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1. Einleitung

1.1 Nicht-alkoholische Steatosis hepatis (NAFL)

Die nicht-alkoholische Steatosis hepatis (NAFL) gehort ebenso wie die nicht-
alkoholische Steatohepatitis (NASH) zum Kreis der nicht-alkoholischen
Fettlebererkrankung (NAFLD) und ist eine vorwiegend durch metabolische
Ursachen bedingte Verfettung der Leber (1, 2). Per Definitionem mussen fir die
Diagnosestellung UberméaRiger Alkoholkonsum und andere Ursachen fir
sekundare Steatosen ausgeschlossen sowie mindestens 5% der Hepatozyten
von der Verfettung betroffen sein (2, 3). Bei Fortschreiten der Erkrankung kann
sie bei 10% bis 20% der Patienten in eine NASH — mit oder ohne Fibrose —
ubergehen, woraus dann im Lauf der Zeit bei weniger als 5% eine Zirrhose und
wiederum bei 2,6% bis 12,8% der zirrhotischen Patienten pro Jahr ein
hepatozellulares Karzinom (HCC) hervorgehen kann (2, 4-7). Die Zahlen
variieren je nach Quelle. Eingeteilt wird die NAFL anhand des Prozentsatzes der
von der Steatose betroffenen Hepatozyten in eine milde (< 1/3 betroffen: Grad
1), maRige (< 2/3 betroffen: Grad 2) und schwere (> 2/3 betroffen: Grad 3)

Verlaufsform (2).

1.1.1 Epidemiologie der NAFL

Die Pravalenz der NAFL ist weltweit ansteigend, wobei dies gemeinhin auf die
Veranderungen der Ernahrungsgewohnheiten und des Lifestyles vieler
Menschen zuriickgefiihrt wird (4). So Uberrascht es auch nicht, dass in einer
Studie eine positive Korrelation des Risikos, an einer NAFL zu erkranken, mit
dem Okonomischen Status des Heimatlandes festgestellt wurde (8). In eben
dieser Studie betrug die Pravalenz der NAFL in Europa knapp 30%, wahrend sie
in Asien im Bereich von unter 20% lag. Zudem wurde in einer amerikanischen

Studie unter Kaukasiern ein haufigeres Vorkommen der NAFL bei Mannern im
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Vergleich zu Frauen beobachtet, wahrend der ethnischen Zugehdrigkeit
ebenfalls ein statistischer Einfluss auf die Préavalenz zugeschrieben werden
konnte (9). Lateinamerikaner waren haufiger betroffen als Kaukasier und diese
wiederum haufiger als Afroamerikaner (9). Interessanterweise sind jedoch —
kontrar zur NAFL — Patienten mit einer NASH bevorzugt weiblichen Geschlechts
(10).

Eine andere Studie aus den USA ermittelte eine dortige Gesamtpréavalenz der
NAFL in der Bevolkerung von 46%. In dieser Studie wurde darliber hinaus auch
eine positive Korrelation der NAFL mit arterieller Hypertension, Diabetes mellitus,
erhbhtem Body-Mass-Index (BMI), vermehrtem Konsum von Fast-Food sowie
geringer korperlicher Aktivitat festgestellt (11). Unter Patienten mit Diabetes
mellitus Typ 2 litten einer weiteren Studie zufolge sogar ungefahr 70% unter einer
NAFLD (12). Insbesondere bei Kindern und jungen Erwachsenen gilt die NAFL
heutzutage als die haufigste Lebererkrankung (13). Die NASH rangiert in den
USA aktuell sogar unter den haufigsten Indikationen fir eine

Lebertransplantation (4).

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren der NAFL

Es gibt eine Reihe von Faktoren, die zur Entwicklung einer NAFL fiihren kénnen.
Allen voran sind hier das metabolische Syndrom und die damit verbundenen
Risikofaktoren zu nennen (14), weshalb die NAFLD auch als die ,hepatische
Manifestation des metabolischen Syndroms“ bezeichnet wird (15). Das
metabolische Syndrom umfasst die Faktoren arterielle Hypertonie (Blutdruckwert
nach Riva-Rocci (RR) = 130/80 mmHg), Dyslipidamie (Triglyzeride = 150 mg/dl,
high-density lipoprotein (HDL) < 40 mg/dl), erhéhter Niuchternblutzucker (= 100
mg/dl) sowie abdominelle Adipositas (Bauchumfang = 88 cm bei Frauen bzw. =
102 cm bei Ma&nnern) (2, 16). So wurde in einer Studie festgestellt, dass Patienten
mit NAFL im Vergleich zum Durchschnitt der Bevdlkerung einen héheren BMI
und einen gréReren Hiftumfang aufweisen sowie haufiger an einer erhéhten

Insulinresistenz oder Diabetes mellitus Typ 2 leiden; ebenfalls betatigen sie sich
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seltener korperlich (17, 18). Diabetes mellitus Typ 2 begunstigt dartiber hinaus
insbesondere ein Fortschreiten der Erkrankung und steigert die damit
verbundene Mortalitat, wohingegen umgekehrt das Vorhandensein einer NAFLD
das kardiovaskulare Risiko bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 erh6ht (19).
Weitere Risikofaktoren fur die Entstehung einer NAFL sind eine ungesunde
Ernahrungsweise in Form von Ubermafligem Kohlenhydratkonsum (20-22),
haufige Zwischenmahlzeiten (23) sowie eine stammbetonte Fettverteilung,
welche sogar einen bedeutenderen Risikofaktor fur die NAFL darzustellen
scheint als ein erhdhter BMI (24). Es konnte auch ein gehauftes Vorkommen der
NAFL beim mannlichen Geschlecht beobachtet werden (11). Ebenfalls wurde
eine Assoziation von Dyslipidamien mit der NAFL festgestellt. Diese Assoziation
war umso ausgepragter, je niedriger der BMI des Patienten war (24). Daruber
hinaus konnte gezeigt werden, dass niedrige Vitamin-D-Spiegel mit dem

histologischen Schweregrad einer NAFL korrelierten (25).

Des Weiteren lassen sich auch diverse endogene Risikofaktoren fir die
Entwicklung einer NAFL nennen, wie zum Beispiel bestimmte
Zusammensetzungen des intestinalen Mikrobioms (26, 27) oder eine erhohte
Permeabilitdt der Darmschranke (21). Ebenfalls weisen viele Beobachtungen auf
eine genetische Mitursache der NAFL hin: So finden sich neben einer familiaren
Haufung der Erkrankung (28) — beispielsweise wirkt sich eine familiare
Pradisposition fur Diabetes mellitus sogar ohne personliche Erkrankung als
Risikofaktor aus (29) — auch eine unterschiedliche Pravalenz sowie ein
unterschiedlicher Einfluss der einzelnen Risikofaktoren je nach ethnischer
Zugehorigkeit (9, 30). Bestimmten Varianten der Gene PNPLA3 (patatin-like
phospholipase domain-containing protein 3) und TM6SF2 (transmembrane 6
superfamily 2 gene) konnte zudem eine Assoziation zu einem erhéhten
Leberfettgehalt, erhdhten Leberwerten sowie einer vermehrten Inflammation in

der Leber nachgewiesen werden (31, 32).
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1.1.3 Pathogenese der NAFL

Zu Beginn der Pathogenese der NAFL steht die Gbermalige Einlagerung von
Lipiden in die Hepatozyten und die damit verbundene Lipotoxizitat (33). Diese
Einlagerung steht in engem Zusammenhang mit der Freisetzung von Fettsauren
aus Insulin-resistenten Adipozyten im peripheren Gewebe (34). Im Verlauf
entwickelt sich zunehmend auch eine hepatische Insulinresistenz (35).
Schlief3lich kommt es, aufgrund der vermehrten Oxidation von freien Fettsauren
in den Hepatozyten, zu oxidativem Stress (36), Aktivierung intrazellularer
Kinasen, Apoptose und Nekrose von Hepatozyten (37) und daraus folgend einer
Inflammation, an der Typ-1-T-Helferzellen (TH1-Zellen), Makrophagen,
naturliche Killer T-Zellen (NKT-Zellen), zytotoxische CD8*-T-Lymphozyten (CD =
cluster of differentiation) sowie diverse Zytokine beteiligt sind und welche den
Ubergang zur NASH kennzeichnet (34, 38).

Zusatzlich zu den eben genannten Zellen spielen auch Thrombozyten in Fragen
der leberspezifischen Inflammation eine wichtige Rolle, denn sie fordern die
Migration von zytotoxischen CD8*-T-Lymphozyten und anderen Leukozyten
durch das Endothel der Sinusoide, aktivieren Effektorzellen und kdnnen das
zellulare und humorale Milieu der Leber sowohl in hepatotoxischer als auch in
hepatoprotektiver Weise beeinflussen (39, 40). Dabei tiben sie im Hinblick auf
die immunpathologischen Vorgange in der Leber — zumindest im Mausmodell bei
akuter viraler Hepatitis — ihre Wirkung auch unabhangig von ihrer
prokoagulatorischen Funktion aus (41).

Zudem wurde entdeckt, dass bei der NAFLD in ungefahr einem Drittel aller Falle
eine vermehrte intrahepatische Eisenspeicherung vorkommt, die womdglich
ebenfalls, tUber eine Forderung von oxidativem Stress und Beeinflussung des

Zellmetabolismus, zur Pathogenese der Erkrankung beitragt (42).

Dartber hinaus steht die Obesitas-bedingte NAFLD auch in Zusammenhang mit
einer Entziindung des insbesondere viszeralen Fettgewebes, welches pro- und

antiinflammatorische Zytokine bzw. Adipokine — genannt seien Adiponektin und
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Leptin — freisetzt (43-45). Ein Ungleichgewicht in diesem Adipokin-System tragt
zur Inflammation bei der NAFLD bei (43).

1.1.4 Histologie der NAFL

Das typische histologische Kennzeichen der NAFL ist eine Verfettung der
Hepatozyten im Sinne einer Ubermafligen Akkumulation von Triglyzeriden (46).
Es liegt dabei vorwiegend eine makrovesikulare Steatose vor, wahrend eine
mikrovesikulare Steatose bei der NAFL eher ungewdhnlich ist (46). Zwar kdnnen
bei der NAFL zusatzlich bereits Zeichen der Inflammation und Lipogranulome
erkennbar sein, jedoch sind Zellschadigung — wie Ballonierung, Nekrose und
Apoptose von Hepatozyten — oder Fibrose per Definitionem als histologische
Kennzeichen der NASH zu werten (46, 47). Die Fibrose beginnt dabei im
Regelfall eher lappchenzentral und schreitet dann bei Progression zu einer
bruckenbildenden Fibrose und Zirrhose fort (46). Die Steatose kann wahrend der
fibrotischen Progression einer NASH wieder ricklaufig sein (46).

