werden, nicht aber im Infarktgewebe. Dies ist nach Krupinski et
al. vermutlich darauf zurickzufiihren, dass durch Hypoxie induzierter Stress
neuronaler und astroglialer Zellen die Wachstumsfaktorexpression erhoht. Bei
zu starker Schadigung durch Hypoxie ist jedoch die zellulare Antwort nur noch
vermindert oder gar nicht mehr mdoglich [410]. AuRerdem ist eine erhdhte
Neoangiogenese im Bereich der Penumbra nachweisbar [415, 416], welche
vermutlich auch durch Wachstumsfaktoren, wie z.b. TGF-B1, induziert wird
[417]. Quelle fir TGF-B1 kdnnten nach Lindholm et al. z.b. Monozyten/Makro-
phagen sein, welche chemotaktisch angelockt durch eine Schadigung der Blut-

Hirnschranke das geschadigte Gewebe infiltrieren kénnen [418].

Immunsystem

TGF-B1 wird nicht nur von immunkompetenten Zellen, wie z.b. Mono-
zyten/Makrophagen und Lymphozyten produziert [418, 419], sondern beein-
flusst diese auch in ihrer Funktion auf parakrinem und autokrinem Weg. So
kann TGF-B1 z.b. die Immunglobulinproduktion von Lymphozyten beeinflussen
[420] oder auch Makrophagen aktivieren und deaktivieren [363, 364]. Die
Vielfaltigkeit und Bedeutung von TGF-B1 zeigt sich bei Mausen mit homozygo-
ten Null-Mutationen fur das TGF-B1 Gen, welche zwar ohne sichtbare morpho-
logische Auffalligkeiten geboren werden, aber in den ersten Lebenswochen an

massiven Immunzellinfiltrationen in verschiedenen Organen versterben [400,
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401]. Dies zeigt, dass TGF-B1 wichtige immunsuppressive Funktionen austibt.
Auch bei einigen immunsuppressiv wirkenden Krankheiten, wie z.b. verschie-
denen Krebsarten, chronisch degenerativen Krankheiten und AIDS deuten die

erhohten TGF-B1 Level auf eine Mitbeteiligung an der Pathogenese hin [421].

Vaskulares System

Eine Reihe von Studien konnte in den vergangenen Jahren eine zentrale Rolle
des TGF-B1 fur sowohl die Vaskulogenese (d.h. die Bildung eines primitiven
Gefallsystems aus endothelialen Vorgangerzellen) als auch die Angiogenese
(d.h. die Ausweitung und der Umbau in ein komplexes Gefal3system) nach-
weisen. Der Funktionsverlust verschiedener Komponenten des TGF-B1 Signal-
weges fuhrt hierbei zu einer abnormalen Differenzierung und Reifung des
primitiven Gefal3systems, was zu einer erhohten Fragilitat mit verminderter
Integritat der Gefallwand fuhrt. Abhangig von der betroffenen Komponente des
Signalweges wird bereits die Vaskulogenese oder erst zu einem spateren
Zeitpunkt die Angiogenese beeinflusst [422].

In vitro Studien ergaben, dass TGF-B1 die fur die Angiogenese wichtige
Proliferation und Migration der Endothelzellen sowie die Ablagerung von EZM
sowohl induzieren als auch inhibieren kann, abhangig von der Konzentration
von TGF-p1, der Herkunft der Endothelzellen und den Konditionen des
Kulturmediums [423].

Zu der direkt angiogenen Funktion agiert TGF-B1 auch indirekt angiogen durch
seine chemotaktischen Eigenschaften auf verschiedene Zellen, welche wie-
derum proangiogene Zytokine freisetzen kdnnen [424].

Die angiogenetische Funktion von TGF-B1 ist sowohl bei der embryonalen
Entwicklung des Gefalisystems, als auch im adulten Leben von zentraler
Bedeutung, bei physiologischen Funktionen, wie z.b. der Wundheilung, und
auch bei pathologischen Situationen, wie z.b. Ischamie, Entziindung oder auch

bei Tumorwachstum [396].
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Tumor

In Bezug auf Tumore kann TGF-B1 sowohl antiproliferativ. und damit
antitumorigen wirken als auch proliferativ und damit tumorigen. Es konnten
Korrelationen mit einer Reihe von verschiedenen Tumoren nachgewiesen
werden, wie z.b. Kolonkarzinom, Magen-Karzinom und hepatozellulares
Karzinom [425-429], wobei oftmals die tumorigene Eigenschaft von TGF-B1 eng
mit der angiogenen Eigenschaft, als Grundvoraussetzung fir das Wachstum

der Tumoren, korreliert.

Wundheilung

Bei der Wundheilung konnte die genaue Funktion von TGF-B1 trotz zahlreicher
Studien bisher nicht vollstandig geklart werden. Fest steht, dass TGF-B1 direkt
nach Verletzung von Thrombozyten freigesetzt wird [347] und durch seine
chemotaktischen Eigenschaften neutrophile Granulozyten, Makrophagen und
Fibroblasten anlockt. Diese wiederum induzieren durch positive Rickkopplung
die Synthese von sowohl aktivem TGF-B1 (Halbwertszeit 2—3 min) als auch der
latenten Form (Halbwertszeit 100 min) in vielen verschiedenen Zellen. Durch
proteolytisch aktive Enzyme ist damit eine ununterbrochene Bereitstellung von
TGF-B1 wahrend des Heilungsprozesses gewahrleistet [430].

Es beeinflusst die Reepithelialisierung sowie die Bildung von Granulations-
gewebe und Narbengewebe durch Stimulation von Fibroblastenproliferation,
Myofibroblastendifferenzierung, Ablagerung von Matrixgewebe und Angiogene-
se [358, 430, 431].

Arteriosklerose

Durch die grol3en Einflussmoglichkeiten auf Gefal3system und Bindegewebe
spielt TGF-B1 auch bei der Entstehung der Arteriosklerose eine wichtige Rolle.
Nach Grainger et al. hat TGF-B1 unter normalen Bedingungen einen anti-
arteriosklerotischen Effekt und erhalt die normale Architektur der Gefaldwand,
sofern die in vitro nachgewiesenen Funktionen auch auf Bedingungen in vivo
Ubertragbar sind [432, 433]. TGF-B ist in der gesunden GefalRwand stark

exprimiert und inhibiert in vitro in der Regel die Proliferation und Migration
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glatter Muskelzellen [434-437]. Es Ubt weiterhin ein sehr starkes antiinflam-
matorisches Signal aus durch Suppression proinflammatorischer Adhasions-
molekile in der GefalBwand [438] und verringert eine Schaumzellbildung von
kultivierten Makrophagen [439].

Wird die Funktion von TGF-B1 gehemmt, so kann dies zu einer verstarkten
proinflammatorischen Reaktion mit Leukozytenakkumulation sowie einer
erhohten Proliferation, Migration und Entdifferenzierung von vSMCs in der
Gefallwand fihren, was eine wichtige Rolle bei der Genese der Arteriosklerose
spielt [433]. Eine weitere wichtige Funktion von TGF-B1 im Zusammenhang mit
Arteriosklerose ist die Induktion der Bildung von EZM. Hierdurch kann bei
bereits entstandener arteriosklerotischer Lasion die Stabilitdt der Plaques
erhoht werden und damit die Gefahr einer Embolie durch instabile Plaques
verringert werden [440-442].

TGF-B1 hat damit einerseits die Funktion, die normale Struktur und Funktion
der Gefallwand zu erhalten und andererseits bei schon bestehender arterio-

sklerotischer Lasion die Stabilitat der Plaques zu gewahrleisten [432].
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3. Hintergrund & Zielsetzung der Studie

Die Idee fur das grundsatzliche Design unserer Studie entstand durch
ausgedehnte Literaturrecherchen beztglich bisheriger Erkenntnisse Uber MMD,
mit Schwerpunkt auf histopathologischen und genetischen Untersuchungen.
Wie bereits in Abschnitt A.1.3. (Atiologie) beschrieben, scheinen vererbbare
endogene genetische Faktoren &tiologisch von Bedeutung zu sein.

Weiterhin postulieren einige Studien fur die in Abschnitt A.1.4. (Pathogenese
und Histologie) beschriebenen histopathologischen Veranderungen der Gefalie
bei MMD verschiedene Zytokine als (mit)verantwortlich [56, 65, 68].

Diese Annahme resultiert einerseits aus zahlreichen Studien, welche belegen,
dass einige Zytokine bei Mechanismen involviert sind, welche auch bei MMD
pathogenetisch von Relevanz sind, wie z.b. die Proliferation von glatten
Muskelzellen. Andererseits konnten diverse Zytokine im Vergleich mit nicht an
MMD erkrankten Kontrollpersonen z.b. im Liquor, Serum oder auch kultivierten
glatten Muskelzellen aus Gefallwanden als verandert exprimiert nachgewiesen
werden. Ob die veranderte Expression der Faktoren jedoch als Folge oder als
Ursache von MMD angesehen werden kann, ist bislang ungeklart.

In unserer Studie untersuchten wir spezifische DNS-Abschnitte in oder vor den
kodierenden Genbereichen fir bFGF, CRABP-I, PDGFR und TGF-B1 bei einer
an MMD-erkrankten Fallgruppe im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe.
Die Auswahl der Zytokine bFGF, CRABP-I, PDGFR und TGF-31 fur unsere
Studie basiert u.a. auf Untersuchungen, welche in den folgenden Abschnitten
(s. Abschnitt 3.1. bFGF bei MMD bis 3.4. TGF-B1 bei MMD) ausfuhrlicher
dargestellt werden und tGber den Nachweis einer verdnderten Expression dieser
Zytokine einen moglichen Zusammenhang mit der Pathogenese von MMD
begrinden.

Die untersuchten spezifischen DNS-Abschnitte in oder vor den kodierenden
Genbereichen o0.g. Zytokine sind sogenannte ,Single Nucleotid Polymorphisms*
(SNPs, dt.: Einzelbasenmutationen), welche eine spezielle Unterform von

genetischen Polymorphismen darstellen.
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Genetische Polymorphismen sind DNS-Variationen, welche fir die unterschied-
liche Auspragung von bestimmten (phanotypischen) Merkmalen bei den jeweili-
gen Individuen verantwortlich sind. Als Kriterium fir die Bezeichnung Poly-
morphismus muss das seltenere Allel mit einer Frequenz von >1% in einer
Bevolkerungsgruppe vorhanden sein.

SNPs beschreiben den Unterschied zwischen zwei Individuen nur bezogen auf
einzelne Nukleotide (Basenaustausch) und sind fir ca. 80%-90% aller
bekannten Polymorphismen verantwortlich. Bei Vergleich aller Genome weltweit
finden sich schatzungsweise 9-12 Mio. SNPs (also 1/300 Bp), bezogen auf das
menschliche Genom betragt ihre geschatzte Haufigkeit mindestens 1 pro 1000
Basenpaare.

Da sie sehr haufig auftreten, eine hohe interindividuelle Variabilitat bei hoher
evolutionarer Stabilitat aufweisen und sehr schnell und einfach zu bestimmen
sind, wie z.b. mit einem einfachen plus/minus Assay, haben SNPs eine grol3e
wissenschaftliche Bedeutung,

Obwohl die meisten SNPs nur einen geringen oder keinen Effekt auf die
Genregulation und Proteinaktivitat haben, verbleiben dennoch eine Vielzahl an
Moglichkeiten fur eine schadliche Wirkung durch Austausch einzelner Basen.
Man geht davon aus, dass SNPs eher nicht die Krankheiten an sich
verursachen, sondern beeinflussen, wie ein Individuum auf bestimmte
Umweltbedingungen reagiert, und somit das Risiko fur bestimmte Krankheiten
modifizieren kénnen.

Auch wenn somit in der Regel noch weiterfihrende Untersuchungen fur eine
spezifische Aussage Uber das Krankheitsrisiko bzw. den Einfluss eines SNPs
auf eine Krankheit nétig sind, lasst sich dennoch durch die Untersuchung von
SNPs eine allgemeine Aussage formulieren bezuglich einer maoglichen
Korrelation zwischen SNP und Krankheit bzw. eines erhoéhten Risikos fur eine
Krankheit.

Das Vorgehen fur die exakte SNP-Auswahl fur diese Studie wird im Abschnitt
B.2.5. (SNP-Auswahl) beschrieben.
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3.1. bFGF bei MMD

bFGF ist bei MMD-Erkrankten immunhistopathologisch verstarkt nachweisbar in
der Dura mater [67], in Zellen der STA, wie z.b. SMCs und Endothelzellen [67],
und in Zellen von Arterien des Circulus Wilisii [66], wohingegen Kontrollen
hochstens eine sehr leichte Immunoreaktivitat aufweisen [161, 164].

Ebenso ist der bFGF-Rezeptor in einigen Zellarten signifikant erhéht, wie z.b. in
SMCs aus der STA von MMD-Patienten [443]. Weiterhin findet sich bFGF
signifikant erhoht im CSF [163, 444]. Im Blutserum hingegen findet sich keine
signifikante Erhohung von bFGF, wie eine aktuelle Studie von Kang et al. ergab
[445].

Wie bereits im Abschnitt A.2.1. (bFGF) beschrieben, wirkt bFGF direkt angio-
gen, was die Entstehung der Neovaskularisation bei MMD ermdéglichen kénnte
[161-164, 446]. Gleichzeitig kann bFGF auch eine Intimahyperplasie mit nach-
folgender Stenosierung verursachen [154, 155, 159].

Eine weitere wichtige Funktion von bFGF ist die Induktion der Expression von
TGF-B1 [166], womit alle durch TGF-B1 verursachten Mechanismen auch
indirekt durch bFGF verursacht werden kénnen.

Durch Involvierung von bFGF in all diese bei MMD pathogenetisch relevanten
Mechanismen, wére ein atiologischer Zusammenhang zwischen einer genetisch
bedingten veranderten Expression von bFGF und der Pathogenese von MMD

durchaus denkbar.

3.2. CRABP-I bei MMD

Bei an MMD-Erkrankten ist CRABP-I im CSF erhoht im Vergleich zu MMD-
negativen Kontrollen [1]. Damit ware, basierend auf den oben erwéhnten Unter-
suchungen von Boylan et al. (s. Abschnitt A.2.2. (CRABP-I)), fur die
physiologische Wirkung von Retinsaure (atRA) eine entsprechend hoéhere
Menge Retinsaure notig, was bislang nicht in Zellen von MMD-Patienten
untersucht wurde. Retinsaure kann, wie bereits dargestellt, eine Vielzahl

anderer Zytokine beeinflussen und auch selbst Giber komplexe Signalwege eine
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Vielzahl von Mechanismen beeinflussen, welche fur die normale Struktur und
Funktion der Gefallwand wichtig sind. Kommt es daher zu einer Stérung in
diesem System, konnte es entsprechend zu pathologischen Gefal3-
wandveranderungen wie bei MMD kommen. Nach Kim et al. kdnnte atRA daher
auch einen maoglichen therapeutischen Nutzen bei MMD oder anderen hyper-
proliferativen Krankheiten haben [1].

Bei einem Kontrollpatienten mit arteriovendser Malformation konnten Kim et al.
ebenfalls eine erhéhte Expression von CRABP-I nachweisen. Die Erhéhung von
CRABP-I konnte daher auch allgemein mit zerebrovaskularen Krankheiten
korreliert sein [1].

Zusammenfassend scheint also nach dem aktuellen Wissensstand eine
Beteiligung von CRABP-I an der Genese von MMD durchaus denkbar.
Allerdings ist momentan noch schwer diskutierbar inwiefern CRABP-I ursachlich
bei MMD beteiligt sein kdnnte.

3.3. PDGF bei MMD

Nach Aoyagi et al. findet sich auf kultivierten glatten Muskelzellen aus der STA
von MMD-Patienten (HMSMC) eine signifikant geringere Anzahl an PDGF-
Rezeptoren [447].

Hierauf basierend lassen sich nach Aoyagi et al. auch die signifikant lAngeren
Verdopplungszeiten von HMSMC und ein vermindertes Ansprechen dieser
HMSMC auf exogen zugefuhrtes PDGF in Bezug auf DNS-Synthese und Proli-
feration erklaren [448].

Weiterhin lasst sich nach Aoyagi et al. bei HMSMC durch Applikation von
PDGF-BB eine hohere mitogene Reaktion induzieren als durch Applikation von
PDGF-AA, was auf eine erhéhte Expression des 3-Rezeptors im Vergleich zum
a-Rezeptor auf HMSMC schliel3en lasst [447].

Yamamoto et al. konnten eine signifikante Erhdhung der DNS-Synthese in
Kontrollzellen durch Applikation von sowohl PDGF-AA als auch —BB nachwei-

sen, welche sich jedoch nicht in HMSMC zeigte. Aul3erdem zeigte sich eine

57



A Einleitung

erhohte Stimulation der Migration von HMSMC durch PDGF-AA im Gegensatz
zu Kontroll-SMC [334].

Kang et al. wiesen in einer aktuellen Studie 18fach erhdhte Plasmalevel von
PDGF-BB bei MMD-Patienten im Vergleich mit gesunden Kontrollen nach [445],
im CSF hingegen findet sich nach Yoshimoto et al. keine PDGF-Erhéhung [65].
Wie bereits dargestellt im Abschnitt A.2.3. (PDGF), besitzt PDGF vielfaltige
Funktionen bei der Zellfunktion und damit verbundenen Stoffwechselvorgangen.
PDGF hat angiogene Eigenschaften und scheint eine wichtige Rolle bei der
Erhaltung der strukturellen Integritat von Blutgefal3en zu spielen.

Weiterhin hat PDGF wichtige Funktionen in Bezug auf die Wundheilung, u.a.
durch chemotaktische Effekte auf verschiedene Entziindungszellen, und ist bei
Intimahyperplasie bzw. Neointimabildung involviert durch die Eigenschaft von
PDGF Fibroblasten zur verstarkten Kollagenbildung und —sekretion anzuregen
sowie SMC-Migration und Proliferation zu beeinflussen.

Durch die Beteiligung an diesen vielfaltigen bei MMD relevanten Prozessen
scheint ein Zusammenhang von PDGF mit der Atiopathogenese durchaus
denkbar.

Es bleibt jedoch zu diskutieren, inwiefern die veranderte Expression der PDGF-
Rezeptoren eine Folge anderer beeinflussender Faktoren ist oder durch einen

Defekt im Bereich der Rezeptorgene selbst induziert sein kénnte.

3.4. TGF-B1 bei MMD

Hojo et al. wiesen TGF-B1 bei MMD-Erkrankten im Serum als signifikant erhdht
nach im Vergleich zu normalen gesunden Patienten. Es fand sich hierbei kein
Unterschied in verschiedenen Altersgruppen. Weiterhin konnten Hojo et al. eine
signifikant erhéhte Expression von TGF-f1 mRNA in kultivierten glatten Muskel-
zellen nachweisen, welche aus der STA von MMD-Erkrankten gewonnen
worden waren, im Vergleich zu kultivierten Muskelzellen von arteriosklerotisch
veranderten Gefalien. Auch hier konnte keine Altersabhéngigkeit nachgewiesen

werden [56]. Nach Nikol et al. fanden sich in Voruntersuchungen bei Vergleich
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von arteriosklerotischen zu nicht-arteriosklerotischen Gefaf3en in vivo keine
signifikant erhéhten TGF-B1 mRNA Werte, woraus Hojo et al. schlossen, dass
die erhohte TGF-B1 Expression im Zusammenhang mit der Pathogenese von
MMD, nicht jedoch von Arteriosklerose, gesehen werden kann [56, 449].

Im CSF fand sich nach Yoshimoto et al. keine signifikant erhdhte Expression
von TGF-31 bei Patienten [65].

Wie bereits im Abschnitt A.2.4.d (TGF-B1) beschrieben, kommt TGF-$1 u.a.
eine wichtige Rolle im Bereich Proliferation und Migration von SMCs,
Produktion von extrazellularer Matrix, Neointimabildung, Angiogenese und
Erhaltung der Homoostase der Gefal3wand zu. Zudem kann TGF-B1 andere
Zytokine beeinflussen, welche an diesen Prozessen beteiligt sind, wie z.b. die
Induktion der Expression von bFGF-Rezeptor 1 und 2 [450].

Es ist damit mal3geblich an Prozessen beteiligt, welche auch bei der Genese
von MMD von Relevanz sind.

Ob nun TGF-B1 eine ursachliche Rolle bei der Genese von MMD

zugeschrieben werden kann, ist bislang unklar.

Zusammenfassen lasst sich fur unsere Studie nun festhalten, dass nach dem
aktuellen Wissensstand

1. eine genetische Ursache von MMD wahrscheinlich scheint und

2. eine verdnderte Zytokinexpression pathogenetisch im Mittelpunkt zu

stehen scheint.

Um Hinweise auf die Atiopathogenese von MMD durch eine mdgliche
Korrelation zwischen diversen Genveranderungen und verandert exprimierten
Zytokinen bei MMD aufzudecken, wahlten wir dreizehn SNPs, die im kodieren-
den Bereich (nicht-synonyme SNPs) oder in vorgeschalteten regulatorischen
Regionen (regulatorische SNPs) der Gene von bFGF, CRABP-I, des PDGFRB
und TGF-B1 liegen, und untersuchten diese bezlglich einer Assoziation mit
MMD.
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Letztendlich dient diese Studie damit dazu, genetische Abberationen als
Ursache fir MMD aufzudecken um somit, einerseits durch frihzeitige
Screeningmdglichkeiten und andererseits durch die Festlegung Kkurativer

Behandlungsmaoglichkeiten, die Prognose der Krankheit zu verbessern.
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B Patienten, Material und Methoden

Die durchgefiihrte Studie ist anerkannt von der Ethik-Kommission der
medizinischen Fakultat und des Universitatsklinikums Tubingen (siehe Nummer
273/2009B0O1). Vor Teilnahme an dieser Studie gaben alle Studienteilnehmer
bzw. deren gesetzliche Vertreter ihre schriftliche Einwilligung. Diese erfolgte
nach einer mundlichen und/oder schriftlichen Aufklarung Uber Studienaufbau
und —ziele sowie Uber die Mdglichkeit die Studie jederzeit ohne Angabe von
Grinden abzubrechen. Aul3erdem bestand sowohl vor Beginn der Studie als
auch wahrend der gesamten Studienphase die Moglichkeit direkt personlich,

telefonisch und/oder schriftlich Fragen bezuglich der Studie zu stellen.

1. Studiendesign

Das Design der Studie entspricht einer Fall-Kontroll-Studie mit Vergleich einer
Gruppe an MMD-erkrankten Personen (Fallgruppe) und einer Gruppe nicht an

MMD-erkrankten Personen (Kontrollgruppe).

1.1. Fallgruppe

Die Rekrutierung der Fall-Gruppe erfolgte durch

1. Auswertung von Daten der medizinischen Datenbank des Universitats-
klinikums Tubingen. Vorrangiges Auswabhlkriterium war die Nennung der
MMD-Erkrankung in der Diagnosenliste des/r Patienten/in.

2. Suche und Kontaktaufnahme mit Patienten vermittelt durch national und
international tatige Organisationen mit entsprechenden Patientendaten-
banken, wie z.b. das Kindernetzwerk e.V. (http://www.kindernetzwerk.de)
und die Stiftung Deutsche Schlaganfallhilfe (http://www.schlaganfall-
hilfe.de).

3. Suche und Kontaktaufnahme mit Patienten Uber Internetforen, wie z.b.

www.moyamoya.info, www.moyamoya.net und www.moyamoya.com.
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4. Kontaktaufnahme mit Patienten Uber bereits in die Studie involvierte
Patienten, welche mit bislang nicht involvierten Patienten in Kontakt
standen/stehen.

5. Kontaktaufnahme von Seiten der Patienten. Durch Kontakte der Patien-
ten untereinander erfuhren weitere Patienten von der Studie. Diese

kontaktierten uns um ebenfalls an der Studie teilzunehmen.

41 Patienten gaben nach Aufklarung ihre Zustimmung zur Teilnahme an der
Studie. Sofern notig, erfolgte die Zustimmung zur Teilnahme durch den
gesetzlichen Vertreter. Falls moglich, wurde jedoch auch hier zuséatzlich die
Zustimmung des Patienten selbst eingeholt.

Bei allen der Fallgruppe Zugeordneten liegt eine radiologisch diagnostizierte
MMD-Erkrankung vor.

Fir die Teilnahme an der Studie wurden die Patienten gebeten, zusatzlich zu
der im Abschnitt B.2.2.1. (Blutentnahme) beschriebenen Blutprobe, einen
Fragebogen auszufillen und uns, sofern mdglich, Arztbriefe Uber bisherige
Untersuchungen und gegebenenfalls Operationen zukommen zu lassen.

Der Fragebogen enthielt Fragen bezulglich:

e Ethnische Zugehorigkeit (Herkunftsland)
e Geschlecht

e Geburtsdatum

e Symptomatik bei Erstmanifestation

e Zeitpunkt der Diagnosestellung

e Bisheriger Krankheitsverlauf

e Bisherige Behandlung

o Komplikationen bei der Behandlung

e Momentane Probleme und Medikation

e Sonstige Krankheiten

e Betroffene Verwandte
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Alle Daten der Studie wurden gesammelt, ausgewertet und dargestellt mit Hilfe
von Microsoft Excel und Microsoft Word.
Aus den Fragebdgen und Unterlagen liel3en sich folgende Eigenschaften der

Gruppe ableiten:

e Alle Patienten leben im europaischen Raum mit Schwerpunkt auf

Zentraleuropa.

Tab. 6: Herkunftslander der MMD-Patienten

Herkunftsland Anzahl

Deutschland 26

Schweiz

Italien

Niederlande

Schweden

Tschechische Republik

RlRrRr|IN|[ NN

Osterreich

China* 1

* Auf Grund der asiatischen Abstammung wurde diese Person bei der Auswer-

tung nicht bertcksichtigt.
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¢ Die Fall-Gruppe zeigte bei Studienbeginn eine Altersspanne von vier bis
66 Jahren (Durchschnitt: 25,5 Jahre).

Altersverteilung bei Studienbeginn

® weiblich

Anzaﬁl
o

o N A O O
| I I I

® méannlich

-

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61+
Alter

Abb. 18: Altersverteilung bei Studienbeginn in der Fallgruppe.

Gesamtzahl: 41 Patienten, Durchschnittsalter: 25,2 Jahre
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e Die Altersverteilung bei klinischer Erstmanifestation weist hingegen eine
Spanne von 3 Monaten bis 58 Jahren auf (Durchschnitt: 15,4 Jahre). Es
findet sich eine Verteilung Uber alle Altersgruppen in dieser Spannbreite
und zwei Alterspeaks mit erhohter Inzidenz der Erkrankung in der
Altersgruppe unter 10 Jahren und zwischen 30-40 Jahren.

Altersverteilung bei klinischer Erstmanifestation

Eweiblich

Anzq;hl
o

o N A O ©
| I I E—

= ol

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61+ nicht bekannt
Alter

Abb. 19: Altersverteilung bei klinischer Erstmanifestation in der Fall-

gruppe. Gesamtzahl: 41 Patienten, Durchschnittsalter: 15,2 Jahre
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e Die Gruppe besteht aus 28 (68,3 %) weiblichen und 13 (31,7 %) mann-
lichen Teilnehmern, was einer weiblichen Pradominanz mit einer

weiblich-mannlich-Rate von 2,15:1 entspricht.

Geschlechtsverteilung

E méannlich
m weiblich

Abb. 20: Geschlechtsverteilung in der Fallgruppe.
Gesamtzahl: 41 Patienten, Verhéaltnis weiblich:méannlich = 2,15:1

Diese Alters- und Geschlechtsverteilungen stimmen damit weitgehend
mit Daten aus bisherigen Untersuchungen tberein, welche eine ahnliche
Altersverteilung mit ebenfalls einer weiblichen Pradominanz (Rate

weiblich-mannlich 1,8:1) vorweisen [12, 16, 18].
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e Ebenfalls Ahnlichkeit zur Literatur weist die prozentuale Verteilung der
jeweiligen Erstsymptomatik der Patienten auf, wie bei Vergleich von
einer an 1 500 MMD-Fallen durchgefiihrten Studie von Handa et al. mit
der unten dargestellten Verteilung der Erstsymptomatik aus dieser Studie
ersichtlich wird [71]. In beiden Fallen zeigen sich Paresen, TIAs,
Krampfleiden und Kopfschmerzen als sehr haufige Symptome bei MMD,

v.a. in der Altersgruppe der 0-10 Jahrigen.

Symptomatik bei Erstmanifestation

m51-60
W 41-50
m 31-40
m21-30
11-20
m0-10

Abb. 21: Symptomatik bei Erstmanifestation in der Fallgruppe in Abhang-
igkeit vom Alter.

Anzahl weibliche Patienten: 27, Anzahl mannliche Patienten: 11
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e Der Literatur zu Folge betrifft MMD v.a. die distale ACI beidseits, sowie
den vorderen Anteil des Circulus Wilisii mit den entsprechenden Gefal3-
abgangen. Der hintere Anteil der hirnversorgenden Gefal3e ist hingegen
nur selten betroffen. Entsprechende Informationen Uber betroffene
GefalRe waren zum Zeitpunkt der Auswertung von 27 Patienten vorhan-
den. Eine der Literatur entsprechende Verteilung bezuglich der betroffen-
en GefalRe sowie eine Darstellung der Anzahl der betroffenen Gefal3e ist

in den folgenden zwei Diagrammen dargestellt.