1.1.5 Klinischer Verlauf und Folgen der NAFL

Das klinische Bild der NAFL ist im Regelfall blande, wéhrend im Gegensatz dazu
die NASH haufig einen progredienten Verlauf nimmt (48). Die Steatose ist bei
Fehlen einer NASH-typischen Histologie zudem Uublicherweise reversibel (2).
Einer Studie aus dem Jahr 2004 zufolge fanden sich dartber hinaus — im
Gegensatz zur NASH — bei 80% der Patienten mit einer NAFL normwertige
Serumspiegel der Alanin-Aminotransferase (ALT; entspricht der Glutamat-
Pyruvat-Transaminase = GPT) (9), weshalb normwertige Transaminasen das
Vorliegen einer NAFL keinesfalls ausschlieRen. Insgesamt gilt das Spektrum der
NAFLD jedoch als die haufigste Ursache flir erhdhte Leberwerte (49). Eine
andere Studie konnte bei NAFL-Patienten erh6hte Werte von Nuchternblutzucker
und Triglyzeriden im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe feststellen (50).

AulRRerdem wiesen diese Patienten eine niedrigere Thrombozytenzahl und ein
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grolReres mittleres Thrombozytenvolumen (MPV) auf. Letzteres korrelierte
zusatzlich positiv. mit den ALT- und AST-Blutspiegeln (Aspartat-
Aminotransferase; entspricht der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase = GOT)
sowie dem Vorhandensein einer NAFLD und deren histologischen Kennzeichen
(50, 51). In einer weiteren Studie zeigte sich ebenfalls ein schrittweiser Anstieg
der MPV-Werte von gesunden Patienten, Uber Patienten mit NAFL, hin zu
Patienten mit NASH (51).

Der Verlauf der NAFLD wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Zu diesen
zéhlen neben genetischen Einflissen und Umweltfaktoren auch der Lebensstil
der Betroffenen und das Vorliegen eines metabolischen Syndroms (52). Bereits
1999 fand eine Studie heraus, dass Ubergewicht, héheres Lebensalter, Diabetes
mellitus und ein De-Ritis-Quotient > 1 (berechnet aus ALT geteilt durch AST)
Pradiktoren fur einen schweren Krankheitsverlauf darstellen; im Sinne einer
ausgepréagten Inflammation und Fibrosierung der Leber im Rahmen einer NASH
(29, 53). Ebenso scheint sich Rauchen nachteilig auf den Krankheitsverlauf
auszuwirken (54). Zu genetischen Faktoren, die mit einer schlechteren Prognose
verbunden sind, zéhlen ein verbreiteter Polymorphismus (SOD2 C47T) im Gen
der Mangan-abhéngigen Superoxiddismutase (MnSOD), welche Zellen vor

oxidativem Stress schuitzt, sowie bestimmte Varianten des PNPLA3-Gens (36).

Umgekehrt kann jedoch auch die NAFL einen Risikofaktor flr andere
Erkrankungen darstellen. So wurde in einer Studie die NAFL als unabhéangiger
Risikofaktor fur die Entstehung eines Typ-2-Diabetes mellitus identifiziert (55)
und in einer weiteren Studie wurde festgestellt, dass eine komorbide NAFL die
Mortalitat von Patienten mit Diabetes mellitus steigert (56). Des Weiteren erhoht
eine NAFL das Risiko fur das Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen (CVD)
(57). In einer prospektiven Kohortenstudie waren sowohl Steatose als auch
erhohte Aminotransferase-Spiegel, unabhéngig von anderen Faktoren, mit der
koronaren Herzerkrankung (KHK) assoziiert (58). Die Pravalenz fur CVD unter
NAFLD-Patienten betragt einer Studie zufolge bei Mannern 26,6% und bei
Frauen 18,3% (12). Wesentlich hierfiir sind die Veranderungen des Lipidprofils

im Serum infolge der Erkrankung. So kommt es zu vermehrter hepatischer



19

Sekretion von very-low-density lipoprotein- (VLDL-) Partikeln, zu einem gestorten
Abbau triglyzeridreicher Lipoproteine, einer Vermehrung von low-density
lipoprotein- (LDL-) Cholesterin sowie einer Verminderung von HDL-Cholesterin,
wodurch atherosklerotische GefalRalterationen begunstigt werden (2, 35, 45).
Daruiber hinaus kommt es bei einer NAFL zur vermehrten Sekretion des
Hepatokins Fetuin-A, welches den Glucose- und Lipidstoffwechsel in
unvorteilhafter Weise beeinflusst und so zur Pathogenese von Diabetes mellitus
Typ 2 und kardiovaskularen Erkrankungen beitragt (59).

Ein weiterer wichtiger Faktor ist der Einfluss der NAFLD auf die Entstehung von
hepatozellularen Karzinomen: In einer Studie aus dem Jahr 2012 wurde speziell
der zirrhotische Krankheitsverlauf bei NASH als Risikofaktor fir die Entstehung
eines hepatozellularen Karzinoms beschrieben (60), wahrend jedoch in einer
anderen Studie bei ca. 40% der Patienten mit NAFL- bzw. NASH-assoziiertem
HCC keine Zirrhose nachgewiesen werden konnte (61). Zwischen 2,6% bis
12,8% der Patienten mit NASH-bedingter Zirrhose entwickeln pro Jahr ein HCC
(7). An der Karzinogenese des HCC scheinen &hnliche pathophysiologische

Vorgange wie bei der Progression der NAFL zur NASH beteiligt zu sein (62).

Insgesamt konnte der sonographisch diagnostizierten NAFL keine Erh6hung der
Gesamtmortalitéat zugeschrieben werden (63). Hingegen war das Vorliegen einer
fortgeschrittenen Fibrose im Rahmen einer NASH mit einer 69-prozentigen

Zunahme der Mortalitat — hauptsachlich kardiovaskular bedingt — verbunden (63).

1.1.6 Diagnostik der NAFL

In der konsensbasierten S2-Leitlinie der ,Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften® (AWMF) zu nicht-
alkoholischen Fettlebererkrankungen aus dem Jahr 2015 wird das diagnostische
Vorgehen bei Verdacht auf NAFL beschrieben. So soll, aufgrund der — auch
bereits in dieser Dissertation im Abschnitt ,Atiologie und Risikofaktoren der
NAFL® erlduterten — haufigen Komorbiditat mit dem metabolischen Syndrom, die
Diagnostik zundchst darauf abzielen (2). Hierzu gehort, neben nicht invasiven
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Untersuchungen wie der Bestimmung von BMI, Bauchumfang und Blutdruck,
auch die labordiagnostische Bestimmung von Nuchternblutzucker, Hamoglobin
Alc (HbAlc), Triglyzeriden sowie HDL- und LDL-Cholesterin (2). Zusatzlich
sollten die bei Erkrankungen der Leber ublichen Laboruntersuchen der
Transaminasen, y-Glutamyltransferase (y-GT), alkalischen Phosphatase (AP),
Laktatdehydrogenase (LDH), von Albumin, Bilirubin und der Gerinnungswerte

durchgefuhrt werden (64).

Zur weiterfihrenden Diagnostik kann als bildgebende Mal3nahme der ersten
Wabhl ein transabdomineller Ultraschall (US) erfolgen (65). Als Zeichen einer
Steatose gelten dabei eine erhthte Echogenitat des Leberparenchyms, ein
abgerundeter Leberunterrand sowie bei starkerer Auspragung auch eine dorsale
Schallabschwachung (2, 66). Fur die Detektion einer mafig- bis schwergradigen
Auspréagung der NAFL wurde fur die Methode der Sonographie in einer Meta-
Analyse eine Sensitivitat von 84,8% und eine Spezifitat von 93,6% ermittelt (67).
Nachteilig an der Sonographie ist jedoch eine ausgepragte Minderung der
Sensitivitat und Spezifitdt im Falle einer nur geringgradigen Auspragung der
Steatose oder einer vorliegenden Adipositas, weshalb per Ultraschall kein
Ausschluss einer NAFL moglich ist (2, 65).
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Abbildung 1: Beispielhafte, sonographische Aufnahmen der Leber im Vergleich:
Flankenschnitte rechts, gesunde Leber (A) und Steatosis hepatis (B); L = Leber, K =
Niere

(aus Lee, S. S. and S. H. Park (2014). "Radiologic evaluation of nonalcoholic fatty liver
disease." World J Gastroenterol 20(23): 7392-7402.; ©2014 Baishideng Publishing
Group Inc. All rights reserved; lizenziert nach der ,,CC BY-NC 4.0“Public License [URI:
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/legalcode])

Die Computertomographie (CT) kommt, aufgrund ihrer besseren Objektivitat im
Vergleich zur Sonographie, auch als bildgebende Diagnostik in Frage, weist
jedoch ebenfalls Schwachen bei der Detektion einer milden NAFL auf (2, 66).
Magnetresonanztomographie (MRT) und Magnetresonanzspektroskopie (MRS)
werden heutzutage als die genauesten Methoden zur Quantifizierung des
hepatischen Fettgehalts angesehen (66). So wurde in einer Studie aus dem Jahr
2010 fur die duale Gradienten-Echo MRT-Sequenz bei milder Steatose eine
Sensitivitat von 76,7% und eine Spezifitat von 87,1%, beziehungsweise bei
mafiggradiger Steatose eine Sensitivitat von 90,9% und eine Spezifitdt von 94%
bestimmt (68). In einer alteren Studie wurde der Protonen-MR-Spektroskopie
eine noch hohere Sensitivitdt fir die Diagnostik des Fettanteils der Leber
zugeschrieben als der MRT (69). Generell beruhen die MRT-Sequenzen zur
Bestimmung des Fettgehalts auf diversen Fettsuppressionstechniken oder
Methoden des ,chemical shift imaging“ (CSl) (2). Zur Differenzierung von NAFL
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und NASH kann womoglich Gadoxetat-haltiges MRT-Kontrastmittel verwendet
werden, welches sich in entziindetem und fibrosiertem Leberparenchym weniger
anreichert als bei einfacher Verfettung. Aufgrund bislang noch geringer
Fallzahlen bedarf es vor einer endglltigen Aussage jedoch einer
umfangreicheren  Untersuchung dieses Zusammenhangs (70). Zur
Unterscheidung von NAFL und NASH eignen sich ebenfalls die
ultraschallgestutzte Elastographie (,Fibroscan) sowie die Magnetresonanz-
elastographie (MRE), welche vor allem verwendet werden, um das Ausmal3 der

Fibrosierung bei der NASH zu bestimmen (66).

Als Goldstandard fur die Diagnostik der NAFL gilt bis heute die Leberbiopsie (66).
Sie ist von Noten, wenn eine NAFL mit gré3tmaoglicher Sicherheit von einer NASH
unterschieden werden muss, und ihre Anwendung wird fur diesen Zweck von der
Leitlinie empfohlen (2, 71). Die Verwendung des ,NAFLD activity score“ (NAS)
kann die Differenzierung zwischen NAFL und NASH unterstitzen (72).
Nichtsdestotrotz unterliegen Leberbiopsien der Gefahr eines Stichprobenfehlers,
der zu falsch negativen Ergebnissen fuhren, jedoch durch Entnahme groRRerer

Biopsien vermindert werden kann (73).