Betroffene GefalRe

100% -
90% -
$ 80% -
2 70% -
N 609
o 60% 7 ® Rechte
o 50% - Hemisphare
= 40% -
=
< 30% - B Linke
< 20% - Hemisphéare
10% -
0%

ICA ACA MCA PCA VA OA
Betroffenes Gefald

Abb. 22: Betroffene GefalRe in der Fallgruppe (n=27) in Prozent.

ICA = Internal Carotid Artery, ACA = Anterior Cerebral Artery, MCA =
Middle Cerebral Artery, PCA = Posterior Cerebral Artery, VA = Vertebral
Artery, OA = Ophthalmic Artery

68



B Patienten, Material und Methoden

Anzahl betroffener Gefal3e pro Patient

® weiblich

3 - ® mannlich

Patientenanzahl
N

1 2 3 4 5 6 7 8
Betroffene Gefalle

Abb. 23: Gesamtanzahl der betroffenen GeféalRe pro Patient in der Fall-

gruppe (n=27).

e Ein Vergleich zwischen familiaren und nicht familiaren MMD-Fallen war
in dieser Studie leider nicht moglich, da sich bei keinem der
einbezogenen Patienten Hinweise auf ein familiares Leiden, wie z.b. ein
weiterer nachgewiesener Fall von MMD im Verwandtenkreis, bis zum

Zeitpunkt der Auswertung zeigten.

1.2. Kontrollgruppe

Die Rekrutierung der Kontrollgruppe erfolgte im Universitatsklinikum Tubingen.
Dieser Gruppe sind Personen zugeordnet, welche gesund sind in Bezug auf
vaskulare Krankheiten.

Fur die Teilnahme an der Studie wurden die Kontrollpersonen, analog zur
Fallgruppe, gebeten, zusatzlich zu der im Abschnitt B.2.2.1. (Blutentnahme)
beschriebenen Blutprobe, einen Fragebogen auszufillen.
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Mit Hilfe des Fragebogens wurde spezifisch ausgeschlossen, dass ein
bekannter Fall von MMD in der Verwandtschaft oder andere Hinweise auf ein
familiares vaskulares Leiden vorliegen.

Der Fragebogen enthielt Fragen bezuglich:

o Alter

e Geschlecht

e Ethnische Zugehorigkeit

e Familiare Erkrankungen

e Bisherige Erkrankungen, Operationen etc.

¢ Momentane gesundheitliche Probleme/Medikamente

e Rauchen

Alle Daten der Studie wurden gesammelt, ausgewertet und dargestellt mit Hilfe
von Microsoft Excel und Microsoft Word.
Insgesamt beinhaltet die Kontrollgruppe 68 Personen.

Aus den Fragebdgen lieRen sich folgende Eigenschaften der Gruppe ableiten:

e Alle 68 Kontrollpersonen leben in Deutschland und sind deutscher

Abstammung.
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Bei Studienbeginn fand sich eine Altersverteilung von 15 bis 65 Jahren
(Durchschnitt: 27,6 Jahre).

Altersverteilung bei Studienbeginn

25 -
20 -
ElS
S .
c E weiblich
<10 o
® mannlich
5 .
0 _ . :
0-10 11-20  21-30

31-40 41-50 51-60
Alter

61+

Abb. 24: Altersverteilung bei Studienbeginn in der Kontrollgruppe.
Gesamtzahl: 68 Patienten, Durchschnittsalter: 27,59 Jahre
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e Mit 43 (63,2 %) weiblichen und 25 (36,8 %) mannlichen Teilnehmern,
ergibt sich eine Geschlechtsrate zu Gunsten der weiblichen Teilnehmer
von 1,72:1.

Geschlechtsverteilung

E méannlich
m weiblich

Abb. 25: Geschlechtsverteilung in der Kontrollgruppe.

Gesamtzahl: 68 Patienten, Verhéaltnis weiblich:méannlich =1,72:1

2. Material und Methoden

2.1. Blutentnahme

Bei allen Teilnehmern der Studie, sowohl Fall- als auch Kontrollgruppe, erfolgte
eine venodse Blutentnahme mit 9ml-EDTA-R6hrchen. Insgesamt betrug die
abgenommene Menge Blut pro Person 18-27 ml. Jede Probe wurde anschlie-
Rend aus Datenschutzgrinden mit einem unikalen Code aus Buchstaben und
Zahlen verschlisselt und bei -80°C tiefgefroren. Eine Zuordnung der einzelnen
Proben ist nur noch ausgewahlten Personen mit Hilfe des entsprechenden,

sicher verwahrten Schliussels mdglich.
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2.2. DNS-Extraktion und Praparation

Die Extraktion der DNS aus den entnommenen Blutproben erfolgte mit Hilfe des
Flexigene DNS Kit (Quiagen, Hilden; Deutschland).

Zunachst mussten 7ml des entnommenen Blutes mit 17,5ml| FG1-Puffer in 50ml
Falcon-Rdhrchen vermischt werden um die roten Blutkdrperchen (Erythrozyten)
zu lysieren. Nach funfmaliger Invertierung, erfolgte eine Zentrifugierung tber
sechs Minuten bei 3000xG. Der nun entstandene Uberstand wurde verworfen
und die Rohrchen auf einem sauberen saugfahigen Papier fur zwei Minuten
umgedreht stehen gelassen. Hierbei mussten die Pellets gut beobachtet wer-
den, um einen Verlust durch seitliches Abrutschen der Pellets zu verhindern.
Durch anschlieBendes Zufiigen von 3,5ml zuvor hergestellten Gemisches aus
35ul Protease und 3,5ml FG2-Puffer, erfolgte die Denaturierung strukturerhal-
tender Proteine der weil3en Blutkdrperchen (Leukozyten). Nach Vortexen bis
zur Homogenisierung des Pellets und Inkubation in einem 65°C Wasserbad fur
zehn Minuten, war durch die erfolgreiche Verdauung der Zellen ein Farbum-
schlag der Losung nach olivgriin beobachtbar. AnschlieRend wurden 3,5ml
Isopropanol (100%) zugefugt und die R6hrchen mehrfach invertiert bis die
prazipitierte DNS sichtbar wurde. Um eine grof3tmogliche Menge DNS zu erhal-
ten, erfolgte eine Zentrifugation Uber vier Minuten bei 3000xG. Der nach Zentri-
fugation sichtbare Uberstand wurde verworfen und die Roéhrchen erneut
umgekehrt auf saugfahiges Papier gestellt um die Pellets zu trocknen. Um die
Pellets nun wieder zu l6sen und zu waschen wurden 3,5ml Ethanol (70%)
zugegeben und die Réhrchen gevortext. Nach anschliel3ender Zentrifugation
(sechs Minuten, 3000xG) und Verwerfen des Uberstands konnte nun das
zurlckgebliebene Pellet mit einer Pipettenspitze aus dem Falcon-Réhrchen
vorsichtig in ein 1,5ml Eppendorfcup tberfuhrt werden. Nach kurzem Trocknen
wurden anschlieBend 700ul FG3-Puffer zugefligt, erneut gevortext und das
Gemisch in dem Eppendorfcup fir eine Stunde im 65°C warmen Wasserbad
inkubiert.

Die exakte Messung der DNS-Konzentration in den einzelnen Eppendorfcups
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erfolgte anschlieRend mit Hilfe des Nanodrop ND-1000 Photometers (Pequlab,
Erlangen; Deutschland).
Zuletzt wurde die DNS bei -20 °C aufbewahrt bis die fur die weiteren Analysen

bendtigten DNS-Mengen auf 96-well-Platten pipettiert wurden.

2.3. DNS-Analyse

Die DNS-Analyse erfolgte in dreizehn verschiedenen Bereichen der DNS. In
jedem dieser analysierten Bereiche befindet sich ein SNP, welcher sich wiede-
rum in oder nahe bei (z.b. in der Promotorregion) einem der in der Einleitung
beschriebenen vier Zytokine befindet. Die Analyse fand in enger Zusammen-
arbeit mit dem ,International Research and Educational Institute for Integrated
Medical Sciences, Tokyo Women's Medical University® statt, welches
unterstitzt wird vom ,Program for Promoting the Establishment of Strategic
Research Centers, Special Coordination Funds for Promoting Science and
Technology, Ministry of Education, Culture, Sports, Science and Technology
(Japan)”.

Um wahrend des im Rahmen der Zusammnarbeit bendtigten Versands der
DNS-Proben nach Japan eine durchgehende Kihlung zu gewahrleisten, wur-

den diese eingebettet in Trockeneis in einer isolierenden Styroporbox versandt.

2.3.a. DNS-Amplifizierung mit Hilfe von PCR

Um die DNS-Proben mit Hilfe der spater beschriebenen angewandten
Sequenzierungsmethode auf die dreizehn festgelegten SNPs untersuchen zu
kénnen, wurde zunachst eine vielfach hohere Anzahl an Kopien der entsprech-
enden DNS-Regionen bendtigt. Die Herstellung dieser, einen Bereich von 200-
500 Basenpaaren umfassenden, Kopien erfolgte mittels PCR (Polymerase
Chain Reaction, dt.: Polymerasekettenreaktion).

Die PCR bietet eine schnelle und gleichzeitig sensitive und spezifische Mdglich-

keit zur Vervielfaltigung einer spezifischen DNS-Sequenz.
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Das Grundprinzip der PCR beinhaltet dabei folgende drei Schritte:

1. Denaturierung der meist als Doppelstrang vorliegenden Ziel-DNS in zwei
Einzelstrange: Dieser Vorgang wird durch Erhitzen der Reaktionslésung
auf 94 °C ausgefuhrt.

2. Hybridisierung der Primer an die entsprechenden Stellen der
Einzelstrange: FiUr diesen Schritt spielen die Zusammensetzung der
Reaktionslosung, die Regulierung der Temperatur sowie das Design der
Primer eine wichtige Rolle. Die ideale Hybridisierungs- bzw. Annealing-
temperatur (T, ) liegt bei ca. 60°C und wird fur die jeweiligen Primer
ublicherweise automatisch berechnet von speziellen Softwarepro-
grammen. Hierbei werden z.b. die Konzentrationen verschiedener
geldster lonen, die Primerlange und das Verhaltnis von Pyrimidinbasen
zu Purinbasen bericksichtigt.

3. Unidirektionale DNS-Elongation mittels einer thermostabilen DNS-
abhangigen DNS-Polymerase:

Die Polymerase setzt an dem kurzen, durch Primer und Ziel-DNS
gebildeten Doppelstrang an und ermoglicht so die Synthese eines neuen
DNS-Stranges, komplementér zu dem bereits vorhandenen. Die Tempe-
ratur bei diesem Reaktionsschritt liegt, abhdngig vom Arbeitsoptimum
der verwendeten Polymerase, bei ca. 68-72°C.
Bei jeder Wiederholung dieses Reaktionszyklus verdoppelt sich, unter
Voraussetzung maximaler Effektivitat, die Menge der Amplifikationsfragmente,
woraus sich mathematisch beschrieben ein exponentielles Wachstum ergibt.
Nach ca. 30-50 Zyklen lasst sich mit dieser Methode eine suffiziente Menge an
DNS fur die weiteren Analysen gewinnen.
Im Anschluss an die Anwendung der eben beschriebenen PCR-Methode in
vielfachen Zyklen erfolgte bei unseren Untersuchungen noch der Nachweis fur
eine erfolgreiche Replikation und die Bestatigung der korrekten Lange des
Amplifikats des erhaltenen PCR-Produkts durch Elektrophorese auf zweipro-

zentigem Agarosegel.
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2.3.a.a. PCR-Protokoll

Verwendete Reagenzien:

e 10xAccuPrime PCR buffer Il * 5,0 pl
e Sense/forward Primer (10uM) 0,5 ul
¢ Antisense/reverse Primer (10uM) 0,5 ul

e AccuPrime Taq High Fidelity Polymerase # 0,1 ul (0,5 Unit)

e Template DNS (10ng/ul)

e Ultra Pure Water

# Invitrogen Cooperation, USA

1,0 pl
12,9 pl

" Inhaltsstoffe: 600 mM Tris-SO4 (pH 8.9), 180 mM (NH4)2S04, 20 mM MgSO04,
2 mM dGTP, 2 mM dATP, 2 mM dTTP, 2 mM dCTP, thermostabiles

AccuPrime™ Protein, 10%iges Glycerol.

Die nachfolgende Tabelle dient als Uberblick (ber die verwendeten

Primersequenzen und Hybridisierungstemperaturen. Nahere Informationen zu
den einzelnen SNPs finden sich im Abschnitt B.2.2.5. (SNP-Auswabhl).

Tab. 7: Verwendete Primersequenzen & Hybridisierungstemperaturen (Ty,)

*

Zytokin SNP Primersequenz (5‘—+3°) Tm
bFGF rs308395 GCAACTCCTTCTAGAAGCTTCCC 59,8
TTAATGTCTTAACTCGGACCTGGC 59,5
rs308447 CGTTTTAACTGGGCCCATCTGAG 60,6
TGTGGAAAGCAAGTCCTCACCA 61,2
rs10004506 AGTCATCACCACTCCCTAATCTCAAG |60,9
GCACGTAATCTCAGCTACATGGG 60,0
rs13434728 TACACAGTGTCTTTGACATCAAAGC 58,8
ATAGAGTTATATCTGGCAATGATAGGC |57,6
CRABP-I rs2280367 CGCGCCTTGAGTCACTAGGAG 61,5
GTTTCAGAATAGGATCCCGGACTGG 61,7
rs3813573 CCCTTCCTAAGGCTTAGCCAGG 61,3
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CAAAAAGTATTCTGACGTTCAAGCTGG 60,2

PDGFRB rs3756312 GCAACTGAATTCCAGAGGGTGAAG 60,8
GGGCACAAGAAATCCCTGTGC 61,0

rs3828610 CAGATGGGGAAACTGAGGCAC 59,9
GCTCCAAGTTGCTCACAGAGC 60,5

rs10476930 GGCTTATGAGTCTAGACAGAAAGCC 59,8
GTCAGGAGTTTGAGACCAGCC 59,5

TGF-1 rs1800469 CCCTCTGGGCCCAGTTTCC 61,4
CAGATGCGCTGTGGCTTTGC 61,7

rs1800470 TCCGCTTCACCAGCTCCATG 61,5
CGCCCTTCTCCCTGAGGACC 63,2

rs1800471 GTTCGCGCTCTCGGCAGT 61,6
GTTGTACAGGGCGAGCACGGC 65,1
GCAGCTTGGACAGGATCTGG 59,6

rs1800472 CCCACTTATCTATCCCTCTGAGAGTG |61,4
GACAGATGCTCAGCCCAAGC 61,7

Vorgehensweise bei den PCR-Zyklen:

Tab. 8: PCR-Protokoll

Temperatur | Zeit Zyklus/zZyklen
Initiale 94 °C 30sec. |1x
Denaturierung
Denaturierung 94 °C 20 sec.
Hybridisierung 57 °C 20 sec. | 35X
Elongation 68 °C 30 sec.
Finale Elongation 68 °C 6 min. 1x

Vor der nachfolgenden

Sequenzierung wurden alle PCR-Produkte mit Kon-

zentrationen unter 10 ng/pl zweifach verdinnt werden und alle Produkte mit

Konzentrationen tber 10 ng/ul dreifach verdinnt.
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2.3.c. DNS-Sequenzierung

Um die genaue Basenabfolge eines DNS-Teilstlicks zu bestimmen eignen sich
verschiedene Methoden der DNS-Sequenzierung. Die in dieser Studie ange-
wandte Methode basiert auf einer Modifikation der um 1975 von Frederick
Sanger und Alan Coulson entwickelten Sequenzierungstechnik [451].

Ahnlich der PCR, besteht das Grundprinzip der angewandten Sequenzierung in
der enzymatischen Elongation ausgewahlter einzelstrangig vorliegender DNS-
Segmente nach Applikation von Primern. Der Unterschied zur herkémmlichen
PCR-Methode liegt in der Zugabe von fluoreszierenden Dideoxynukleosid-
triphosphaten (ddNTPs), zusatzlich zu den bei der PCR zugegebenen Deoxy-
nukleosidtriphosphaten (dNTPs). ddNTPs fehlt im Vergleich zu dNTPs die 3'-
Hydroxyl-Gruppe, welche die Elongation des komplementaren DNS-Strangs
ermoglicht Uber die Ausbildung einer Phosphodiesterbindung mit dem nach-
folgenden Nukleotid am 5-Ende. Bei Fehlen dieser Gruppe kommt es demnach
zur frihzeitigen Termination der Elongation. Der Einbau der ddNTPs folgt dem
Zufallsprinzip, wodurch eine Vielzahl verschieden langer DNS-Stréange entsteht.
Jeder dieser DNS-Strange beginnt mit demselben Primer am 5-Ende und endet
mit einem ddNTP, welches basenspezifisch verschiedenfarbig fluoreszierend
markiert ist. Nach einem Reinigungsschritt werden die verschieden langen
Fragmente elektrophoretisch getrennt und mittels Laser zur Fluoreszenz
angeregt. Mit einem entsprechenden Detektor kénnen dann die spezifischen
Fluorochrome identifiziert, den jeweiligen Basen zugeordnet und so die

ursprungliche Sequenz des untersuchten DNS-Abschnitts ermittelt werden.

2.3.b.a. Sequenzierungsprotokoll

Verwendete Reagenzien:
e Big Dye Terminator ver. 3.1 (Applied Biosystems, USA) 1pl
e 5x Big Dye Sequencing buffer (Applied Biosystems, USA) 1.5ul
¢ Diluted template DNS/PCR product (5-10ng/ul) 1l
e Primer (1.6uM) 2ul
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e Ultra pure water 4.5l

Vorgehensweise bei der Sequenzierung:

Tab. 9: Sequenzierungsprotokoll

Temperatur | Zeit Zyklus/Zyklen
Initiale Denaturierung | 90 °C 2 min. | 1x
Denaturierung 90 °C 10 sec.
Hybridisierung 57 °C 10 sec. | 25X
Elongation 60 °C 2 min.

2.3.e. Magnetseparation

Da nicht eingebaute Terminatoren die Fluoreszenzprofile (Elektrophero-
gramme) aus den Sequenzierern Uberlagern, missen diese vollstandig aus den
Sequenzieransatzen entfernt werden. Um eine hdchstmaogliche Qualitat dies-
beziglich zu gewahrleisten, wurde daher als weiterer Schritt die sogenannte
Magnetseparation angewandt, welche im Vergleich zu dem oben beschriebe-
nen Reiningungsschritt bessere Reinigungsergebnisse aufweist [452].

Die Magnetseparation ist eine einfache und automatisierbare Methode. Hierbei
werden die gewinschten DNS-Fragmente an speziell beschichtete magneti-
sche Kugelchen (sog. ,Beads®) gebunden, wodurch sie bei den nachfolgenden
Waschschritten mit Hilfe eines magnetischen Felds von unerwinschten Parti-
keln in dem Gemisch, wie z.b. ungebundenen ddNTPs und Salzen, hocheffektiv
separiert werden konnen.

Angewandt wurde das Agencourt CleanSEQ dye terminator removal kit
(Beckman Coulter, USA).
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2.3.c.a. Protokoll Magnetseparation

Zunachst wurden dem Sequenzierungsgemisch 2.5 pl CleanSEQ und 30 pl
85%iges Ethanol beigefugt und diese neue Zusammensetzung kraftig gemischt.
Die hierbei entstandene Bindung zwischen den gewiinschten DNS-Fragmenten
und den zugefiigten magnetischen Kiigelchen war notwendig fir den nachfol-
genden Separationsschritt. Hierfir wurden die Proben fir vier Minuten auf eine
magnetische Platte (,Agencourt Solid Phase Reversible Immobilization
Magnetic Plate®) platziert, um die gebundene DNS an der Oberflache des Reak-
tionsgefalRes zu fixieren. Nach Absaugen und Verwerfen des Uberstands,
folgten zwei Waschschritte mit jeweils 100ul 85%igem Ethanol und
anschlieBendem Absaugen. Danach wurden die Proben fir ca. zehn Minuten
bei Raumtemperatur luftgetrocknet.

Nach erfolgreicher Trocknung wurden die Proben in 40 ul ,Ultra Pure“-Wasser
resuspendiert und erneut bei Raumtemperatur fur funf Minuten inkubiert. Nun
konnte als letzter Schritt die Entnahme von 35 pl des magnetisch gereinigten
und Kiigelchen-freien Uberstandes auf eine neue Platte pipettiert werden fiir die

nachfolgende genetische Analyse.

2.3.f. Genetische Analyse

Nach Zentrifugation der gereinigten Proben bei 1200rpm fir finf Minuten,
erfolgte die genetische Analyse mit Hilfe des Genetic Analyzer 3130xI (Applied
Biosystems, USA). Die anschlielBende Detektion wurde mit 3130 POP-7 Poly-
mer auf einem 50 cm Kapillar-Array (Applied Biosystems, USA) durchgefuhrt.
Fur den Analysator wurden die Protokolle ,Instrument Protocol: FastSeq-
50 POP7_(15,1600)“ und ,Analytical Protocol: 3130KB_POP7_v3“ verwendet.

2.3.9. Analyse-Software

Fur die Analyse der Daten wurde die GENETYX-MAC ver.15.0.1 (GENETYX

Corporation, Japan) Software genutzt.
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2.4. Statistik

Die Genotyp- und Allelhaufigkeiten wurden fir jeden SNP fur alle Falle und
Kontrollen berechnet. Diese Ergebnisse wurden mit den neuesten
Referenzwerten von http://www.pubmed.gov, http://www.hapmap.org und
http://www.appliedbiosystems.com verglichen, um mogliche Irregularitdten zu
erfassen. Fur die Uberprifung des Hardy-Weinberg-Gleichgewichts (HWG)
bezogen auf die Genotyp- und Allelhaufigkeiten wurde bei jedem SNP in beiden
untersuchten Gruppen die x*>-Methode angewandt. P-Werte iiber 0,05 wurden
hierbei als statistisch signifikant angesehen.

Zum Vergleich der Fallgruppe mit der Kontrollgruppe wurde ebenfalls der x>-
Test angewandt. Ausnahme hierbei waren drei SNPs (rs10004506, rs1800471,
rs1800472), welche auf Grund der geringen Probenanzahl mit dem Fisher-
Exakt-Test berechnet wurden.

Des Weiteren wurden die Verteilung der Genotypen und der verschiedenen
Allele sowie die Verteilung der verschiedenen Allele unter Annahme einer
Dominanz bestimmter Allele berechnet und verglichen. Hierbei wurden Ergeb-
nisse mit p-Werten unter 0,05 als statistisch signifikant angesehen.

Um die Wabhrscheinlichkeiten fir das Vorliegen von MMD zu berechnen, wur-
den die Odds Ratio (OR) und das 95%-Konfidenzintervall (KI) fir alle SNPs
berechnet, erneut auch unter Annahme einer Dominanz bestimmter Allele. Eine
OR grof3er als 1 weist auf ein hoheres Risiko fur MMD flr die jeweilige Gruppe
hin.

Fur die Berechnung aller oben genannten Werte wurde eine vorprogrammierte

Excel-Tabelle (Tim Becker, Bonn) verwendet.

2.5. SNP(Single Nucleotide Polymorphism)-Auswahl

Fir unsere Studie wéahlten wir SNPs, welche in der unmittelbaren Gennéahe, wie

z.b. der Promotorregion, oder im Genbereich der Zytokine selbst liegen.
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SNPs werden allgemein in vier Kategorien unterteilt. Man unterscheidet SNPs,
welche innerhalb proteinkodierender Regionen, sogenannten Exons, liegen,
von SNPs, die in nicht proteinkodierenden Regionen liegen. Erstere werden
weiter unterteilt in nicht-synonyme und synonyme SNPs, abhangig davon, ob
sie eine Verédnderung der Proteinsequenz bewirken oder nicht. SNPs, welche in
nicht proteinkodierenden Regionen liegen, liegen entweder in Introns, also
intragenisch, in nicht kodierenden Abschnitten der DNS, oder intergenisch, wie
z.b. regulatorische SNPs in vorgeschalteten regulatorischen Regionen.

Es ist allgemein anerkannt, dass nicht-synonyme SNPs zu Aminosdureaus-
tausch und damit u.a. zu Verdnderungen der Proteinaktivitat, -struktur und
-stabilitat fihren kénnen, wéahrend regulatorische SNPs zu einer Dysregulation
der Gentranskription fuhren kénnen oder auch die mRNA-Stabilitat modfizieren
konnen [453-455]. Daher wahlten wir fur unsere Studie nicht-synonyme und
mogliche regulatorische SNPs.

Bezuglich der regulatorischen SNPs ist jedoch anzumerken, dass ein Nachweis
von deren Einfluss auf die letztendliche Proteinfunktion in der Regel nur schwer
maoglich ist, da die Beteiligung von nicht-kodierenden Gensequenzen sehr
begrenzt erforscht ist und der experimentelle Nachweis der funktionellen
Auswirkungen oft mit hohem Arbeits- und Zeitaufwand verbunden ist.

Um eine sinnvolle SNP-Auswahl fir eine, wie von uns durchgefihrte,
Assoziationsstudie treffen zu kdnnen, ist es wichtig die SNPs beziglich eines
pathogenen Effekts zu beurteilen. Hierflr sollte man sich nach Kang et al. auf
SNPs konzentrieren, die bereits in vorangegangenen Studien in anderen Zu-
sammenhangen untersucht wurden oder im Bereich von biologisch definierten
Kandidatengenen liegen. Weiterhin sollten die SNPs funktionale Konsequenzen
haben, wie z.b. einige regulatorische oder nicht-synonyme SNPs [456].

Wie bereits beschrieben (s. Abschnitt B.3. (Hintergrund und Zielsetzung der
Studie)) befinden sich alle von uns ausgewahlten SNPs upstream oder im
kodierenden Bereich von Genen, kodierend fur Zytokine, welche im Zusammen-
hang mit der Pathogenese von MMD mdglicherweise relevant sind. Zudem

wurden einige der ausgewdahlten SNPs bereits in Studien im Zusammenhang
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mit anderen Krankheiten beschrieben. Vor allem einige vaskulare Krankheiten,
wie z.b. Arteriosklerose, weisen histopathologisch Ahnlichkeiten zu MMD auf.
Da es bislang vor allem Untersuchungen und Korrelationen im Zusammenhang
mit TGF-B1 und diversen vaskuldren Erkrankungen gibt, konnten wir speziell
bei der Auswahl der SNPs im genetischen Bereich von TGF-B1 solche Unter-
suchungen bericksichtigten.

Als weiteres Auswabhlkriterium diente bei einigen SNPs, dass deren Allele dem
,international Hapmap Project” zu Folge mit einer Haufigkeit groRer als 5% im
Sinne sogenannter ,Common Alleles® in der kaukasischen Bevolkerung
vorliegen.

Die weiteren, u.a. fur die Analysen bendtigten Informationen Uber die jeweiligen
Genregionen bezogen wir von Datenbanken des ,National Center for
Biotechnology Information” (www.ncbi.nlm.nih.gov), der ,Human Organized
Whole Genome Database® (http://www-alis.tokyo.jst.go.jp/HOWDY/), des
,Weizmann Institute of Science, Israel* (http://www.genecards.org/index.shtml)
und dem ,International Hapmap Project” (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/).

Die folgende Tabelle dient als Uberblick tber alle untersuchten SNPs mit

einigen weiterfihrenden Informationen.
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C Ergebnisse

Es wurden 68 DNS-Proben von gesunden Kontrollpersonen und 41 DNS-
Proben von MMD-Féllen gesammelt und in Bezug auf dreizehn SNPs analy-
siert.
Die nachfolgende Auswertung erfolgte bei 68 Kontroll- und 40 Fallproben nach
Ausschluss einer Fallprobe auf Grund asiatischer Abstammung der entsprech-
enden Person.
Folgende statistische Werte wurden fir die Auswertung berechnet:

e P-Werte fur alle Genotypen

e P-Werte fiur alle Allele

e OR mit KI fur alle Allele

e P-Werte fur alle Allele unter der Annahme einer Dominanz von Allel 1

e OR mit KI fur alle Allele unter der Annahme einer Dominanz von Allel 1

e P-Werte fur alle Allele unter der Annahme einer Dominanz von Allel 2

e OR mit KI fur alle Allele unter der Annahme einer Dominanz von Allel 2

e HWG fir alle Falle und Kontrollen

Die p-Werte des HWG aller SNPs lagen Uber der als signifikant erachteten
Grenze von 0,05 mit Ausnahme des SNP rs1800471. Bei diesem differierte der
entsprechende p-Wert des HWG fiur die Kontrollgruppe geringfiigig mit einem
Wert von 0,027.

Bezogen auf die Genotypen- und Allelhaufigkeiten wurden p-Werte unter 0,05
als statistisch signifikant angesehen.