1.1.7 Differentialdiagnosen der NAFL

Einen weiteren wichtigen Teilbereich der NAFL-Diagnostik stellt der Ausschluss
anderer moglicher Ursachen der Steatose dar. Insbesondere empfohlen wird von
der Leitlinie hierbei der Ausschluss einer alkoholischen Fettleber (AFL), welche
ein Teil des Formenkreises der alkoholischen Lebererkrankung (ALD) ist (2). Die
Menge des taglichen Alkoholkonsums sollte zu diesem Zweck im
Anamnesegespréach erfragt und bei klinischen Studien zusatzlich entsprechende
Daten anhand eines validierten Fragebogens, wie zum Beispiel des ,Michigan
Alcoholism Screening Tests* (MAST), erfasst werden (74, 75). Wahrend in vielen
Quellen ab eines taglichen Alkoholkonsums von 20-40 g von einem kritischen
Konsum gesprochen wird (76, 77), empfehlen die Autoren der AWMF-Leitlinie als

Grenzwert zur Abgrenzung der nicht-alkoholischen von den alkoholischen
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Fettlebererkrankungen fir Frauen einen Wert von 10 g pro Tag und fir Manner
einen Wert von 20 g pro Tag (2). Diese Differentialdiagnostik kann durch die
Bestimmung von Carbohydrat-defizientem Transferrin (CDT), mittlerem
korpuskularen Volumen (MCV), der y-GT, dem De-Ritis Quotienten (= AST/ALT),
Ethylglucuronid (ETG) im Haar oder Urin sowie dem ALD/NAFLD-Index (ANI)
erganzt werden (2, 78, 79).

Doch neben einer alkoholischen Lebererkrankung sollten noch weitere
Differentialdiagnosen  ausgeschlossen  werden. Unter anderem die
Hamochromatose (2), wobei sich jedoch — wie bereits erwéhnt — bei etwa einem
Drittel der NAFL-Patienten ebenso wie bei der Himochromatose eine vermehrte
intrahepatische Eisenspeicherung findet (42). Zu den anderen Krankheiten oder
Zustanden, die ein der NAFL &hnliches klinisches und histologisches Bild
hervorrufen konnen, zahlen der Alpha-1-Antitrypsin-Mangel, die Gruppe der
Autoimmunhepatitiden, Hepatitis B (2), Hepatitis C (80), das humane
Immundefizienzvirus (HIV) (81), Zoliakie (82), parenterale Ernahrung (83),
starker Gewichtsverlust (84), Morbus Wilson (85), diverse
Fettstoffwechselstorungen (2, 86), eine Vielzahl an Medikamenten — als Auswahl
seien hier genannt: Amiodaron, Methotrexat, Valproat, Tamoxifen, Cisplatin,
Glucocorticoide, uvm. (87, 88) — sowie in der Schwangerschaft auch
Praeklampsie, HELLP-Syndrom (HELLP = haemolysis, elevated liver enzymes,

low platelet count) und die akute Schwangerschaftsfettleber (89).

1.1.8 Therapie der NAFL

Da die NAFL regelhaft durch Faktoren des metabolischen Syndroms bedingt ist,
empfiehlt sich ein &hnlicher kausaler, therapeutischer und prophylaktischer
Ansatz durch Lebensstiimodifikation (2). Neben regelméafiger korperlicher
Aktivitdt — besonders in Form von anaerobem Krafttraining - (18),
Gewichtsabnahme (90), einer geringen Zufuhr von Kohlenhydraten (22) und
Verzicht auf Zwischenmahlzeiten (23), kann sich auch eine mediterrane

Ernahrungsweise — speziell mit Olivenél — vorteilhaft auswirken (91). In einer
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Studie aus dem Jahr 2009 zeigte sich ab einem Gewichtsverlust von = 5% neben
einer Abnahme der Steatose auch eine Besserung der Insulinresistenz. Ab einem
Gewichtsverlust von = 9% konnte sogar ein Rickgang der histologischen Zeichen
einer Steatohepatitis registriert werden (92).

Da Patienten mit NAFL eine sehr gute Prognose hinsichtlich Mortalitat und
leberspezifischen Komplikationen aufweisen, sind den Leitlinien zufolge
medikamentdse Therapieansatze den Patienten mit NASH vorbehalten (2, 93).
Nichtsdestotrotz seien im Folgenden — ungeachtet ihrer Nebenwirkungen —
einige Medikamente und Medikamentengruppen genannt, die mit ihrer Wirkung
potenziell in der Lage sind, das Ausmal? der Steatose zu vermindern oder dabei
unterstitzend zu wirken (90): der Lipasehemmer Orlistat zur Gewichtsreduktion
(92), Thiazolidinedione bzw. Glitazone als Insulin-Sensitizer (94, 95), Statine als
Cholesterinsynthesehemmer (96), der Cholesterinaufnahmehemmer Ezetimib
(97), mehrfach ungesattigte Fettsauren wie beispielsweise Omega-3-Fettsduren
(98, 99) sowie Vitamin E als Vertreter der Antioxidantien gegen den

pathogenetisch relevanten oxidativen Stress (90).

Darlber hinaus gibt es mehrere Studien, die einen Zusammenhang zwischen
einer antithrombozytaren Therapie und einer Minderung histopathologischer
Veranderungen — wie Steatose, Inflammation und Fibrose — im Rahmen einer
NAFLD und anderer entzindlicher Lebererkrankungen beschreiben (40, 100,
101). Der Effekt wird der bedeutenden immunologischen Rolle zugeschrieben,
die die Thrombozyten bei entztindlichen Prozessen in der Leber einnehmen (39).
Ein therapeutischer Effekt wurde fir den Cyclooxygenase- (COX-) Hemmer
Acetylsalicylsaure (ASS), die P2Y12-Inhibitoren Clopidogrel und Ticlopidin sowie
insbesondere fir den Phosphodiesterase-3- (PDE-3-) Hemmer Cilostazol
nachgewiesen (40, 100). Zudem konnte retrospektiv bei M&nnern sowie
Patienten hoheren Alters eine Assoziation zwischen regelmalfiiger Aspirin®-
Einnahme (Wirkstoff: ASS) und verminderter Pravalenz einer NAFLD beobachtet
werden (102).
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1.2 Thrombozyten

Thrombozyten — oder auch Blutplattchen — sind kleine kernlose Zellen bzw.
Zellfragmente, die im Blut zirkulieren und in erster Linie fur die primare
Hamostase bei Verletzungen verantwortlich zeichnen (103), aber auch an
Chemotaxis, Gefal3funktionen und Inflammationsprozessen beteiligt sind (104).
Sie stammen von den im Knochenmark befindlichen, polyploiden
Megakaryozyten ab (103). Mit einem Durchmesser von 2-3 ym und einer
durchschnittlichen Lebensdauer von 5-9 Tagen befinden sich die Thrombozyten
zu ungeféhr zwei Dritteln im Blut und zu einem Dirittel in der Milz (105). Obwohl
der Richtwert fur die Thrombozytenkonzentration zwischen 150.000/pl und
450.000/pl liegt, treten relevante Blutungsereignisse bei Fehlen weiterer
Risikofaktoren tblicherweise erst ab Werten unter 5.000-10.000/pl auf (106).

1.2.1 Aufbau und Struktur der Thrombozyten

Wahrend sich Thrombozyten in einem inaktiven Zustand befinden, haben sie
eine diskoide Form und enthalten 3 verschiedene Arten sekretorischer Vesikel:
a-Granula, elektronendichte Granula (bzw. d-Granula) und Lysosomen (bzw. A-
Granula) (104). Die Plasmamembran besteht aus einer Lipid-Doppelschicht und
enthalt zahlreiche Oberflachenrezeptoren und Zelladhasionsmolekile (105). lhre
Oberflache wird durch ein Netzwerk kanalikularer Invaginationen vergrof3ert,
welches als ,offenes kanalikuldres System® (OCS) oder auch ,surface-connected
system* (SCS) bezeichnet wird (107). Dartiber hinaus enthalten Thrombozyten
auch ein intrazellulares Kanalsystem, das ,dichte tubulare System® (DTS),
welches keine Verbindung zur Zellmembran hat und bereits frih wahrend des

Aktivierungsprozesses der Thrombozyten Calcium freisetzt (108).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Zellbestandteile und des
intrazelluléaren Aufbaus von Thrombozyten: lichtmikroskopische
Ubersichtsaufnahme der Thrombozyten-produzierenden Megakaryozyten links-oben;
Schemazeichnung intrazellularer Aufbau der Thrombozyten rechts-unten

(Ubersetzt aus Zapata, J. C., D. Cox and M. S. Salvato (2014). "The role of platelets in
the pathogenesis of viral hemorrhagic fevers." PLoS Negl Trop Dis 8(6): €2858.; © 2014
Zapata et al; lizenziet nach der ,CC BY 4.0“Public License [URI:
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode])

Die a-Granula sind die gro3ten und zahlreichsten Granula (104) und enthalten
viele verschiedene Proteine, die nicht nur fir Hamostase und Thrombogenese
relevant sind, sondern auch fur Wundheilung, Angiogenese, Inflammation und
Tumorwachstum (110). Zu ihrem Inhalt zahlen groRe Polypeptide (z.B.
Plattchenfaktor 4 (PF4)), verschiedene Gerinnungsfaktoren und andere am
Gerinnungsvorgang  beteiligte  Proteine,  Zelladhasionsmolekiile  (z.B.
Fibronektin), membranstandige Proteine (z.B. P-Selektin, Glykoprotein- (GP-)

lIb/llla), Wachstumsfaktoren und Zytokine (z.B. vascular endothelial growth
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factor (VEGF), transforming growth factor-B (TGF-B)) sowie zahlreiche
Chemokine (104).

Die elektronendichten &-Granula sind die kleinsten Granula und enthalten neben
viel Calcium und Phosphat auch Adenin-Nukleotide und Serotonin (104, 111).
Sie sind vereinfacht gesagt fur die Rekrutierung und Aktivierung weiterer
Thrombozyten zustandig (112) und fuhren Uber die Ausschiittung von Serotonin

auch zu einer lokalen Vasokonstriktion (104).

Die Lysosomen enthalten vorwiegend Hydrolasen zum Ab- und Umbau eines
bestehenden Thrombozytenaggregates und der extrazellularen Matrix (104,
112).

1.2.2 Adhéasion der Thrombozyten

Die Adhéasion der Thrombozyten erfolgt typischerweise als Reaktion auf
Schadigungen der GefaBwand (105). Aufgrund der Verletzung der
Endothelschicht, kommen die Thrombozyten mit der darunter liegenden
subendothelialen Matrix in Kontakt, woraufhin der — sich an der Zellmembran der
Thrombozyten befindende — GPIb-1X-V-Komplex an kollagengebundenen von-
Willebrand-Faktor (vVWF) bindet (113). Dadurch werden die im Blutstrom
schwimmenden Thrombozyten ,abgebremst® und festere Bindungen an das
subendotheliale Gewebe ermdglicht (114). Diese werden durch Interaktionen von
GPVI und verschiedenen Integrinen mit subendothelialem Kollagen sowie unter
anderem Fibronektin und Laminin vermittelt (113, 115).

Beim von-Willebrand-Faktor handelt es sich um ein grof3es Glykoprotein, das in
den a-Granula der Thrombozyten, in den Weibel-Palade-Korperchen von
Endothelzellen, im Blutplasma und im subendothelialen Gewebe vorkommt (104,
114).
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1.2.3 Aktivierung der Thrombozyten

Zwei Signalwege fihren zur Aktivierung der Thrombozyten. Zum einen wird sie
vermittelt durch Bindung der entsprechenden Liganden an die oben erwahnten
GP-Rezeptoren (105), zum anderen durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren fir
Thrombin, Adenosindiphosphat (ADP), Thromboxan Az (TXA2), Noradrenalin und
Serotonin (104, 116). Beide Wege flihren tber die Aktivierung von Phospholipase
C zur Bildung von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3), welches schlief3lich zur
Freisetzung von Calcium-lonen (Ca?*) aus den intrazellularen Speichern wie dem
dichten tubulédren System fuhrt (108, 117). Die Erhdéhung des intrazellularen
Calcium-Spiegels bewirkt daraufhin einen zusatzlichen Einstrom von Ca?* durch
die Plasmamembran, dem sogenannten ,store-operated calcium entry® (117).
Zudem kann auch die agonistische Bindung von Adenosintriphosphat (ATP) an

den lonenkanalrezeptor P2X1 zu einem Calcium-Einstrom fihren (117, 118).

1.2.4 Aggregation der Thrombozyten

In Folge des Anstiegs der intrazellularen Calcium-Konzentration finden nun
mehrere Vorgange statt. Erstens fuhrt die Reorganisation des submembranaren
Zytoskeletts  durch  Aktinpolymerisation und  Phosphorylierung  von
Myosinfilamenten zur Bildung von Pseudopodien und einer Anderung der
diskoiden Form der Thrombozyten (119-121). Dieser Vorgang wird im englischen
Sprachgebrauch auch als ,shape change“ bezeichnet und fordert durch
OberflachenvergroRerung die ré&umliche Interaktion und Aggregation von
Thrombozyten (104).
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Abbildung 3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Thrombozyten wéahrend
verschiedener Phasen der Aktivierung: (A) inaktiver Thrombozyt mit diskoider Form;
(B) beginnender ,shape change“ mit Ausbildung von Pseudopodien und zentraler
Anordnung der Granula; (C) Thrombozytenaggregat mit ausgepragtem ,shape change®;
Balkenlange = 500 nm

(aus Rumbaut, R. E. and P. Thiagarajan (2010). Platelet-Vessel Wall Interactions in
Hemostasis and Thrombosis. San Rafael (CA).;
DOI: 10.4199/C00007ED1V01Y2010021SP004)

Zweitens lagern sich die Granula im Zentrum der Thrombozyten zusammen und
werden anschlieBend per Exozytose in das offene kanalikulare System
freigesetzt, wodurch ihr Inhalt an die Zelloberflache gelangt (122, 123). An dem
Sekretionsvorgang sind neben Elementen des Zytoskeletts auch SNARE-
Proteine und Lipide der Zellmembran beteiligt (SNARE = soluble N-

ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) (124).

Drittens wird die membranstandige Phospholipase A: aktiviert, welche
Arachidonsaure aus der Plasmamembran freisetzt, die dann schliel3lich Uber die
Cyclooxygenase-1 (COX-1) und die Thromboxan-Synthase zu Thromboxan A2
metabolisiert wird (104). Die Ausschittung von Thrombozyten-aktivierenden
Stoffen wie Thromboxan Az, ADP und Serotonin bildet einen positiven Feedback-
Mechanismus, wodurch weitere Thrombozyten aktiviert werden, welche die
Kaskade der Aggregation verstarken (105). Thromboxan Az wirkt zudem auch als
Vasokonstriktor (125).
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Viertens fuhrt die Aktivierung der Thrombozyten zu einer Konformationsanderung
des GPIIb/llla-Rezeptors (wird auch als Integrin allbB3 bezeichnet), der sich
bereits in inaktiven Thrombozyten Uberwiegend an der Zellmembran befindet
(126). Durch die Konformationsanderung wird der Rezeptor in einen hohen
Affinitatszustand Uberfihrt und erlangt so die Fahigkeit, im Plasma befindliches
Fibrinogen mit hoher Affinitat zu binden (126, 127). Dabei kommt es in der Folge
dann zur Aggregation mehrerer Thrombozyten, wenn die divalenten Fibrinogen-
Moleklle an die GPllb/llla-Rezeptoren zweier unterschiedlicher Thrombozyten
binden (116). Insbesondere bei hohen Scherkéaften kommt auch der Bindung von
VWF an die GPIb- und GPIlIb/llla-Rezeptoren eine essenzielle Bedeutung fir die

Aktivierung und Aggegation von Thrombozyten zu (128).

Dieses relativ instabile thrombozytare Aggregat stellt das Korrelat der priméren
Hamostase dar und wird auch als ,weil3er Thrombus® bezeichnet (105). Im Zuge
der Aktivierung der Thrombozyten wandern zudem negativ geladene
Phospholipide in die aufRere Lipidschicht der Plasmamembran, wo sie als
Katalysatoren fiur die Gerinnungskaskade dienen, welche in der Bildung eines
,roten Thrombus® endet (104). Hierbei féllt als Zwischenprodukt auch Thrombin
an, welches wiederum als potenter Aktivator der Thrombozyten einen positiven
Feedback-Mechanismus auslost (105). Bei der Thrombogenese kommt auch der

Kontraktion von Thrombozyten eine wichtige Rolle zu (129).

1.2.5 Antithrombozytare Therapie

In Europa erhalt eine zunehmende Anzahl von Patienten eine duale
antithrombozytare Therapie (DAPT; von engl.: dual antiplatelet therapy),
bestehend aus der Gabe von Acetylsalicylsaure (Aspirin®; ASS) und einem
oralen Inhibitor des P2Y12-Rezeptors flr ADP (130).

ASS fuhrt Gber eine O-Acetylierung eines Serin-Bausteins zur irreversiblen
Hemmung der Cyclooxygenase-Aktivitat der Prostaglandin-H-Synthase, welche

auch als Cyclooxygenase-1 (COX1) bezeichnet wird (131). Hierdurch kann tber
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weitere Zwischenschritte weniger Thromboxan A2 gebildet werden, wodurch es

zur Verminderung der Aktivierung von Thrombozyten kommt (105, 131).

Bei den Inhibitoren des P2Y12-Rezeptors stehen verschiedene Wirkstoffe zur
Verfugung: Ticlopidin, Clopidogrel und Prasugrel, welche zunachst einer
Cytochrom-P450-abhangigen Aktivierung in der Leber bedirfen, sowie
Ticagrelor und Cangrelor, welche direkt wirken kénnen und keine weitere
Aktivierung mehr bendtigen (132). Cangrelor ist zudem als einziger P2Y12-
Inhibitor in intravendser Darreichungsform verfigbar (132). Ticlopidin,
Clopidogrel und Prasugrel gehoren der Stoffgruppe der Thienopyridine an und
vermitteln durch kovalente Bindung an den P2Y12-Rezeptor eine irreversible
Hemmung desselbigen und damit eine verminderte Adenylatzyklase-Aktivitat
sowie folglich eine geringere Aktivierung des GP-llb/llla-Rezeptors (131, 133).
Bei Ticagrelor und Cangrelor handelt es sich um schneller wirkende, direkte
Inhibitoren des P2Y12-Rezeptors, die Uber eine Konformationsanderung zu einer
reversiblen Hemmung des Rezeptors fuhren (132, 133). Welche der P2Y12-
Inhibitoren in welchen Fallen verwendet werden sollten wird tabellarisch anhand
der Leitlinien der ,European Society of Cardiology“ (ESC) in der Tabelle auf der
folgenden Seite zusammengefasst (130).

Nach einer perkutanen Koronarintervention (PCI) wird im Allgemeinen fur die
DAPT eine Dauer von mindestens 12 Monaten empfohlen, gefolgt von einer
lebenslangen Erhaltungstherapie mit ASS 100 mg/d (132). Bei besonderen
Risikokonstellationen kann auch eine Verlangerung der DAPT Uber 12 Monate
hinaus erwogen werden; bei erhéhtem Blutungsrisiko jedoch auch auf eine Dauer

von mindestens 6 Monaten verklrzt werden (132).

Des Weiteren existieren mit Abciximab, Eptifibatid und Tirofiban auch direkte GP-
lIb/1lla-Inhibitoren (132).
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Tabelle 1: Ubersichtsdarstellung der Empfehlungen der ESC-Leitlinien (Stand
2017) zur Auswahl von Wirkstoff und Dosierung der P2Y12-Inhibition, aufgeteilt
nach Indikation, jeweils in Kombination mit ASS

erstmals verwendete Abkirzungen: akutes Koronarsyndrom (ACS), ST-Hebungs-
Myokardinfarkt (STEMI)

(frei modifiziert nach: ,Valgimigli, M., H. Bueno, R. A. Byrne, J. P. Collet, F. Costa, A.
Jeppsson, P. Juni, A. Kastrati, P. Kolh, L. Mauri, G. Montalescot, F. J. Neumann, M.
Petricevic, M. Roffi, P. G. Steg, S. Windecker, J. L. Zamorano, G. N. Levine, E. S. C. S.
D. Group, E. S. C. C. f. P. Guidelines and E. S. C. N. C. Societies (2018). "2017 ESC
focused update on dual antiplatelet therapy in coronary artery disease developed in
collaboration with EACTS: The Task Force for dual antiplatelet therapy in coronary artery
disease of the European Society of Cardiology (ESC) and of the European Association
for Cardio-Thoracic Surgery (EACTS)." Eur Heart J 39(3): 213-260.”)

Indikation Medikation
Ticagrelor
Patienten mit ACS (180 mg loading dose, 90 mg 2x/d)
+ ASS
Prasugrel
Patienten mit ACS und PCI (60 mg loading dose, 10 mg/d)
+ ASS
Patienten mit stabiler KHK und Clopidogrel
koronarer Stentimplantation (600 mg loading dose, 75 mg/d)
+ ASS
Patienten mit ACS und Clopidogrel
Kontraindikationen fir Ticagrelor (600 mg loading dose, 75 mg/d)
oder Prasugrel + ASS
Patienten mit STEMI und Clopidogrel
Thrombolyse (300 mg loading dose falls < 75 Jahre, 75 mg/d)
+ ASS
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1.3 Thrombozytare Biomarker

Bei Biomarkern handelt es sich laut Definition um ,biologische Merkmale, welche
objektiv gemessen und als Indikatoren fir normale biologische Prozesse,
pathologische Prozesse oder pharmakologische Reaktionen auf eine

therapeutische Intervention beurteilt werden konnen® (134).