Von den dreizehn analysierten und ausgewerteten SNPs, wiesen die zwei
SNPs rs3828610 und rs1800471 statistisch signifikante Unterschiede zwischen
Fall- und Kontrollgruppe auf. Sie werden daher im Folgenden als positive SNPs
bezeichnet.

Einige Ergebnisse sowohl dieser zwei positiven SNPs als auch der negativen
werden in den nachsten Abschnitten kurz dargestellt.

Anschlief3end folgt noch die Darstellung aller Resultate in tabellarischer Form.
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1.

Positive SNPs

rs3828610 [A/C] liegt in der Promotorregion des PDGF-Rezeptors B. In
unserer Studie zeigte sich ein p-Wert von 0,0373 und eine OR von 1,81,
KI 95%=1,03;3,17 fur den Alleltest und damit eine signifikante Differenz
zwischen der Fall- und der Kontrollgruppe. Der Genotypentest unter
Annahme einer Dominanz des A-Allels erwies sich als statistisch signifi-
kant mit einem p-Wert von 0,0185 und einer OR von 3,21, Kl 95%-=
1,182;8,74.

Bezlglich des A-Allels waren 38,24% (26) der Kontrollen homozygot, bei
den Fallen hingegen fand sich dieser Genotyp nur bei 27,50% (11).
Heterozygotie wiesen 50,00% (34) der Kontrollen und 42,50% (17) der
Falle auf. Homozygot fur C waren nur 11,76% (8) der Kontrollen
verglichen mit 30,00% (12) der Félle. Das A-Allel konnte demnach ein
maoglicher protektiver Faktor vor MMD sein.

rs1800471 [C/G] liegt im ersten Exon des TGF-B1-Gens. Mit einem p-
Wert von 0,0345 und einer OR 7,65, Kl 95%=0,97;59,95 fur den Alleltest
zeigte sich in unserer Studie eine statistisch signifikante Assoziation
dieses Polymorphismus mit MMD. Bis auf eine Person mit dem hetero-
zygoten Genotyp (2,50%) wiesen alle Personen der Fallgruppe den
homozygoten GG-Genotyp (97,50%) auf. In unserer Kontrollgruppe
fanden sich hingegen nur 85,29% (58) mit GG-Genotyp. 11,77% (8) der
Kontrollpersonen waren heterozygot und 2,94% (2) wiesen den CC-
Genotyp auf. Im Alleltest zeigte sich konkordant hierzu eine hohere
Frequenz des C-Allels in unserer Kontrollgruppe mit 0,090 als in der
Fallgruppe (C=0,012). Im Genotypentest unter Annahme einer Dominanz
des C-Allels zeigte sich in unserer Studie ein statistisch signifikanter p-
Wert von 0,0428 und eine OR von 6,72, KI 95%=0,827;54,66.

Das C-Allel kdnnte demnach protektiv wirken bei der Genese von MMD.
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3. Negative SNPs

bFGF:

rs308395 [C/G] hat einen p-Wert von 0,1874 mit einer OR von 1,64,
Kl 95%=0,78;3,43 fur den Alleltest. Unter Annahme einer Dominanz des
G-Allels, betragt der p-Wert 0,2295 mit einer OR von 1,67, Kl 95%=
0,722;3.85. 73,53% (50) der Kontrollen waren homozygot fir das C-Allel,
wohingegen nur 62,5% (25) der Falle diesen Genotyp aufwiesen. Keine
der Kontrollen wies Homozygotie fur das G-Allel auf, wohingegen 2,5%
(1) der Fallgruppe einen GG-Genotyp aufwiesen und auch der hetero-
zygote Genotyp in der Fallgruppe haufiger vertreten war mit 35,00% (14)
Vs. 26,47% (18) in der Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse kdnnten auf das
G-Allel als einen moglichen Risikofaktor hinweisen trotz fehlender
statistischer Signifikanz.

rs308447 [C/T] weist fur den Alleltest einen p-Wert von 0,8232 mit einer
OR von 1,07, KI 95%=0,61;1,87 auf. Im Vergleich der Genotypen- und
Allelhaufigkeiten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
der Fall- und Kontrollgruppe. In beiden Gruppen war der heterozygote
Genotyp am haufigsten vertreten mit 50,00 % (34) in der Kontrollgruppe
und 57,50 % (23) in der Fallgruppe. Der homozygote CC-Genotyp
(Kontrollgruppe: 35,29 % (24), Fallgruppe 30,00 % (12)) lag in beiden
Gruppen mehr als doppelt so haufig vor wie der homozygote TT-Genotyp
(Kontrollgruppe: 14,71% (10), Fallgruppe 12,50% (5)).

rs10004506 [A/G] hat beim Alleltest einen p-Wert von 0,7317 mit einer
OR von 1,37, Kl 95%=0,36;5,27. Bei Vergleich der Genotyp- und
Allelhaufigkeiten finden sich annéahernd gleiche Ergebnisse in beiden
Gruppen. Die errechneten Werte zeigten keine statistische Signifikanz.
rs13434728 [G/T] hat einen p-Wert von 0,7112 und eine OR von 1,16,
Kl 95%=0,53;2,55 fur den Alleltest. Mit einer annahernd gleichen Allel-
verteilung (Kontrollgruppe: G=0,868, T=0,132; Fallgruppe: G=0,850,
T=0,150) und Genotypenverteilung (Kontrollgruppe : GG=75,00% (51),
GT=23,53% (16), TT=1,47% (1); Fallgruppe: GG=70,00% (28),
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GT=30,00% (12), TT=0% (0)) weist dieser SNP keine statistisch
signifikanten Unterschiede fiur die zwei Gruppen vor.
Damit zeigte in unserer Studie keiner der vier untersuchten SNPs (rs308395,
rs308447, rs10004506, rs13434728), upstream zum bFGF-Gen gelegen, eine
signifikante Assoziation mit MMD.

CRABP-I:

e 152280367 [A/G] weist im Alleltest einen p-Wert von 0,5797 und eine OR
von 1,22, KI 95%=0,60; 2,49. In der Fallgruppe ergab sich eine
Allelhaufigkeit fur A von 0,175 und fur G von 0,825. Die Genotypenvertei-
lung zeigte ebenfalls eine Haufung der G-gekoppelten Genotypen mit
70,00% (28) der Falle mit GG-Genotyp, 25,00% (10) der Falle mit AG-
Genotyp und nur 5,00 % (2) der Falle mit AA-Genotyp. In der Kontroll-
gruppe zeigte sich bei der Allelhaufigkeit ebenfalls eine gehaufte Anzahl
an G-Allelen mit 0,794 (A=0,206), jedoch geringer ausgepragt als in der
Fallgruppe. Die Genotypenverteilung betrug 60,29% (41) fur den GG-
Genotyp, 38,24% (26) fur den AG-Genotyp und 1,47 % (1) fur den AA-
Genotyp. Trotz fehlender Signifikanz kénnte das G-Allel ein Risikofaktor
fur die Genese von MMD sein.

e 153813573 [A/G] zeigt keine statistische Signifikanz mit einem p-Wert
von 0,6910 und einer OR von 1,16, KI 95%=0,56;2,42 im Alleltest. Bei
den Allelhaufigkeiten zeigte sich eine &hnliche Verteilung in beiden
Gruppen mit A=0,184 und G=0,816 in der Kontrollgruppe und A=0,163
und G=0,838 in der Fallgruppe.

Damit lie3 sich in unserer Studie bei keinem der zwei untersuchten SNPs
(rs2280367, rs3813573), upstream zum CRABP-I-Gen gelegen, eine signifi-
kante Assoziation mit MMD nachweisen.

PDGFRB:
e 153756312 [A/G] hat beim Alleltest einen p-Wert von 0,1655 und eine OR
von 1,49, Kl 95%=0,85;2,64. Der Genotypen-Dominanztest ergab fir das
G-Allel einen p-Wert von 0,2336 mit einer OR von 1,64,
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Kl 95%=0,725;3,71. Trotz fehlender statistischer Signifikanz zeigt sich
eine Tendenz zu G als Risikoallel. In der Fallgruppe war das G-Allel mit
einer Frequenz von 0,425 nachweisbar bei einer Genotypenverteilung
von GG=17,50% (7), AG=50,00% (20) und AA=32,50% (13). In der
Kontrollgruppe hingegen war das G-Allel nur mit einer Frequenz von
0,331 nachweisbar bei einer Genotypenverteilung von GG=10,29% (7),
AG=45,59% (31) und AA=44,12% (30).

rs10476930 [C/T] weist einen p-Wert von 0,1388 mit einer OR von 1,82,
Kl 95%=0,82;4,04 fur den Alleltest vor. Es liegt keine statistische
Signifikanz vor. Allerdings findet sich in der Kontrollgruppe der CC-
Genotyp mit einer Haufigkeit von 80,60% (54) (CT=17,91% (12),
TT=1,49% (1)). Ubereinstimmend hierzu findet sich eine vielfach héhere
C-Allelfrequenz mit 0,896 vs. 0,104 fur das T-Allel. In der Fallgruppe
findet sich ebenfalls der CC-Genotyp am haufigsten, jedoch nur mit
67,50% (27) (CT=30,00% (12), TT=2,50% (1)). Auch hier findet sich eine
entsprechende Ubereinstimmung bei der Allelverteilung, wobei jedoch im
Vergleich mit der Kontrollgruppe das C-Allel nur mit einer Frequenz von
0,825 nachweisbar war (T=0,175). Diese Ergebnisse kdonnten auf das C-

Allel als protektiven Faktor hinweisen.

Damit erzielten in unserer Studie diese zwei untersuchten SNPs (rs3756312,

rs10476930), upstream zum PDGF-Rezeptor-3-Gen gelegen, keine signifi-

kanten Ergebnisse. Beide SNPs zeigten jedoch eine Tendenz zu bestimmten

Risiko- bzw. protektiven Allelen.

TGF-B1:

rs1800469 [C/T] hat einen p-Wert von 0,8975 und eine OR von 1,04,
Kl 95%=0,57;1,90 im Alleltest. Mit einer anndhernd gleichen Allelvertei-
lung (Kontrollgruppe : G=0,684, T=0.316; Fallgruppe: G=0,692, T=0,308)
und  Genotypenverteilung  (Kontrollgruppe : CC=48,53%  (33),
CT=39,71% (27), TT=11,76% (8), Fallgruppe: CC=46,15% (18),
CT=46,15% (18), TT=7,70% (3)) weist dieser SNP keine statistisch
signifikanten Unterschiede fur die zwei Gruppen auf.

90



C Ergebnisse

e 151800470 [C/T] hat beim Alleltest einen p-Wert von 0,2444 mit einer OR
von 1,41, Kl 95%=0,79;2,52. Der Genotypendominanztest ergab fur das
T-Allel einen p-Wert von 0,1008, Kl 95%=0,777;10,94. In der Fallgruppe
fand sich das T-Allel mit einer Frequenz von 0,675 und das C-Allel mit
einer Frequenz von 0,325. In der Kontrollgruppe hingegen fand sich das
T-Allel nur mit einer Frequenz von 0,596 (C=0,404). Ahnliches spiegelt
sich auch bei der Genotypenverteilung wieder mit einer hdheren
Frequenz der TT- (42,50% (17)) und CT- (50,00% (20))Genotypen in der
Fallgruppe vs. der TT- (38,24% (26)) und CT- (42,65% (29))Genotypen
in der Kontrollgruppe. Damit zeigt sich eine eindeutige Tendenz zum T-
Allel als moglichem Risikofaktor fir MMD.

e 151800472 [C/T] weist im Alleltest einen p-Wert von 0,6893 auf,
Kl 95%=0,34;8,74. Im Vergleich der Genotypen- und Allelhaufigkeiten
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der Fall- und
Kontrollgruppe. In beiden Gruppen war der CC-Genotyp am haufigsten
vertreten mit 92,45% (63) in der Kontrollgruppe und 92,30% (36) in der
Fallgruppe. Der heterozygote Genotyp fand sich bei der Kontroll-
gruppe mit 4,55% (3) und in der Fallgruppe mit 7,70% (3). Der TT-
Genotyp fand sich in keiner der beiden Gruppen.

Damit zeigten in unserer Studie diese drei untersuchten SNPs (rs3756312,
rs10476930, rs1800470), upstream zum bzw. im TGF-1-Gen gelegen, keine
signifikante Assoziation mit MMD. Bei dem SNP rs1800470 zeigte sich jedoch

eine eindeutige Tendenz zu T als Risikoallel.

Tab. 11: Darstellung der Untersuchungsergebnisse unserer Studie.

= positive SNPs
KG=Kontrollgruppe, @ GT=Genotyp, F=Frequenz = DT=Dominanztest,
OR=0dds Ratio, HWG=Hardy-Weinberg-Gleichgewicht, Genotyp-
Frequenz: Genotyp—absolute Patientenanzahl (relative Patientenanzahl),
k.A.=keine Angabe,
* berechnet mit Fisher-Exakt-Test
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D Diskussion

D Diskussion

MMD ist eine zerebrovaskulare Krankheit, deren Atiologie und Pathogenese
noch weitgehend ungeklart sind. Einige Studien deuten darauf hin, dass
genetische Mechanismen &tiologisch von grof3er Bedeutung sind und patho-
genetisch diverse Zytokine eine wichtige Rolle spielen.

In zahlreichen Studien wurden bereits allgemeine pathohistologische Befunde
von Gefallen bei MMD-Erkrankten beschrieben. Hierzu gehodren u.a. eine
Hyperplasie der Intima mit proliferierenden SMCs, eine unregelmai3ig gewun-
dene und teilweise duplizierte oder auch unterbrochene Lamina elastica interna
sowie eine Ausdinnung der Media [46-48]. Da diverse Zytokine sich im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen bei MMD-Erkrankten verandert expri-
miert zeigten und sich im Rahmen anderer Untersuchungen an den oben
genannten allgemeinen histopathologischen Veradnderungen beteiligt zeigten,
schlossen einige Autoren, dass diese Zytokine mit grol3er Wahrscheinlichkeit an
der Pathogenese von MMD beteiligt sind.

Ziel dieser Studie war nun, Polymorphismen im genetischen Bereich einzelner
verandert exprimierter Zytokine bzw. derer Rezeptoren bei MMD-Erkrankten
aufzudecken und somit eine mdgliche Assoziation zwischen diesen genetischen
Mutationen und der Atiopathogenese von MMD aufzudecken.