1.3.1 Chemokine und Chemokinrezeptoren

Chemokine sind kleine basische Molekile, die an membranstéandige G-Protein-
gekoppelte Chemokinrezeptoren mit 7 Transmembrandromanen binden (135).
Sie werden abhangig von der Struktur ihres N-terminalen Endes in 4 Familien
eingeteilt: CC, CXC, C und CX3C. Chemokine der CC- und CXC-Familien sind
dabei am haufigsten (136). Die Chemokinrezeptoren werden entsprechend ihrer
zugehorigen Chemokinfamilie klassifiziert (136). Im Jahr 2009 waren bereits
ungefahr 50  verschiedene = Chemokine und 20  verschiedene
Chemokinrezeptoren bekannt, wobei oftmals ein Chemokin an unterschiedliche
Rezeptoren und unterschiedliche Chemokine an denselben Rezeptor binden
kénnen. Nichtsdestotrotz kommen auch sehr spezifische Ligand-Rezeptor-

Paarungen vor (137).

Chemokine und ihre Rezeptoren spielen nicht nur eine Rolle bei der Aktivierung
und Rekrutierung von Leukozyten im Rahmen von Entzindungsreaktionen,
sondern daruiber hinaus auch bei der Tumorprogression durch Beeinflussung von
Angiogenese, Invasion und Metastasierung (138, 139) sowie der Organogenese
(140). Ebenfalls dienen sie als Kofaktoren fir die HIV-Infektion sowie als

Wachstums- und Differenzierungsfaktoren fir B- und T-Lymphozyten (139).

1.3.2 SDF-1

Der ,stromal-cell derived factor 1“ (SDF-1) bzw. das ,,CXC-Motiv-Chemokin 12°

(CXCL12) ist ein Chemokin aus der CXC-Familie, welches priméar die Migration
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von Zellen reguliert (141), dariiber hinaus jedoch neben der Proliferation von B-
Zell-Vorlaufern auch die Myelopoese im Knochenmark fordert (142). Ebenfalls
steuert es die Rekrutierung und Differenzierung von hamatopoetischen CD34"-
Stammzellen (143) und spielt eine Rolle in der Entwicklung des zentralen
Nervensystems (144) und des Herzens sowie im Rahmen von Tumorentstehung
und Angiogenese (145, 146). Bei Entziindungsvorgédngen oder anders gearteten
Gewebeschadigungen stellt SDF-1 einen wichtigen Baustein in der Regulation
von Reparaturvorgangen dar (147) und wird beispielsweise nicht nur von
aktivierten Thrombozyten sezerniert (148), sondern auch an deren Oberflache
exprimiert, wodurch es die Adhasion von Stammzellen an Thrombozyten fordert
und vermittelt (148, 149).

Die Ausschittung von SDF-1 kann durch verschiedene Faktoren beeinflusst
werden. Obwohl die Expression von SDF-1 an der Oberflache von Thrombozyten
in ischamischen Geweben hochreguliert wird (150), konnte beispielsweise in
einer Studie gezeigt werden, dass Patienten mit STEMI oder Hyperlipidamie im
Plasma signifikant niedrigere SDF-1-Spiegel aufwiesen als Patienten mit stabiler
Angina pectoris oder Nicht-ST-Hebungs-Myokardinfarkt (NSTEMI) (151).

SDF-1 ist ein spezifischer Ligand der CXC-Motiv-Chemokinrezeptoren 4 und 7
(CXCR4 und CXCRY7) (141).

1.3.3 CXCR4

Lange Zeit galt CXCR4 als einziger Rezeptor fur SDF-1 (146). Endothelzellen
exprimieren bereits in ruhendem Zustand CXCR4, wobei der Interaktion von
CXCR4 mit seinem spezifischen Liganden SDF-1 eine grol3e Bedeutung in der
Induktion von Chemotaxis — durch Vermittlung der Migration von Leukozyten und
hamatopoetischen Stammzellen - sowie wahrend Angiogenese und
Umbauprozessen der GefalBwand zukommt (140, 152). CXCR4 wird dartber
hinaus nicht nur von einer Vielzahl an Zellen des Immunsystems und des
Nervensystems exprimiert, sondern findet sich auch an der Oberflache von

Megakaryozyten und Thrombozyten (140, 153). Hierbei zeigte sich jedoch in
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einer Studie, dass Thrombozyten weniger sensitiv auf SDF-1 reagierten als ihre
Vorlauferzellen (153). In einer anderen Studie an Patienten mit symptomatischer
KHK und Indikation zur PCI wurde herausgearbeitet, dass eine geringere
Expression von CXCR4 an der Oberflache von Thrombozyten signifikant mit
einer hoheren Mortalitat oder dem Auftreten eines Myokardinfarkts assoziiert ist
(149).

Uber CXCR4 kann dariiber hinaus auch die Expression von CXCR7 reguliert
werden (154). CXCR4 kommt zudem als Ko-Rezeptor in der Pathogenese von
HIV eine entscheidende Rolle zu (144, 155).

1.3.4 CXCR7

Im Jahr 2005 wurde in einer Studie herausgefunden, dass SDF-1 seine Wirkung
nicht nur allein Gber CXCR4 vermittelt, sondern auch Uber einen weiteren
spezifischen Rezeptor: CXCR7 (156). Diverse Studien zeigten jedoch konkret
beispielsweise bei akutem Nierenversagen oder zerebralen Infarkten, dass
CXCR4 und CXCRY7 trotz gleichem Liganden oftmals verschiedenartige Effekte
vermitteln und je nach Zelltyp in divergenter Haufigkeit exprimiert werden (157,
158). CXCR7 wird an der Oberflache einer ganzen Reihe von Zellen exprimiert,
dazu zahlen aktivierte Endothelzellen, fetale Hepatozyten, die B-Zellen des
Pankreas und viele Tumorzelllinien (145, 159), aber auch Thrombozyten (150).
Aktivierung von CXCR7 fuhrt zu verstarkter Zelladhasion sowie vermittelt
Wachstum und langeres Uberleben von Zellen (145, 154), weshalb es bei der
Entstehung von Tumoren eine entscheidende Rolle spielt (160). Uber Interleukin-
8 (IL-8) und VEGF fordert CXCR7 die Angiogenese in Tumoren (154). Der SDF-
1/CXCR4/CXCR7-Achse kommt daher auch eine wichtige Rolle als mdgliches
therapeutisches Ziel in der Therapie von Tumoren zu (141). CXCR7 dient ebenso
wie CXCR4 zudem als Ko-Rezeptor fur das HI-Virus (156).

In Bezug auf Thrombozyten konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die
Expression von CXCR4 und CXCR7 an der Zellmembran sowohl miteinander als
auch mit dem Uberleben von Thrombozyten und einer Verbesserung der
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linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) nach stattgehabtem STEMI
signifikant positiv korrelierte (147), wobei letztere Korrelation insbesondere fir
CXCR7 nachgewiesen werden konnte (147, 150). Eine weitere Kohortenstudie
an Patienten mit KHK und ACS ergab, dass sowohl CXCR4 als auch CXCR7 bei
Patienten mit KHK — im Vergleich zu einem gesunden Kollektiv — vermehrt an der
Oberflache der Thrombozyten exprimiert wurden, wahrend fir CXCR7 zusatzlich
eine signifikant starkere Expression bei Patienten mit ACS im Vergleich zu
Patienten mit KHK aufgezeigt werden konnte (150). Somit mehren sich die
Hinweise, dass der SDF-1/CXCR4/CXCR7-Achse eine wichtige Funktion in
Bezug auf die Regulation von Regenerationsvorgangen nach kardialen
Schadigungen und mdglicherweise auch dartuber hinaus zukommt (147, 150,
161).

1.3.5 HMGB1

Bei ,high-mobility group protein B1“ oder auch ,high-mobility group box 1°
(HMGB1) handelt es sich um ein ubiquitar vorkommendes nukleares Protein,
welches Uber eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems zur
inflammatorischen Reaktion auf infektibse und nicht-infektiose schadigende
Faktoren beitragt (162, 163). Freigesetzt werden kann es dabei entweder durch
Stimulation des Immunsystems im Rahmen einer entziindlichen Reaktion oder
auch als Folge von Zellschadigungen, wie z.B. bei Ischamien (162). Daher wird
es auch als ,damage- / danger-associated molecular pattern“- (DAMP-) Molekl
bezeichnet (163). Des Weiteren setzen Thrombozyten nach Aktivierung ebenfalls
HMGB1 frei (164), welches unter anderem einen wesentlichen Beitrag zur
Thrombogenese leistet (165). So fordert es nicht nur die Aktivierung von
Thrombozyten, sondern auch die Sekretion der Granula und die Adhasion an
GefaBwande (165). Weiterhin fihrt es zur Inhibierung der Migration von
mesenchymalen Stammzellen (164) sowie zur Rekrutierung von Monozyten tber
den ,receptor for advanced glycation end products® (RAGE) und verhindert
zudem deren Apoptose uber den ,toll-like receptor 4 (TLR4) (166).
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1.3.6 P-Selektin (= CD62p)

P-Selektin bzw. CD62p ist ein membranstandiges Zelladhasionsmolekul, das vor
allem in den thrombozytaren a-Granula vorkommt, aber auch in den
elektronendichten Granula der Thrombozyten (167) sowie in den Weibel-Palade-
Korperchen der Endothelzellen nachgewiesen werden konnte (168). Aufgrund
seines vermehrten Vorkommens an der Zelloberflache von Thrombozyten im
Zuge deren Aktivierung, kann es als Marker hierfir dienen und mittels
Durchflusszytometrie oder einem ,enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA)
quantifiziert werden (169). Seine Wirkung Ubt P-Selektin Uber Bindung an
Liganden — genannt seien ,P-selectin glycoprotein ligand-1“ (PSGL-1) (168),
GPIba (170) und Sulfatide (171) — an der Oberflache von anderen Thrombozyten,
Leukozyten und Endothelzellen aus (168, 172). So foérdert es nicht nur durch
Stabilisierung der Fibrinogen-GPlIb/llla-Bindungen das Wachstum der
Thrombozyten-Aggregate oder vermittelt das ,Rollen” von Leukozyten entlang
eines aktivierten Endothels, sondern tragt auch, aufgrund der Bildung von
Aggregaten aus Thrombozyten und Leukozyten, zu einer Ausschittung von
Zytokinen und einem prothrombotischen Zustand bei (168, 173). CD62p
vermittelt ebenfalls die Adhasion von Stammzellen an aktivierte Thombozyten
und spielt somit eine wesentliche Rolle wahrend Reparaturvorgdngen und
Remodeling (148).

1.3.7 TGF-l

Bei TGF- handelt es sich um eine Gruppe von Zytokinen, welche in 3 Isoformen
unterteilt werden: TGF-B1, TGF-B2 und TGF-B3 (174). Die haufigste Isoform
TGF-B1 wird nahezu ubiquitar von einer Vielzahl an Zellen gebildet (174). Es
vermittelt seine Wirkungen uber die Bindung an Rezeptor-Serin/Threonin-
Kinasen an der Oberflache der Zielzellen (175). TGF-B1 Ubernimmt unter
anderem wichtige Funktionen bei der Regulierung von Zellproliferation, -
wachstum und -differenzierung sowie Entzindungsprozessen (174). Des

Weiteren ist es auch an der Bildung der extrazellularen Matrix beteiligt und stellt
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damit einen wesentlichen Faktor fur Vorgange wie Wundheilung und
Fibrosierung dar (175). So spielt es beispielsweise nicht nur bei der
Pathophysiologie und Prognose des Myokardinfarkts eine wesentliche Rolle
(176, 177), sondern auch in der Genese der NAFLD. Dies gilt fir den gesamten
Verlauf vom Beginn als einfache Inflammation und Fibrose bis hin zu Zirrhose
und HCC (178). TGF-B1 wird auch an der Oberflache von Thrombozyten
exprimiert und weist Assoziationen zur SDF-1/CXCR4/CXCR7-Achse auf (179).
So fluhrte in einer Studie die SDF-1-abhéngige Stimulation von CXCR4- und
CXCRT7-Rezeptoren zu einer vermehrten Expression von TGF-B1 an der
Oberflache von Thrombozyten, wéhrend hingegen umgekehrt eine Stimulation
mit TGF-B1 keine vermehrte Expression von SDF-1, CXCR4 oder CXCR7 zur
Folge hatte (179).
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1.4 Fragestellung / Ziele

Die nicht-alkoholische Steatosis hepatis und die koronare Herzerkrankung
besitzen gemeinsame Risikofaktoren, von welchen allen voran die Faktoren des

metabolischen Syndroms zu nennen sind (15, 180).

Des Weiteren ist bereits bekannt, dass Thrombozyten bei der Entstehung und
Progression der Steatosis hepatis eine pathogenetisch relevante Rolle spielen
(39).

Verschiedene Studien zeigten zudem, dass die in dieser Studie untersuchten
thrombozytaren Biomarker mit der Prognose von Patienten mit einer
symptomatischen KHK assoziiert sind (147, 149, 150, 177).

Daraus abgeleitet ergab sich als Ziel dieser Dissertation die Untersuchung und
Bestimmung der Expression verschiedener thrombozytérer Biomarker in einem

gut charakterisierten Patientenkollektiv mit nicht-alkoholischer Steatosis hepatis.
Wesentliche Fragestellungen hierbei waren:

- Sind thrombozytare Biomarker mit dem Auspragungsgrad der nicht-
alkoholischen Steatosis hepatis assoziiert?

- Korrelieren thrombozytare Biomarker mit dem Verlauf der nicht-
alkoholischen Steatosis hepatis?

- Wie ist der zeitliche Verlauf der Expression von thrombozytaren
Biomarkern mit dem zeitlichen Verlauf der nicht-alkoholischen Steatosis

hepatis assoziiert?
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2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv, Studienaufbau und Studienprotokoll

Diese prospektive, monozentrische Studie wurde von Mai 2016 bis Januar 2018
in den Abteilungen fur Innere Medizin Il und Innere Medizin VIII sowie der
Abteilung fur Radiologie des Universitatsklinikums Tubingen durchgefihrt. Die
Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat des
Universitatsklinikums Tubingen genehmigt (Projektnummer 587/2016B0O2) und
folgt den Grundregeln der Deklaration von Helsinki und der guten
wissenschaftlichen Praxis (181). Es wurden 30 Patienten in die Studie

aufgenommen, welche alle ihr schriftliches Einverstandnis erklarten.

Zu den Einschlusskriterien zéhlten ein Alter von 18 bis 80 Jahren, eine
symptomatische KHK oder ein ACS in der Vorgeschichte sowie ein Diabetes
mellitus Typ 2 und/oder ein BMI = 30 kg/m? als Risikofaktoren fir eine NAFL.

Ausgeschlossen wurden Patienten mit alkoholischer Steatohepatitis (ASH),
autoimmun bedingter Hepatitis, Hamochromatose, Morbus Wilson, Alpha-1-
Antitrypsin-Mangel sowie viral bedingten Hepatitiden mit den Erregern Hepatitis
A, B, C, D und E sowie dem Epstein-Barr-Virus (EBV) und dem Zytomegalievirus
(CMV). Zu diesem Zweck wurden bei jedem Patienten ein fur die
Studienteilnahme nicht verpflichtender ,Michigan Alcoholism Screening Test*
(MAST) durchgefihrt sowie einmalig initial die auf die genannten
Ausschlusskriterien  hinweisenden  Laborparameter erhoben. Ebenfalls
ausgeschlossen wurden Patienten, die bereits eine antithrombozytare Therapie

als Dauermedikation erhielten.

Nach Durchfihrung einer medizinisch indizierten perkutanen
Koronarangiographie wurden die Patienten innerhalb von maximal 4 Wochen der
Studie zugefuhrt und abhangig von der, je nach Befund, auf die Intervention

folgenden antithrombozytdren Therapie in 3 Arme aufgeteilt, welche alle die
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gleichen Untersuchungen erhielten. Ein Arm bildete die Kontrollgruppe, die keine
antithromboyztare Therapie erhielt. Die beiden anderen Arme wurden durch
Patienten mit ASS in Monotherapie beziehungsweise dualer antithrombozytérer
Therapie mit ASS und einem P2Y12-Inhibitor tber eine Dauer von mindestens 6

Monaten gebildet.

Die Basis- sowie die ca. 6 Monate spéter stattfindenden Folgeuntersuchungen
umfassten die Entnahme von insgesamt 80 ml peripher-venésem Blut fur die
Multiplate-Impedanzaggregometrie, ein durchflusszytometrisches FACS-Profil
(,fluorescence-activated cell sorting“) der thrombozytaren Biomarker SDF-1,
CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p, und TGF-B1, ein kleines Blutbild sowie die
Bestimmung der gebréauchlichen Leber-, Gerinnungs- und Blutfettwerte. Ebenso
wurden Serum- und Plasmaproben fur zukinftige Untersuchungen konserviert.
Zusatzlich kam bei der Basisuntersuchung die oben genannte
Ausschlussdiagnostik hinzu. Des Weiteren wurden sowohl bei der Basis- als
auch der Folgeuntersuchung eine Sonographie und eine MRT-Bildgebung der

Leber durchgefihrt.

Fur die vorliegende Dissertation spielten als Teilbereich der Studie die
Untersuchung der Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-31 per
FACS sowie die Ergebnisse der MRT-Bildgebung eine Rolle. Hierfir wurden die
Patienten nach Ab- und Zunahme der magnetresonanztomographisch
gemessenen Lebervolumina und Leberfettgehalte sowie entsprechend des
Erhaltens oder Nichterhaltens einer antithrombozytéren Therapie in jeweils zwei
Gruppen eingeteilt und anhand der Expression der genannten Biomarker
miteinander verglichen. Von den 30 in die Studie aufgenommen Patienten
wurden schlief3lich 25 in die Auswertung genommen. Die Grunde hierfur waren,
dass bei drei der Patienten die MRT-Untersuchungen nicht korrekt durchgefuhrt
werden konnten oder vorzeitig abgebrochen werden mussten sowie bei jeweils
einem weiteren Patienten eine akute Lebererkrankung diagnostiziert wurde bzw.
die Leberschadigung retrospektiv auf die Einnahme von Methotrexat

zurtckgefuhrt werden konnte.
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Patienten mit Indikation zur elektiven Koronarangiographie
+ Diabetes mellitus Typ Il und/oder BMI > 30 kg/m?

Basisuntersuchungen: Ausschlussdiagnostik, kleines Blutbild,
Leber-, Gerinnungs- und Blutfettwerte, FACS-Profil der Biomarker,
Multiplate-Impedanzaggregometrie, Sonographie, MRT

antithrombozytare Therapie je nhach koronarangiographischem Befund

keine antithrombozytére ASS 100 mg/d ASS 100 mg/d +
Therapie Clopidogrel 75 mg/d

nach 6 Monaten

Folgeuntersuchungen: Inhalt siehe Basisuntersuchungen,
ohne Ausschlussdiagnostik

Primarer Endpunkt: Reduktion des
Steatosegrades und des
Lebervolumens gemessen durch MRT

Abbildung 4: Flussdiagramm des Studiendesigns mit Einschlusskriterien und
definiertem Endpunkt sowie diagnostischem Vorgehen und Aufteilung in
therapeutische Gruppen im Rahmen der Studie
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2.1.1 Basischarakteristika des Patientenkollektivs

Tabelle 2: Ubersichtsdarstellung der Basischarakteristika des Patientenkollektivs,
getrennt nach der Entwicklung des Lebervolumens im 6-monatigen Verlauf: mit
Angabe der p-Werte (p < 0,05 fett markiert)) MW = Mittelwert, SD =
Standardabweichung, n = Anzahl der Patienten

Alle Abnahme Zunahme
Patienten Lebervolumen Lebervolumen p-Wert
(n = 25) (n = 16) (n=8)
Alter in Jahren 57,52 55,63 61,00 0,239
(MW + SD) (x 10,16) (+ 8,82) (x12,83)
weiblich n=5 n=3 n=2 0,722
(20 %) (18,8 %) (25 %)
mannlich n=20 n=13 n==6 0,722
(80 %) (81,3 %) (75 %)
Arterielle n=18 n=11 n==6 0,751
Hypertension (72 %) (68,8 %) (75 %)
Hyperlipidamie n=15 n=28 n==6 0,242
(60 %) (50 %) (75 %)
Diabetes mellitus n==6 n=2 n=3 0,155
Typ Il (24 %) (12,5 %) (37,5%)
BMI n=22 n=15 n==6 0,190
> 30 kg/m?2 (88 %) (93,8 %) (75 %)
Raucher/-in n=7 n=5 n=1 0,317
(28 %) (31,3 %) (16,7 %)
Dauermedikation n=15 n=10 n=4 0,435
mit Statinen (60 %) (66,7 %) (50 %)
LVEF [%] 57,80 58,44 57,50 0,721
(MW + SD) (£ 5,97) (x5,39) (x7,07)
MAST-Score 1,16 1,13 1,38 0,851
(MW + SD) (x2,91) (x 3,46) (x1,77)
GOT [u/] 26,36 24,06 29,50 0,273
(MW * SD) (+11,27) (+ 8,57) (+ 15,34)
GPT [U/] 33,52 32,35 36,63 0,615
(MW £ SD) (x 19,08) (= 12,05) (x 30,31)
y-GT [U/] 57,44 68,06 37,63 0,425
(MW + SD) (+ 84,05) (= 104,00) (x17,82)
AP [U/] 79,52 83,88 73,50 0,346
(MW * SD) (+ 24,74) (+ 25,87) (+ 22,64)
Gesamtcholesterin 175,56 172,40 180,83 0,684
[mg/dl] (+ 38,25) ( 35,96) (+ 44,83)
(MW + SD)
HDL [mg/dl] 44,69 41,90 49,33 0,320
(MW + SD) (= 14,00) (+ 13,00) (x 15,57)
LDL [mg/dl] 113,06 113,10 113,00 0,996
(MW £ SD) (+ 33,58) (+ 33,23) (+ 37,34)




Triglyzeride [mg/dl] 199,69 227,30 153,67 0,434
(MW + SD) (x 174,84) (+214,18) (£ 71,20)
Thrombozytenzahl 222,04 227,50 212,38 0,618
[Tausend/ul] (x 66,51) (x 78,94) (+ 40,29)
(MW + SD)