In einem 2007 erschienenen Artikel von Osterreicher et al. Uber genetische
Analysen im Rahmen von Lebererkrankungen wurde gefordert, dass Gene, wie
sie im Rahmen unserer Studie untersucht wurden, eine biologisch plausible
Rolle spielen und die Kandidatengene deshalb nach bekannter pathophysio-
logischer Funktion des kodierten Proteins ausgewahlt werden sollten [481].
Basierend auf ausfuhrlichen Literaturrecherchen stuften wir daher die vier
Zytokine bFGF, CRABP-I, PDGF und TGF-B1 als mogliche relevante Faktoren
bei der Atiopathogenese von MMD ein, wobei bei PDGF der Schwerpunkt auf
einer veranderten Expression des [-Rezeptors liegt. Aus den genetischen
Regionen dieser Zytokine wéhlten wir anschlie3end wiederum dreizehn SNPs

aus und untersuchten die DNS von Patienten mit angiographisch nachgewie-
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sener MMD-Erkrankung im Bereich dieser SNPs in Bezug auf Allelfrequenz und
Genotypfrequenz im Vergleich mit DNS einer gesunden Kontrollgruppe.

Die Rolle bei MMD und die Ergebnisse der jeweiligen Zytokine bzw. der
entsprechenden SNPs in dieser Studie werden in den folgenden Abschnitten
diskutiert

1. bFGF

In unserer Studie untersuchten wir vier, upstream zum bFGF-Gen gelegene
SNPs (rs308395, rs308447, rs10004506, rs13434728).

Wir wahlten bFGF als mdgliches relevantes Zytokin bei der Atiopathogenese
von MMD aus, da bFGF als multifunktionales Zytokin vielfaltige vaskulare Um-
bauprozesse und Mechanismen beeinflusst, wie z.b. Proliferation glatter
Muskelzellen [156, 157], Intimahyperplasie [154, 155, 159] und Angiogenese
[158, 165].

Bei MMD-Erkrankten ist bFGF immunhistopathologisch verstarkt nachweisbar
in der Dura mater [67], in Zellen der STA, wie z.b. SMCs und Endothelzellen
[67] und Arterien des Circulus Wilisii [66], wohingegen Kontrollen héchstens
eine sehr leichte Immunoreaktivitat aufweisen [161, 164].

Ebenso ist der bFGF-Rezeptor in einigen Zellarten signifikant erhéht, wie z.b. in
SMCs aus der STA von MMD-Patienten [443]. Weiterhin findet sich bFGF
signifikant erhoht im CSF [163, 444], nicht jedoch im Blutserum, wie eine
aktuelle Studie von Kang et al. ergab [445]. Als Ursache hierflr wéare denkbar,
dass es sich bei den erhéhten Werten von bFGF im CSF um ein lokales
Phanomen handelt und kein systemisches, durch die selbstinduzierende und
damit wirkungspotenzierende Eigenschaft von bFGF und die geringe
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke fur bFGF (<1%).

Ein ahnlicher Denkansatz bezuglich der selbstinduzierenden Eigenschaft und
lokalen Wirkungsweise von bFGF findet sich auch in Yoshimotos ,bFGF-
Moyamoya Disease Theory“. Diese liefert eine mdgliche Erklarung fir die

different lokalisierten stenotischen und neovaskularisierenden Prozesse bei
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MMD. Durch einen unbekannten Stimulus kommt es zu einer Freisetzung von
bFGF in die basale Zisterne. Es folgt eine langanhaltende und hochkonzentrier-
te Infiltration der basalen Hirnarterien mit bFGF und Stenosierung der basalen
Hirnarterien. Gleichzeitig diffundiert bFGF langsam Uber den gesamten Sub-
arachnoidalraum, wodurch ein Konzentrationsabfall resultiert und die Ausbil-
dung der Kollateralen durch die neoangiogenetische Funktion von bFGF
ermdglicht wird [65].
Somit kdonnte bFGF eine Intimahyperplasie mit nachfolgender Stenosierung
verursachen und gleichzeitig Uber seine direkt angiogenen Eigenschaften die
Entstehung der Neovaskularisation bei MMD ermdglichen [161-164, 446].
Unter Berucksichtigung oben genannter Aspekte erscheint daher ein atiologi-
scher Zusammenhang zwischen einer genetisch bedingten verédnderten
Expression von bFGF und der Pathogenese von MMD durchaus denkbar.
Dies unterstiitzen auch Untersuchungen von Yoshimoto et al. [163], nach
welchen wichtige bFGF-Releasemechanismen eine enge Korrelation mit isché-
mischen Hirnschaden aufweisen. Diese Korrelation findet sich jedoch nicht bei
ischamisch-okklusiver Arteriosklerose und weiterhin sind bei MMD bestimmte
Faktoren nicht erhoht, welche bei sonstigen ischdmischen Hirnschadigungen
erhoht sind. Yoshimoto et al. schlie3en hieraus, dass die oben beschriebene
Korrelation spezifisch ist fir MMD.
Allerdings deuten Untersuchungen von Suzui et al. an, dass eine erhéhte
Expression von bFGF nicht nur auf MMD begrenzt ist, da auch bei einigen
MMD-negativen Kontrollen eine entsprechend erhdhte Immunoreaktivitat nach-
gewiesen werden konnte. Diese Feststellung wirde wiederum dafiir sprechen,
dass noch andere Faktoren aulBer bFGF an der Pathogenese von MMD
mitbeteiligt sein missen [161].
Bei der Auswertung unserer Ergebnisse zeigte keiner der SNPs signifikante
Unterschiede zwischen der Fall- und der Kontrollgruppe.
Mdgliche Erklarungen hierfiir kbnnten sein, dass

- die vier ausgewéhlten SNPs, von denen der am nachsten liegende

bereits fast 1000 Basenpaare upstream des Gens liegt, zu weit entfernt
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sein konnten vom relevanten Transkriptionsgebiet um einen entschei-
denden Einfluss auf die Expression zu nehmen.

- die krankheitsassoziierten SNPs im Genbereich selbst liegen.

- den erhohten bFGF-Konzentrationen entgegen unserer Basishypothese,
keine genetische Ursache im Bereich des bFGF-Gens zu Grunde liegt,
sondern die Erh6hung nur eine Folge im Rahmen einer
Reaktionskaskade eines anders lokalisierten Gendefekts ist.

Um daher die erhdhten Konzentrationen von bFGF und damit die Rolle von
bFGF bei MMD zu klaren sind weitere Studien notig, wie z.b. eine komplette
Sequenzierung der naher als 1000 Basenpaare am Gen gelegenen

Promotorregion und des Gens selbst.

2. CRABP-I|

Wir genotypisierten im Rahmen unserer Studie zwei SNPs (rs2280367,
rs3813573) in der Promotorregion von CRABP-I.

Die Auswahl von CRABP-I basierte unter anderem auf Untersuchungen von
Kim et al., welche eine erhdhte Konzentration von CRABP-I im CSF von MMD-
Patienten nachwiesen im Vergleich zu Kontrollpersonen [1].

CRABP-I Dbeeinflusst, Uber Retinsaure vermittelt, eine Vielzahl von
Mechanismen u.a. Proliferation und Migration von SMCs durch genetische
Modulation anderer Zytokine [169, 170]. Bei Stérungen in diesem komplexen
Gleichgewicht waren daher das Entstehen pathologischer GefaRwandverande-
rungen und damit eine Beteiligung an der Genese von MMD durchaus denkbar.
Allerdings ist bislang unklar, inwiefern die nachgewiesene Konzentrationsveran-
derung spezifisch fir MMD ist, da Kim et al. in ihrer Studie bei einem Kontroll-
patienten mit arteriovendser Malformation ebenfalls eine erhdéhte Expression
von CRABP-I nachweisen konnten. Es kénnte daher allgemein eine Korrelation
von zerebrovaskularen Krankheiten mit einer CRABP-I-Erhdohung bestehen [1].

In unseren Untersuchungen zeigte keiner der zwei, upstream zu CRABP-I
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gelegenen SNPs signifikante Unterschiede zwischen den beiden Studien-
gruppen.

Da CRABP-I jedoch noch eine grof3e Anzahl weiterer beschriebener Poly-
morphismen beinhaltet, besteht dennoch die Mdbglichkeit einer genetischen
Aberration im Bereich des CRABP-I-Gens.

Momentan ist die Frage bzgl. einer ursachlichen Beteiligung von CRABP-I an
der spezifischen Genese von MMD noch schwer diskutierbar, da die genaue
Wirkungsweise von CRABP-I und atRA im Allgemeinen, sowie das
Expressionsmuster von CRABP-I bei MMD noch nicht vollstéandig geklart ist.
Dennoch erscheinen weitere Studien diesbezlglich sinnvoll, da bei Beteiligung
von CRABP-I an der Atiopathogenese von MMD oder anderen hyperprolife-
rativen Krankheiten die Applikation von atRA einen maoglichen therapeutischen
Nutzen beinhalten konnte und somit ein weiterer Schritt in Richtung kurative

Therapie darstellen konnte. [1].

3. PDGFRB

Wir untersuchten drei SNPs (rs3756312, rs3828610, rs10476930), upstream
zum PDGF-Rezeptor 3 gelegen.
PDGF ist ein multipotentes Zytokin mit bislang funf bekannten Isoformen
PDGF-AA, -BB, -AB, -CC, -DD. Diese Isoformen vermitteln ihre Wirkung tber
die miteinander strukturell verwandten a- und [-Rezeptoren, wobei der in
unserer Studie relevante 3-Rezeptor nur die B- und D-Kette von PDGF binden
kann.
Wie bereits im Abschnitt A.3.3. (PDGF bei MMD) dargestellt, ist PDGF in
vielfaltige bei MMD relevante Prozesse involviert, wie z.b.

e Wundheilung,

e Chemotaxis,

e die Erhaltung der strukturellen Integritat von Blutgefal3en,

e Angiogenese,
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e Intimahyperplasie bzw. Neointimabildung Uber Beeinflussung von
Fibroblasten zur verstarkten Kollagenbildung und —sekretion sowie

e SMC-Migration und Proliferation [241, 242, 269-275, 290, 291, 330, 331].
Bei MMD-Patienten wiesen Aoyagi et al. eine signifikant geringere Anzahl an
PDGF-Rezeptoren auf kultivierten glatten Muskelzellen aus der Arteria tempo-
ralis superficialis (HMSMC) nach [447]. Als Bestéatigung der bereits bekannten
Eigenschaften von PDGF als potentes Mitogen mit Beeinflussung des Zell-
wachstums und des Zellliberlebens Uber Inhibition von Apoptose zeigten sich
signifikant langere Verdopplungszeiten und ein vermindertes Ansprechen der
HMSMC auf exogen zugefiihrtes PDGF in Bezug auf DNS-Synthese und Proli-
feration [197, 235, 277]. Es ist noch anzumerken, dass in Bezug auf Morpholo-
gie, Chromosomensatz und Behandlung der Zelllinien kein Unterschied
vorhanden war, was eine veranderte Reaktion héatte rechtfertigen kénnen [448].
Yamamoto et al. konnten in ihrer Studie ebenfalls einen Unterschied bei
kultivierten Zellen von MMD-Patienten zu entsprechenden Kontrollzellen
feststellen. Bei MMD-Patienten liel3 sich nach Applikation von sowohl PDGF-AA
als auch -BB keine signifikante Erh6hung der DNS-Synthese nachweisen, wo-
hingegen sich bei den Kontrollen eine signifikante Erhéhung zeigte [334].
Bislang ist unklar, ob bei MMD-Patienten weniger Rezeptoren pro Zelle
vorhanden sind oder weniger Zellen, welche PDGF-Rezeptoren exprimieren.
Die verminderte Anzahl konnte durch insuffizientes Recycling oder einen
verringerten intrazellularen Pool erklart werden und ist mit groRer Wahrschein-
lichkeit nicht auf einen erhéhten Umsatz der Rezeptoren zurtick zu fuhren [447].
Unsere Studie ergab fir den in der Promotorregion des PDGF-Rezeptor (3
gelegenen SNP rs3828610 signifikante Unterschiede zwischen der Patienten-
und der Kontrollgruppe mit einem p-Wert von 0,0373 und einer OR von 1,81,
Kl 95%=1,03;3,17 fur den Alleltest. In der Kontrollgruppe fand sich signifikant
haufiger das A-Allel mit einer Frequenz von 0,632 versus einer Frequenz von
0,488 in der Patientengruppe. Zuséatzlich fand sich ein statistisch signifikanter
Genotypentest unter Annahme einer Dominanz des A-Allels mit einem p-Wert
von 0,0185 und einer OR von 3,21, KI95%= 1,182;8,74. Das A-Allel konnte
demnach ein moglicher protektiver Faktor vor MMD sein.
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Die beiden anderen untersuchten SNPs (rs3756312, rs10476930), upstream
zum PDGF-Rezeptor [ gelegen, wiesen keinen signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Gruppen auf.

Es ist nun zu diskutieren, in welcher Form der 0.g. positiv nachgewiesene SNP
rs3828610 an der Pathogenese von MMD beteiligt sein kdnnte. Eine mogliche
Folge dieses Polymorphismus im Bereich der Promotorregion des PDGF-
Rezeptor B konnte eine verminderte Transkription bei MMD-Patienten sein,
wodurch wiederum die geringere Anzahl an PDGF-B-Rezeptoren erklart werden
konnte.

Allerdings konnte die veranderte Expression der PDGF-Rezeptoren auch Folge
anderer beeinflussender Faktoren oder durch einen Defekt im Bereich der
Rezeptorgene selbst induziert sein.

Da nach Aoyagi et al. die Reaktionsfahigkeit von HMSMC speziell fir PDGF,
aber zudem auch fir viele andere im Serum vorhandene Mitogene vermindert
ist, kdnnten allgemeine Prozesse bei MMD-SMC gestért sein, welche unab-
hangig von einer verminderten Rezeptorzahl von PDGF zu einer veranderten
Reaktion der Zellen und damit zur Entstehung von MMD fiuhren [448].

Nach Untersuchungen von Walker et al. sind auf Zellen, welche PDGF-&hnliche
Mitogene sezernieren, die PDGF-Rezeptoren kontinuierlich herunter reguliert
[297]. Damit konnte auch eine gestdorte Downregulation der Rezeptoren
ursachlich bzw. eine Folge von erhéhter PDGF-Expression sein [447]. Solch
eine erhdhte PDGF-Expression zeigte sich bei MMD-Patienten bei Unter-
suchungen von Kang et al. mit 18fach erhdhten Plasmaleveln von PDGF-BB im
Vergleich zu gesunden Kontrollen [445]. Im Liquor fand sich jedoch keine
erhdhte Konzentration von PDGF bei MMD-Patienten [65].

Auch genetische Defekte von Faktoren, welche beim intrazellularen Pooling von
PDGF-Rezeptoren beteiligt sind und welches nach Aoyagi et al. gestort sein
kbnnte, konnten zu einer entsprechend verminderten Expression von PDGF-
Rezeptoren auf der Zelloberflache fuhren [447].

Bowen-Pope et al. konnten zeigen, dass es keine Korrelation zwischen der
PDGF-Rezeptorzahl auf Zellen und der Starke des mitogenen Effekts durch

PDGF gibt, auRer die Rezeptorzahl liegt unter einem bestimmten absoluten
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Minimum [482]. Es kdnnten demnach physiologischerweise auf den meisten
Zellarten nur eine geringe Anzahl von PDGF-Rezeptoren vorhanden sein.

Dem widerspricht jedoch die Tatsache, dass Aoyagi et al. auf den Kontrollzellen
eine signifikant hohere Expression von PDGF-Rezeptoren nachweisen konnte.
Diese Tatsache lasst den Schluss zu, dass zumindest SMCs der Arteria
temporalis superficialis, aus welcher die Proben gewonnen wurden, demnach
zur AuslUbung der physiologischen Funktion eine hohere Anzahl von PDGF-
Rezeptoren zu besitzen scheinen [447].

Um nun die Frage einer moglichen Beteiligung von PDGF an der
Atiopathogenese weiter zu diskutieren, soll im Folgenden zunachst eine
mdogliche Theorie zur Pathogenese von MMD dargestellt werden und
anschlielend die Relevanz von PDGF diesbeztglich.

Bereits in den 70er Jahren konnte durch Studien an Rattenarterien gezeigt
werden, dass bei Arterienwandverletzung, speziell der Intima, durch
Ballonkatheter Gefal3reparaturmechanismen induziert werden, welche Uuber
lokale Wachstumsfaktoren mediiert werden [297, 319, 483-486]. Hierzu geho-
ren die Proliferation und Migration von SMCs zu der verletzten Oberflache und
die Bildung einer fibrozellularen Intima [487-491]. Auch bei Arteriosklerose
finden sich &hnliche histopathologische Veranderungen, wie Intimahyperplasie,
Migration und Proliferation von SMCs und die Ausbildung einer entziindlichen
Reaktion der GefaBwand durch lokale Mediatoren [492]. Weiterhin steht auch
bei Arteriosklerose zu Anfang eine Verletzung der Arterienwand durch mecha-
nische Faktoren, wie z.b. hohen Blutdruck oder hohe Scherspannung [493,
494]. Als Folge dieser Verletzung werden nach der Response-to-injury-Theorie
von Ross et al. die 0.g. histopathologischen Veranderungen induziert [495].
Betrachtet man nun die histopathologischen Veranderungen bei MMD, so
finden sich auch hier die oben beschriebenen Merkmale, wie Intimahyperplasie,
die Beteiligung von SMCs und eine intramurale Entztindungsreaktion. Weiterhin
gab es in vielfaltigen Untersuchungen, wie bereits dargestellt, auch bei MMD
klare Hinweise fur eine Beteiligung von diversen Zytokinen an der Pathogenese
von MMD. Ein méglicher auslosender Faktor fir die Genese von MMD kodnnte

demnach ebenfalls die Verletzung der Arterienwande in den betroffenen Gefal3-
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bereichen sein, woraus die entsprechenden, scheinbar allgemein aus Gefal-
wandverletzung resultierenden Wandveranderungen entstehen.

Setzt man nun voraus, dass ein genetischer Defekt im Bereich des PDGF-
Rezeptorgens vorliegt, welcher die verringerte Rezeptorzahl bei MMD-SMC
bedingt, so konnte folgende Uberlegung hinweisend sein fiir die Genese von
MMD: Nach Yamamoto et al. scheint PDGF bei induzierter Verletzung der
Arterienwand notwendig fir die normale Wundheilung in der Frihphase [334].
Die bei Aoyagi et al. gezeigte geringere proliferative Reaktion von MMD-SMCs
konnte hinweisend sein fur einen Defekt bei der physiologischen Wundheilung,
z.b. durch ein vermindertes PDGF-Signal bei geringerer Rezeptoranzahl.
Unterstitzend fir diese Theorie sind auch Untersuchungen von Beer et al., in
welchen gezeigt werden konnte, dass der p-Rezeptor von PDGF bei gestorter
Wundheilung bei diabetischen M&usen vermindert exprimiert wird [302].

Diese Storung in der physiologischen Wundheilung kénnte zu einer verzdgerten
Heilung des Arterienwandschadens fihren [496] und damit zu einer
verlangerten Exposition gegeniber Serummitogenen. Es wirde damit eine
langsamere, aber ungleich langere Reaktion der SMC resultieren, wodurch die
bei MMD beschriebenen pathogenetischen Verédnderungen erklart werden
konnten [448]. Eine Darstellung dieser im Folgenden als ,MMD-Genese-

Hypothese® bezeichneten Theorie findet sich in Abbildung 26 (s.u.).
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Abb. 26: MMD-Genese-Hypothese. Bei MMD-Patienten ist nach
Arterienwandverletzung der physiologische Reparaturprozess gestort,

was zu Stenosierung fuhrt. Nahere Ausfihrungen s. Text.

Unklar ist nach dieser Theorie weiterhin die Selektivitdt der betroffenen Gefalie
bei MMD. Diskutiert werden der hohe ,shear stress” in den basalen
Hirnarterien, Apoptosemechanismen oder andere lokale Faktoren, wozu auch
die verminderte PDGF-Rezeptorzahl zéhlen kdnnte.

Zur Klarung dieser Frage sowie allgemein der Beteiligung von PDGF bei der

Atiopathogenese von MMD, sollten daher weitere funktionale und genetische
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Studien, bevorzugt mit Proben aus betroffenen Gefallen und mit grof3eren
Fallzahlen, durchgefiihrt werden.

4. TGF-B1

In unserer Studie untersuchten wir vier SNPs im genetischen Bereich von
TGF-B1. Diese lagen in der Promotorregion (rs1800469), in Exon 1 (Codon 10,
rs1800470 und Codon 25, rs1800471), kodierend fur die Signalsequenz, welche
fur eine korrekte Sekretion des Proteins nétig ist, und in Exon 5 (rs1800472).
Alle drei intragenisch gelegenen SNPs (rs1800470, rs1800471, rs1800472)
konnen durch Punktmutation eine Aminosauresubstitution verursachen.

TGF-B1 ist involviert in vielfaltige Mechanismen im Bereich Zellwachstum und
-differenzierung, Angiogenese, Synthese von EZM, Erhaltung der Gefal3wand-
homdoostase, Neointimabildung bzw. -hyperplasie u.v.a.m. .

Bei MMD-Patienten zeigte sich eine signifikant erhdhte Konzentration von
TGF-B1 im Serum im Vergleich zu gesunden Patienten [56], wohingegen im
Liquor keine signifikant erh6hte Expression von TGF-1 nachweisbar war [65].
In Untersuchungen von Hojo et al. fanden sich noch weitere Expressionsunter-
schiede in Bezug auf TGF-B1 und MMD. Es zeigte sich eine signifikant erhéhte
Expression von TGF-1 mRNA in kultivierten glatten Muskelzellen aus der STA
von MMD-Erkrankten im Vergleich zu kultivierten Muskelzellen von arterioskle-
rotisch veranderten Gefalen [56]. Bei Vergleich von arteriosklerotischen zu
nicht-arteriosklerotischen Gefal3en zeigten sich in vivo wiederum keine signifi-
kanten Unterschiede der TGF-B1 mRNA-Werte, was fur einen MMD-
spezifischen Effekt spricht [449].

Im Zusammenhang dieser Studien wurde bereits vielfach Uber maogliche
pathogenetische Zusammenhange von MMD und der verdnderten Expression
von TGF-B1 diskutiert.

Nach Aoyagi et al. konnte eine veranderte Expression von TGF-B1 verant-
wortlich sein fur die Verdickung der Intima bei MMD [447].
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Ebenso schreiben Hojo et al. TGF-31 eine mdgliche Rolle bei der Intimahyper-
plasie bei MMD zu. Diese Theorie basiert u.a. auf Untersuchungen von Nabel et
al., welche ergaben, dass ein direkter Transfer des TGF-B1-Gens in normale
Schweinearterien zu einer starken Produktion von EZM begleitet von Intima-
und Mediahyperplasie fuhrt [331]. Unterstutzt wird diese Annahme auch durch
Untersuchungen von Khan et al., welche TGF-31 eine entscheidende Rolle bei
der Intimaverdickung nach Gefal3verletzungen zuschreiben [497].

Zudem konnten Yamamoto et al. bei MMD-Patienten eine erhdhte Elastin-
sekretion nach Stimulation mit TGF-B1 nachweisen. Die Sekretion von Elastin,
welches nach Karnik et al. eine zentrale Rolle bei gefal3proliferativen Krank-
heiten mit Neointimaformation einnimmt, konnte bereits mehrfach durch TGF-$31
induziert nachgewiesen werden [498-502].

Majesky et al. konnten nachweisen, dass Verletzungen an Rattenarterien zu
einer erhohten Expression von TGF-B1 wahrend der Neointimabildung fuhrt
[500, 503]. Demnach kénnte die Beteiligung von TGF-B1 bei MMD ahnlich der
von PDGF nach der oben beschriebenen MMD-Genese-Hypothese sein. Nach
Intimaverletzung ist durch eine fehlgesteuerte Regulation des TGF-B1 der
physiologisch folgende Reparaturprozess der Gefal3wand gestdrt und es folgt
eine Uberschiel3ende bzw. fehlgeleitete Reaktion mit den fir MMD typischen
Veranderungen.

Klare Nachweise flr eine atiopathogenetische Relevanz von TGF-1 bei MMD
sind letztendlich noch ausstehend.

In unserer Studie ergab sich fir den SNP rs1800471 eine statistisch signifikante
Assoziation mit MMD mit einem p-Wert von 0,0345 und einer OR 7,65,
Kl 95%=0,97;59,95 fir den Alleltest. Die Mutation der Ursprungsbase Guanin
zu Cytosin bewirkt bei diesem Polymorphismus einen Aminosaureaustausch
von Arginin (CGG) zu Prolin (CCG).

Es zeigte sich eine signifikant niedrigere Frequenz des C-Allels in unserer
Fallgruppe (G=0,988) verglichen mit der Kontrollgruppe (G=0,910). Weiterhin
zeigte sich im Genotypentest unter Annahme einer Dominanz des C-Allels ein
statistisch  signifikanter p-Wert von 0,0428 und eine OR von 6,72,
Kl 95%=0,827;54,66.
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Das C-Allel, kodierend fir Prolin, kénnte demnach ein protektiver Faktor bei der
Genese von MMD sein bzw. umgekehrt das G-Allel, kodierend fur Arginin, ein
Risikofaktor.

Die anderen drei SNPs (rs1800469, rs1800470, rs1800472) im genetischen
Bereich von TGF-B1 wiesen keine statistisch signifikante Assoziation mit MMD
auf. Der SNP rs1800470, bei welchem abhangig von der Mutation Leucin (CTG)
oder Prolin (CCG) transkribiert wird, zeigte jedoch eine starke Tendenz flr die
Uberreprasentation des T-Allels in der Fallgruppe. In dieser Gruppe fand sich
das T-Allel mit einer Frequenz von 0,675. In der Kontrollgruppe hingegen war
das T-Allel nur mit einer Frequenz von 0,596 nachweisbar. Das T-Allel, kodie-
rend fur Leucin, kdnnte damit ein mdglicher Risikofaktor fir MMD sein.

Es stellt sich nun die Frage, welche Auswirkung diese Mutationen der SNPs
rs1800471 und rs1800470 auf die Expression und Sekretion von TGF-B1 hat
und welcher Krankheitswert diesen Mutationen damit zugeschrieben werden
kann.

Bereits 1998 und 2003 konnten Awad et al. und Dunning et al. nachweisen,
dass ein Aminosaureaustausch durch die entsprechende Punktmutation in
diesen beiden SNPs zu einer mengenmallig veranderten TGF-B1 Sekretion
fuhrt [504, 505]. In einer aktuellen in-vitro-Studie im Zusammenhang mit Leber-
fibrose konnten Mohren et al. diese Ergebnisse bestatigen [506].

Die Studie ergab eine verminderte TGF-B1 Expression bei Vorliegen von Prolin
in einer der beiden relevanten Positionen. Die hdchste intrazellulare TGF-B1-
Konzentration ergab sich bei Vorliegen der Allelkombination von Leucin in
Codon 10 (rs1800470) und Arginin in Codon 25 (rs1800471) (10Leu25Arg), die
niedrigste bei Vorliegen von 10Pro/25Arg.

Als Ursache dieser verédnderten Konzentrationen sehen die Autoren eine
veranderte Translation auf Grund einer veranderten mRNA-Sekundarstruktur
von TGF-1 und damit eine Beeinflussung der Expression. Sekretorisch
entsprachen die Konzentrationsverdnderungen den veranderten Expressions-
konzentrationen, weswegen eher nicht eine Veradnderung der Sekretion als

Ursache der veranderten TGF-B1 Sekretion anzusehen ist.
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Da sich in unseren Untersuchungen bei MMD-Patienten vielfach h&aufiger die
oben beschriebene Risikokonstellation 10Leu25Arg fand im Vergleich zur Kon-
trollgruppe, bieten diese Ergebnisse eine mogliche Erklarung fur die erhéhten
TGF-B1 Konzentrationen, welche in STA und Blutserum nachgewiesen werden
konnten.

Beziglich des Krankheitswertes dieser Mutationen lasst sich jedoch weiterhin
keine klare Aussage machen.

Hojo et al. konnten z.b. trotz ihrer Theorie, dass TGF-B1 vermutlich bei MMD,
jedoch nicht bei Arteriosklerose eine wichtige Rolle in Bezug auf die Neo-
vaskularisation zukomme, keine Korrelation zwischen Expression oder Serum-
level von TGF-B1 und dem Ausmal} der Neoangiogenese feststellen. Hieraus
schlossen sie, dass TGF-B1 nicht notwendigerweise ein kausaler Faktor von
MMD ist [56].

Weiterhin muss bedacht werden, dass TGF-B1 auch von anderen Zytokinen
induziert werden kann, was bedeutet, dass eine verédnderte Expression von
TGF-B1 auch durch eine veranderte Expression im Rahmen dieser vorge-
schalteten Zytokine verursacht werden kénnte. So konnten z.b. Akasaka et al.
[166] eine Induktion der TGF-B1 Expression durch bFGF nachweisen und Yue
et al. eine erhdhte Sekretion von TGF-B1 von Ratten-SMCs durch IL-1 [507].
Andererseits ist allgemein akzeptiert, dass die Plasmakonzentrationen von
TGF-B1 mit der Genese verschiedener Krankheiten assoziiert sind, wie z.b.
Leberfibrose, Lungenfibrose, Myokardinfarkt oder atopische Dermatitis. Zudem
ist anerkannt, dass die Produktion von TGF-B1 vorwiegend unter genetischer
Kontrolle steht und signifikant assoziiert ist mit Genpolymorphismen [465].
Allerdings gibt es im Zusammenhang mit MMD diesbezuglich bislang keine
eindeutig beweisenden Untersuchungen.