Tabelle 3: Ubersichtsdarstellung der Basischarakteristika des Patientenkollektivs,
getrennt nach der Entwicklung des Leberfettgehalts im 6-monatigen Verlauf: mit

Angabe der p-Werte (p < 0,05 fett markiert)) MW = Mittelwert, SD
Standardabweichung, n = Anzahl der Patienten
Alle Abnahme Zunahme
Patienten Leberfettgehalt | Leberfettgehalt p-Wert
(n = 25) (n =11) (n=12)
Alter in Jahren 57,52 54,45 60,00 0,217
(MW + SD) (+ 10,16) (x7,52) (x12,52)
weiblich n=5 n=2 n=3 0,692
(20 %) (18,2 %) (25 %)
mannlich n=20 n=9 n=9 0,692
(80 %) (81,8 %) (75 %)
Arterielle n=18 n=7 n=9 0,554
Hypertension (72 %) (63,6 %) (75 %)
Hyperlipidamie n=15 n=8 n==6 0,265
(60 %) (72,7 %) (50 %)
Diabetes mellitus n==6 n=2 n=4 0,408
Typ Il (24 %) (18,2 %) (33,3 %)
BMI n=22 n=11 n=9 0,075
> 30 kg/m?2 (88 %) (100 %) (75 %)
Raucher/-in n=7 n=3 n=4 0,752
(28 %) (27,3 %) (33,3 %)
Dauermedikation n=15 n=10 n=4 0,008
mit Statinen (60 %) (90,9 %) (36,4 %)
LVEF [%] 57,80 58,18 57,08 0,673
(MW + SD) (£ 5,97) (= 3,37) (x8,11)
MAST-Score 1,16 0,64 1,83 0,354
(MW + SD) (x2,91) (x1,50) (x3,93)
GOT [U/1] 26,36 28,45 25,00 0,493
(MW + SD) (x11,27) (+ 14,03) (+9,46)
GPT [U/] 33,52 31,55 35,08 0,680
(MW + SD) (£ 19,08) (+ 11,65) (x 25,75)
y-GT [U/] 57,44 40,36 67,00 0,475
(MW + SD) (+ 84,05) (£ 19,63) (£ 119,85)
AP [U/] 79,52 71,64 89,58 0,086
(MW + SD) (£ 24,74) (x11,70) (x31,39)
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Gesamtcholesterin 175,56 195,75 172,55 0,304
[mg/dl] (+ 38,25) (£ 23,23) (£ 40,42)
(MW % SD)
HDL [mg/dl] 44,69 40,25 47,55 0,392
(MW + SD) (+ 14,00) (+ 16,74) (= 13,20)
LDL [mg/dl] 113,06 135,00 108,18 0,179
(MW + SD) (+ 33,58) (£ 29,33) (x 33,14)
Triglyzeride [mg/dl] 199,69 293,25 168,82 0,526
(MW + SD) (x 174,84) (+ 346,00) (= 72,60)
Thrombozytenzahl 222,04 243,00 215,17 0,319
[Tausend/ul] (x 66,51) (+ 81,88) ( 45,28)
(MW + SD)

Tabelle 4: Ubersichtsdarstellung der Basischarakteristika des Patientenkollektivs,
getrennt nach Erhalten oder Nichterhalten einer Antiaggregation im 6-monatigen
Verlauf: mit Angabe der p-Werte (p < 0,05 fett markiert); MW = Mittelwert, SD =
Standardabweichung, n = Anzahl der Patienten

Alle Ohne Mit
Patienten Antiaggregation | Antiaggregation | p-Wert
(n = 25) (n =11) (n=14)
Alter in Jahren 57,52 59,45 56,00 0,410
(MW £ SD) (x 10,16) (x11,17) (x9,44)
weiblich n=>5 n=4 n=1 0,070
(20 %) (36,4 %) (7,1 %)
mannlich n=20 n=7 n=13 0,070
(80 %) (63,6 %) (92,9 %)
Arterielle n=18 n=7 n=11 0,409
Hypertension (72 %) (63,6 %) (78,6 %)
Hyperlipidamie n=15 n=5 n=10 0,188
(60 %) (45,5 %) (71,4 %)
Diabetes mellitus n==6 n=3 n=3 0,734
Typ Il (24 %) (27,3 %) (21,4 %)
BMI n=22 n=38 n=14 0,037
> 30 kg/m?2 (88 %) (72,7 %) (100 %)
Raucher/-in n=7 n=1 n==6 0,062
(28 %) (9,1 %) (42,9 %)
Dauermedikation n=15 n=3 n=12 0,005
mit Statinen (60 %) (30,0 %) (85,7 %)
LVEF [%)] 57,80 58,18 57,50 0,783
(MW £ SD) (x5,97) (+ 6,03) (x6,12)
MAST-Score 1,16 0,55 1,64 0,360
(MW + SD) (£ 2,91) (£ 0,93) (= 3,80)
GOT [u/1] 26,36 25,09 27,36 0,628
(MW + SD) (x11,27) (£ 9,20) (x12,92)
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GPT [U/] 33,52 35,82 31,71 0,604
(MW + SD) (x 19,08) (£ 26,53) (x11,07)
y-GT [U/] 57,44 78,55 40,86 0,343
(MW + SD) (+ 84,05) (x 124,49) (x21,17)
AP [U/] 79,52 79,82 79,29 0,959
(MW + SD) (x 24,74) (x 23,61) (x 26,47)
Gesamtcholesterin 175,56 177,89 172,57 0,793
[mg/dl] (x 38,25) (£ 43,89) (£ 32,73)
(MW + SD)
HDL [mg/dl] 44,69 49,00 39,14 0,170
(MW + SD) (x 14,00) (x 14,97) (x11,29)
LDL [mg/dl] 113,06 114,44 111,29 0,859
(MW + SD) (x 33,58) (x 36,25) (x 32,55)
Triglyzeride [mg/dl] 199,69 157,78 253,57 0,292
(MW + SD) (x174,84) (= 67,00) (= 253,80)
Thrombozytenzahl 222,04 211,45 230,36 0,492
[Tausend/ul] (x 66,51) (x 48,10) (+ 78,85)
(MW + SD)

2.2 Durchflusszytometrische Bestimmungen der Biomarker

Die durchflusszytometrischen FACS-Untersuchungen wurden mit Vollblut
durchgefihrt, in welchem die Thrombozyten auf die Biomarker SDF-1, CXCR4,
CXCR7, HMGB1, CD62p, TGF-B1 sowie den thrombozytenspezifischen Marker
CD42b (= GPIba) hin untersucht wurden. Jeder Biomarker wurde in zwei Proben
doppelt bestimmt. Das Vollblut wurde zu diesem Zweck peripher-vends direkt in
eine 8,5 ml CPDA- (Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin-) Monovette entnommen
und anschlieend im Verhaltnis 1:50 mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS)
(Hersteller: Sigma-Aldrich) verdinnt. Fir die Bestimmung von HMGB1 wurde der
PBS-LOsung zuséatzlich Calcium hinzugefligt. Dieses verdinnte Blut wurde im
nachsten Schritt fur 30 Minuten lichtgeschiitzt mit den folgenden Antikorpern
inkubiert: anti-n/mCXCL12/SDF-1-FITC, anti-HMGB-1/HMG-1-AlexaFluor488
(Hersteller: alle R&D Systems) und anti-CD62p-FITC (Hersteller: Beckman
Coulter) jeweils gemeinsam mit anti-hnCD42b-PE (Hersteller: BD Biosciences);
sowie anti-hCXCR4-PE, anti-hCXCR7/RDC-1-PE und anti-hTGF-B1-PE
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(Hersteller: alle R&D Systems) jeweils gemeinsam mit anti-CD42b-FITC
(Hersteller: Beckman Coulter). Die fluoreszierenden Farbstoffe hierbei waren
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE). Nach der Inkubation
wurden die Proben mit 0,5-prozentigem Paraformaldehyd (PFA) fixiert und bis
zur Untersuchung fir maximal 3 Tage gekuhlt gelagert. Die anschlieRenden
Messungen wurden mit dem Gerdt FACSCalibur von BD Biosciences

durchgefuhrt.

Aufgrund eines Lieferengpasses des anti-h/mCXCL12/SDF-1-FITC-Antikorpers
wahrend des Erhebungszeitraums dieser Studie, konnten in unserem
Patientenkollektiv nur sehr wenige Daten zur thrombozytaren Expression von
SDF-1 gesammelt werden, weshalb dieser Biomarker von den weiteren Analysen

ausgeschlossen wurde.

2.3 Magnetresonanztomographie der Leber

Fur die Anfertigung der magnetresonanztomographischen Aufnahmen der Leber
wurde von der Abteilung fur Radiologie des Universitatsklinikums Tdbingen ein 3
Tesla MRT-Gerat (Skyra Siemens Healthcare, Erlangen) verwendet. Zur
Bestimmung des Lebervolumens sowie des Leberfettgehalts fand hierbei die
,Multi-Echo Dixon Sequenz® (LiverLab Siemens Healthcare, Erlangen)

Anwendung.
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zu Studieneinschluss nach 6 Monaten Antiaggregation

Abbildung 5: Beispielhafter Vergleich von MR- und US-Aufnahmen zum Zeitpunkt
des Studieneinschlusses und nach 6 Monaten therapeutischer
Aggregationshemmung: MR = Magnetresonanztomographie, US = Ultraschall

(modifiziert und Ubersetzt aus Malehmir, M., D. Pfister, S. Gallage, M. Szydlowska, D.
Inverso, E. Kotsiliti, V. Leone, M. Peiseler, B. G. J. Surewaard, D. Rath, A. Ali, M. J. Wolf,
H. Drescher, M. E. Healy, D. Dauch, D. Kroy, O. Krenkel, M. Kohlhepp, T. Engleitner, A.
Olkus, T. Sijmonsma, J. Volz, C. Deppermann, D. Stegner, P. Helbling, C. Nombela-
Arrieta, A. Rafiei, M. Hinterleitner, M. Rall, F. Baku, O. Borst, C. L. Wilson, J. Leslie, T.
O'Connor, C. J. Weston, D. H. Adams, L. Sheriff, A. Teijeiro, M. Prinz, R. Bogeska, N.
Anstee, M. N. Bongers, M. Notohamiprodjo, T. Geisler, D. J. Withers, J. Ware, D. A.
Mann, H. G. Augustin, A. Vegiopoulos, M. D. Milsom, A. J. Rose, P. F. Lalor, J. M. Llovet,
R. Pinyol, F. Tacke, R. Rad, M. Matter, N. Djouder, P. Kubes, P. A. Knolle, K. Unger, L.
Zender, B. Nieswandt, M. Gawaz, A. Weber and M. Heikenwalder (2019). "Platelet
GPIbalpha is a mediator and potential interventional target for NASH and subsequent
liver cancer." Nat Med 25(4): 641-655.)
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2.4 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde das Programm ,|IBM
SPSS Statistics” verwendet. Allen Analysen wurde ein Signifikanzniveau von 5%

(p = 0,05) zugrunde gelegt.