Um daher eine mogliche Beteiligung von TGF-B1 und speziell dieser
Mutationen an der Genese von MMD zu klaren, sind somit weitere genetische
und funktionale Studien mit grél3eren Kohorten und unter Einbezug verschie-

dener Ethnizitaten ndtig.
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Resumierend lie3 sich im Rahmen dieser Studie bei zwei der untersuchten
SNPs eine Korrelation zwischen dem jeweils untersuchten Polymorphismus und
dem Vorliegen von MMD nachweisen. Bei Interpretation der Ergebnisse muss
jedoch allgemein bedacht werden, dass die Fallzahl bei genetischen
Assoziationsstudien moglichst grol3 sein sollte, um eine hinreichende
statistische Aussagekraft zu gewahrleisten. Zu kleine Kollektive erhéhen die
Gefahr fur falsch positive Ergebnisse und filhrten oft zu einer fehlenden
Reproduzierbarkeit in gro3eren Studien.

Auf Grund der geringen Fallzahl der Studie sowohl durch die Seltenheit von
MMD im europaischen Raum als auch durch die daraus resultierende Unwis-
senheit Uber die Erkrankung und damit haufig fehlende Diagnosestellung, sind
daher falsch positive oder negative Ergebnisse nicht ausschliel3bar. Allerdings
beinhaltet diese Studie, nach unserem Wissen, dennoch die bisher gréfite
Anzahl an MMD-Patienten mit europaischer Herkunft.

Weiterhin muss bei Interpretation der Ergebnisse bedacht werden, dass
eventuelle Stérgrol3en wie stattgehabte Infektionen oder andere Gen-Umwelt-
Interaktionen nicht bertcksichtigt werden konnten. Bei der Interpretation der
Ergebnisse wurde von einer anndhernden Gleichverteilung dieser Parameter
ausgegangen. Trotzdem muss bei kritischer Beurteilung berucksichtigt werden,
dass die Assoziation der Polymorphismen mit einer anderen unbekannten
Variablen, die fur den beobachteten Effekt verantwortlich ist (,linkage disequi-
librium®), nicht ganzlich ausgeschlossen werden kann.

Weiterfihrende Studien sind demnach notwendig um einerseits diese
Ergebnisse mit groReren Fallzahlen zu bestatigen und andererseits die Folgen
der nachgewiesenen Polymorphismen auf die Expression und Funktion der
jeweiligen Zytokine und damit deren Rolle bei der Atiopathogenese von MMD
zu untersuchen. Zudem koénnte die Untersuchung weiterer SNPs im Bereich
relevant erscheinender Zytokine noch zusatzliche Polymorphismen offenbahren
und damit Hinweise auf mogliche Verbindungen zu MMD geben.

Patienten mit der Erkrankung MMD haben héaufig, zu den direkt durch die
Krankheit verursachten korperlichen und seelischen Einschrankungen, Schwie-

rigkeiten, auf Grund der Seltenheit der Erkrankung, passende Anlaufstellen und

107



D Diskussion

somit einen gewissen sozialen Ruckhalt zu finden. Als Anlaufstellen sind
sowohl Arzte mit entsprechenden theoretischen und praktischen Fach-
kenntnissen als auch andere Betroffene anzusehen. Es ist daher trotz oder
eben gerade wegen der Seltenheit der Erkrankung wichtig die Forschung in
diesem Gebiet weiter voranzutreiben, um somit einerseits eine Kooperation
verschiedener Studiengruppen zu ermdglichen und andererseits den verhaltnis-
mafig wenigen Betroffenen dennoch die bestmdgliche Unterstiitzung, Behand-

lung und Prognose gewahrleisten zu kénnen.
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Die Moyamoya-Krankheit ist eine zerebrovaskulare Krankheit, die charakte-
risiert ist durch eine progressive Stenosierung der hirnzufihrenden Gefal3e bis
hin zur Okklusion und einer hierdurch bedingten Hypoperfusion des Gehirns.
Diese Minderversorgung kann auch nicht durch die ebenfalls fir Moyamoya
typischen multiplen KollateralgefaRe kompensiert werden. Es resultiert die
entsprechende Krankheitssymptomatik mit transitorisch ischamischen Attacken,
Schlaganfallen, Krampfleiden, Hirnblutungen und vielen anderen mehr bis hin
zum Tod. Bislang existiert keine kurative Therapie, unter anderem da Atiologie
und Pathogenese von Moyamoya noch weitgehend ungeklart sind.

Bezuglich der Atiologie scheint eine genetische Ursache wahrscheinlich und an
der Pathogenese scheint eine (Mit-)Beteiligung von diversen Zytokinen wahr-
scheinlich, welche bei Moyamoya-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontroll-
personen als verandert exprimiert nachgewiesen wurden.

Ziel dieser Studie war es, Polymorphismen im genetischen Bereich verandert
exprimierter Zytokine bzw. deren Rezeptoren bei Moyamoya-Patienten aufzu-
decken und somit Hinweise auf eine mogliche Korrelation zwischen diesen
genetischen Variationen und der Atiopathogenese von Moyamoya zu erhalten.
In unserer Studie untersuchten wir dreizehn Einzelnukleotid-Polymorphismen,
sogenannte ,Single Nucleotide Polymorphisms®, auf Differenzen zwischen einer
Fallgruppe mit Moyamoya-Patienten und einer gesunden Kontrollgruppe durch
Sequenzierung entsprechender Genregionen. Die hierfir bendtigte DNS extra-
hierten wir aus Blutproben von 41 betroffenen Patienten und 68 gesunden
Kontrollpersonen aus dem europdischen Raum, schwerpunktmalig Zentral-
europa. Die untersuchten Einzelnukleotid-Polymorphismen liegen in den geneti-
schen Regionen von bFGF, CRABP-I, PDGFRB und TGF-B1, welche von uns
auf Grund ausfuhrlicher Literaturrecherchen als mdgliche relevante Faktoren
bei der Atiopathogenese von Moyamoya eingestuft wurden.

Als Ergebnis wiesen zwei SNPs positive Ergebnisse auf bzgl. einer Korrelation
zwischen Polymorphismus und Vorhandensein von Moyamoya. Der erste SNP

liegt im genetischen Bereich des PDGFRB (rs3828610), der zweite im gene-
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tischen Bereich von TGF-B1 (rs1800471). Zudem wies ein weiterer
Einzelnukleotid-Polymorphismus im genetischen Bereich von TGF-f1
(rs1800470) eine starke Tendenz fir ein Risikoallel auf.

Die anderen Einzelnukleotid-Polymorphismen ergaben keine signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

rs3828610 liegt in der Promotorregion des PDGFRB. In unserer Studie zeigten
sich fur diesen Einzelnukleotid-Polymorphismus signifikante Unterschiede zwi-
schen der Patienten- und der Kontrollgruppe mit einem p-Wert von 0,0373 und
einer Odds Ratio von 1,81, 95% Konfidenzintervall = 1,03;3,17 fur den Alleltest.
Der Rezeptor ist auf Zellen von Moyamoya-Patienten vermindert nachweisbar
[447]. Er vermittelt durch Bindung der entsprechenden PDGF-Isoformen viel-
faltige Funktionen u.a. im Bereich Angiogenese und Intimahyperplasie bzw.
Neointimabildung und ist somit involviert in pathogenetisch relevante Prozesse
bei Moyamoya. Eine moégliche Beteiligung von PDGF bei der Genese von
Moyamoya ist eine gestorte GefalRwandheilung durch veranderte Expression
des PDGFRB, auch bezeichnet als ,Moyamoya-Genese-Hypothese®. Die
veranderte Expression ware denkbar durch eine im Rahmen der Punktmutation

veranderte Transkriptionsrate des Gens.

rs1800471 liegt in Exon 1 (Codon 10) des TGF-B1-Gens und verursacht eine
Punktmutation mit Aminosaureaustausch von Arginin (CGG) zu Prolin (CCG). In
unserer Studie zeigte sich eine statistisch signifikante Assoziation mit Moya-
moya mit einem p-Wert von 0,0345 und einer Odds Ratio 7,65, 95%
Konfidenzintervall = 0,97;59,95 fir den Alleltest. Bei Moyamoya-Patienten findet
sich nach Hojo et al. eine signifikant erhéhte Konzentration von TGF-1 im
Serum und eine signifikant erhdhte Expression von TGF-B1 mRNA in kultivier-
ten glatten Muskelzellen aus der Arteria temporalis superficialis [56]. TGF-B1
beeinflusst vielfaltige Mechanismen u.a. im Bereich Angiogenese, Erhaltung der
GefalBRwandhomoostase und Neointimabildung. Die Punktmutation von TGF-31
im Bereich dieses Einzelnukleotid-Polymorphismus verursacht nach Untersu-

chungen von Mohren et al. eine veranderte Expression, wodurch die veranderte
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Expression bei Moyamoya und damit eine Dysregulation der durch TGF-f31
beeinflussten Mechanismen verursacht werden konnte [506].

rs1800470 liegt in Exon 1 (Codon 25) des TGF-B1-Gens und verursacht eine
Punktmutation mit Aminosaureaustausch von Leucin (CTG) zu Prolin (CCG). In
unseren Untersuchungen zeigte sich trotz fehlender Signifikanz eine starke
Tendenz fir die Uberreprasentation des T-Allels in der Fallgruppe mit einer
Frequenz von 0,675 versus einer Frequenz von 0,596 in der Kontrollgruppe.
Das T-Allel, kodierend fur Leucin, kbnnte damit ein mdglicher Risikofaktor fur
Moyamoya sein und nach demselben Mechanismus wie der SNP rs1800471

bei der Pathogenese von Moyamoya involviert sein.

Im Rahmen unserer Studie fanden wir zusammenfassend zwei SNPs im
genetischen Bereich von PDGFRB und TGF-B1, welche eine klare Korrelation
mit Moyamoya aufwiesen. Sie konnten somit hinweisend sein flr eine
genetische Beteiligung dieser Faktoren an der Atiopathogenese von
Moyamoya.

Um zukiinftig eine vollstandige Aufklarung der Atiopathogenese von Moyamoya
und damit eine kurative Therapie mit besserer Prognose der Patienten zu
ermdglichen, werden weitere Studien mit grél3eren Kohorten zur Bestatigung
unserer Ergebnisse und genaueren Untersuchung der hierdurch veranderten

Mechanismen bendtigt.
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Abkirzungsverzeichnis

Mm Mikrometer

A Adenin

A. Arteria

Abb. Abbildung

ACA Anterior Cerebral Artery, dt.: Arteria cerebri anterior
ACI Arteria carotis interna

aFGF Acidic Fibroblast Growth Factor

Arg Arginin

atRA all-trans-Retinséure

Bp Basenpaar

bFGF Basic Fibroblast Growth Factor

BMP Bone Morphogenetic Proteins

C Cytosin

CRABP-I Cellular Retinoic Acid Binding Protein |

CRBP Cellular Retinol Binding Protein

CSF Cerebrospinal fluid, dt.: Liquor cerebrospinalis
CT Computer Tomographie

CTA Computertomographische Angiographie

dNTP Deoxynukleosidtriphosphat

ddNTP Dideoxynukleosidtriphosphat

DNS Desoxyribonukleinséure

dt. Deutsch

DVR Decapentaplegic and Vegetal-1-Related group
ECA External Carotid Artery, dt.: Arteria carotis externa
EZM Extrazellularmatrix

EDAS Enzephaloduroarteriosynangiose
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EDTA
EMAS
EMS
engl.
ER

et al.
bFGF

GDNF
griech.
HWG
ICA
kDa

Kl
LAP
Leu
LLC
LTBP

MAPK
MCA
MMD

MRA
MRI/MRT

MRNA
NF1
OA
OR
PCA
PCR

Ethylen-Diamin-Tetraacetat
Enzephalomyoarteriosynangiose
Enzephalomyosynangiose

Englisch

Endoplasmatisches Retikulum

Et alii/aliae = “und andere”

Basic Fibroblast Growth Factor

Guanin

Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor
Griechisch

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht

Internal Carotid Artery, dt.: Arteria carotis interna
Kilodalton

Konfidenzintervall

Latency Associated Peptide, dt.: Latenz-assoziiertes Peptid
Leucin

Large Latent Complex, dt.: gro3er latenter Komplex
Latent TGF-B Binding Protein, dt.: latentes TGF-3
bindendes Protein

Mitogen Activated Protein Kinase

Middle Cerebral Artery, dt.: Arteria cerebri media
Moyamoya Disease (kurz: Moyamoya), dt.. Moyamoya-
Krankheit

Magnet-Resonanz-Angiographie

Magnetic Resonance Imaging/ Magnet-Resonanz-
Tomographie

Messenger Ribonucleic Acid, dt.: Boten-Ribonukleinsaure
Neurofibromatose Typ 1

Ophthalmic Artery, dt.: Arteria ophthalmica

Odds Ratio

Posterior Cerebral Artery, dt.: Arteria cerebri posterior

Polymerase Chain Reaction, dt.: Polymerase-Ketten-
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PDGF
PDGFRB
PNS
Pro
RA
RAR
RARE
rs
RXR
SLC
Smad
SMC
SNP
STA

Tab.
-ter
TGF-B
TIA
TIEG

TIMP
VA
VEGF
vSMC
ZNS

Reaktion

Platelet Derived Growth Factor

Platelet Derived Growth Factor Rezeptor Beta

Peripheres Nervensystem

Prolin

Retinoic Acid, dt.: Retinséure

Retinoic Acid Receptor

Retinoic Acid Response Element

RefSNP, Referenz-SNP

Retinoid X Receptor

Small Latent Complex, dt.: kleiner latenter Komplex

Small Mothers Against Decapentaplegic

Smooth Muscle Cell, dt.: glatte Muskelzelle

Single Nucleotide Polymorphism, dt.: Einzelbasenmutation
Superficial Temporal Artery, dt.: Arteria temporalis super-
ficialis

Thymin

Tabelle

Terminale Region

Transforming Growth Factor Beta

Transiente Ischamische Attacke

Transforming Growth Factor Beta Inducible Early Growth
Response

Tissue Inhibitor of Metalloproteinase

Vertebral Artery, dt.: A. temporalis

Vascular Endothelial Growth Factor

Vascular Smooth Muscle Cell, dt.: glatte GefaBmuskelzelle

Zentrales Nervensystem
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