Zur Beschreibung der Basischarakteristika des Patientenkollektivs wurden die
untersuchten klinischen Charakteristika und Laborwerte bei nominal skalierten
Daten mithilfe des Chi-Quadrat-Tests verglichen und bei metrisch skalierten
Daten mithilfe des t-Tests bei unabhangigen Stichproben. Die metrischen Daten
wurden tabellarisch mit Mittelwert und Standardabweichung dargestellt, die

nominalen Daten hingegen mit absoluter Anzahl und relativem Anteil in Prozent.

Aufgrund der geringen Fallzahlen des untersuchten Patientenkollektivs fand zum
Vergleich zweier unverbundener, metrisch skalierter Stichproben der Mann-
Whitney-U-Test Anwendung und die jeweiligen Mediane sowie Quartile wurden
sowohl tabellarisch als auch grafisch in Form von Boxplots dargestellt. Bei
kleinen Stichproben von n < 30 wurde hierbei die exakte Signifikanz berichtet.
Diese Methode wurde bei den Vergleichen der nach Zu- und Abnahme des
Lebervolumens und -fettgehalts sowie nach Erhalten oder Nichterhalten einer
Antiaggregation gruppierten Patienten hinsichtlich der Expression der

thrombozytaren Biomarker verwendet.

Fir die bivariaten Korrelationsanalysen von Lebervolumen oder Leberfettgehalt
mit der Expression der thrombozytaren Biomarker wurde aufgrund der geringen
Fallzahlen des Patientenkollektivs der Spearman-Korrelationskoeffizient
zugrunde gelegt und auf zweiseitige Signifikanz hin Uberprift. Die Ergebnisse

wurden grafisch in Form von Streudiagrammen mit Anpassungslinie dargestellt.

Obwohl der Einfluss einer antithrombozytaren Therapie auf die Expression von
thrombozytaren Biomarkern nicht Teil der Fragestellung dieser Dissertation war,
wurden diese Daten dennoch in die statistische Auswertung mit aufgenommen,
da es sich bei der Antiaggregation um die zentrale Stérvariable unseres
Studiendesigns handelte. Eine umfassende Analyse und vollstandige
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Interpretation der Ergebnisse dieser Dissertation ist deshalb nur unter
Bertcksichtigung der méglichen Einfliisse einer Antiaggregation moglich. Zum
Zweck einer vollstandigen Darstellung der Ergebnisse wurde dabei auch schon
zum Basiszeitpunkt die Expression der thrombozytaren Biomarker gruppiert nach
Erhalten oder Nichterhalten einer Antiaggregation analysiert und verglichen, da
aufgrund des Studiendesigns zwischen PCI und Basisuntersuchung bis zu 4
Wochen verstreichen konnten und die Patienten daher die Antiaggregation —

wenn medizinisch indiziert — schon tber einen gewissen Zeitraum erhielten.
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3. Ergebnisse

3.1 Thrombozytare Biomarker und Lebervolumen

Um den Einfluss der thrombozytdren Biomarker auf die Entwicklung des
Lebervolumens im 6-monatigen Verlauf zu untersuchen, sollen im Folgenden

zunachst die Basiswerte tabellarisch und grafisch dargestellt werden:

Tabelle 5: Vergleich der Basiswerte der Biomarker, getrennt nach Entwicklung des
Lebervolumens im 6-monatigen Verlauf: Median und Quartile der Basiswerte der
Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Ab- und
Zunahme der Lebervolumina im 6-monatigen Verlauf; mit Angabe der p-Werte (Werte p
< 0,05 fett hervorgehoben); n = Anzahl der Patienten

Basiswerte Abnahme Zunahme p-Wert
Lebervolumen Lebervolumen
CXCR4 80,72 108,28
(Median + 25./75. (57,24 1 94,96) (59,93/117,35) 0,479
Perzentile) n=11 n="7
CXCR7 36,77 45,47
(Median + 25./75. (25,37 /1 52,46) (29,35/52,66) 0,659
Perzentile) n=11 n="7
HMGB1 11,23 25,02
(Median + 25./75. (8,69/15,41) (9,17 /1 34,53) 0,222
Perzentile) n=8 n=>5
CD62p 9,79 9,08
(Median + 25./75. (6,70 / 11,45) (8,55/11,79) 0,596
Perzentile) n=11 n="7
TGF-B1 49,36 48,13
(Median + 25./75. (28,04 /59,10) (34,01/54,78) 0,930
Perzentile) n=11 n=7
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Abbildung 6: Boxplot-Diagramme der Basiswerte der Biomarker, getrennt nach
Entwicklung des Lebervolumens im 6-monatigen Verlauf: Basiswerte der Biomarker
CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Ab- und Zunahme der
Lebervolumina im 6-monatigen Verlauf, mit Angabe der p-Werte
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Hierbei zeigten sich im Falle von CXCR4, CXCR7 und insbesondere HMGBL1 im
Median hohere Basiswerte in der Gruppe derjenigen Patienten, welche im
weiteren Verlauf an Lebervolumen zugenommen hatten. Fir CD62p und TGF-1
unterschieden sich beide Gruppen im Median hingegen nur gering. Trotz der
sichtbaren Unterschiede, konnte fur keinen der Biomarker per Whitney-U-Test
ein signifikanter Unterschied zwischen beiden untersuchten Gruppen festgestellt
werden. Den niedrigsten p-Wert von 0,222 konnte hierbei trotz kleinster
Fallzahlen HMGB1 aufweisen.

Im nachsten Schritt wurden die Differenzen der Biomarker — welche sich
rechnerisch aus der Subtraktion der Basiswerte von den in den
Folgeuntersuchungen nach 6 Monaten gemessenen Werten ergaben — in

Relation zur Entwicklung des Lebervolumens gesetzt:

Tabelle 6: Vergleich der Differenzen der Biomarker zwischen Folge- und
Basisuntersuchung, getrennt nach Entwicklung des Lebervolumens im 6-
monatigen Verlauf: Median und Quartile der Differenzen (berechnet durch Subtraktion
der Basiswerte von denen der Folgeuntersuchung) der Biomarker CXCR4, CXCR7,
HMGB1, CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Ab- und Zunahme der Lebervolumina im
6-monatigen Verlauf; mit Angabe der p-Werte (Werte p < 0,05 fett hervorgehoben); n =
Anzahl der Patienten

Differenzen Abnahme Zunahme p-Wert
Lebervolumen Lebervolumen
CXCR4 9,78 -10,29
(Median + 25./75. (-35,99/ 18,55) (-31,79/ 31,44) 0,791
Perzentile) n=11 n=7
CXCR7 -4,50 -15,56
(Median + 25./75. (-23,76 1 2,20) (-28,46 / 4,96) 0,930
Perzentile) n=11 n=7
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HMGB1 -2,77 -19,49
(Median + 25./75. (-5,93/-1,02) (-27,00/ 1,55) 0,284
Perzentile) n=28 n=5
CD62p -1,30 -2,06
(Median + 25./75. (-2,86 / 2,66) (-3,13/0,09) 0,328
Perzentile) n=11 n=7
TGF-B1 -7,35 -10,74
(Median + 25./75. (-12,14/ 2,29) (-23,65/2,11) 0,860
Perzentile) n=11 n=7
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Abbildung 7: Boxplot-Diagramme der Differenzen der Biomarker zwischen Folge-
und Basisuntersuchung, getrennt nach Entwicklung des Lebervolumens im 6-
monatigen Verlauf: Differenzen (berechnet durch Subtraktion der Basiswerte von
denen der Folgeuntersuchung) der Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und
TGF-B1; gruppiert nach Ab- und Zunahme der Lebervolumina im 6-monatigen Verlauf;
mit Angabe der p-Werte

Auffallig waren hierbei zunachst die fast ausnahmslos negativen Vorzeichen der
Ergebnisse im Median. Lediglich fir CXCR4 konnte in der Gruppe derjenigen
Patienten mit einer Abnahme des Lebervolumens ein deutlicher Anstieg der
Expression im Median gemessen werden. Obwohl alle weiteren Biomarker im
Median sowohl im Kollektiv mit einer Ab- als auch mit einer Zunahme des
Lebervolumens im Vergleich zur Voruntersuchung vermindert nachweisbar
waren, stellten sich doch deutliche Unterschiede beim Vergleich der einzelnen
Biomarker dar. So zeigte sich hinsichtlich CXCR4, CXCR7 und insbesondere
HMGB1 eine ausgepragtere Abnahme der Werte in der Gruppe der Patienten,
deren Lebervolumen zugenommen hatte. Fir CD62p und TGF-B1 war dieser
Unterschied geringer ausgepragt. Statistisch signifikante Unterschiede ergaben

sich hierbei bei allen untersuchten Biomarkern erneut keine.

Ergadnzend wurden schlie3lich noch die Verhéltnisse der Biomarker in beiden
Gruppen miteinander verglichen. Diese Werte ergaben sich rechnerisch aus dem

Quotienten der Werte der Folgeuntersuchungen und der Basisuntersuchungen:
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Tabelle 7: Vergleich der Verhaltnisse der Biomarker zwischen Folge- und
Basisuntersuchung, getrennt nach Entwicklung des Lebervolumens im 6-
monatigen Verlauf: Median und Quatrtile der Verhéaltnisse (berechnet durch Division der
Werte der Folgeuntersuchung durch die Basiswerte) der Biomarker CXCR4, CXCRY7,
HMGB1, CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Ab- und Zunahme der Lebervolumina im
6-monatigen Verlauf; mit Angabe der p-Werte (Werte p < 0,05 fett hervorgehoben); n =
Anzahl der Patienten

Verhaltnisse Abnahme Zunahme p-Wert
Lebervolumen Lebervolumen
CXCR4 1,17 0,90
(Median + 25./75. (0,70/ 1,28) (0,73171,52) 0,860
Perzentile) n=11 n=7
CXCRT7 0,88 0,66
(Median + 25./75. (0,55/71,09) (0,46 /1,17) 1,000
Perzentile) n=11 n=7
HMGB1 0,74 0,23
(Median + 25./75. (0,5570,92) (0,22/1,14) 0,284
Perzentile) n=8 n=5
CD62p 0,90 0,82
(Median + 25./75. (0,717 1,45) (0,65/1,01) 0,328
Perzentile) n=11 n=7
TGF-B1 0,86 0,77
(Median + 25./75. (0,73 /1,08) (0,56 /1,04) 0,860
Perzentile) n=11 n=7
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Abbildung 8: Boxplot-Diagramme der Verhaltnisse der Biomarker zwischen Folge-
und Basisuntersuchung, getrennt nach Entwicklung des Lebervolumens im 6-
monatigen Verlauf: Verhéltnisse (berechnet durch Division der Werte der
Folgeuntersuchung durch die Basiswerte) der Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGBL1,
CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Ab- und Zunahme der Lebervolumina im 6-
monatigen Verlauf; mit Angabe der p-Werte
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Bei der Betrachtung der Verhaltnisse ergibt sich ein @hnliches Bild wie bei den
Differenzen. Lediglich CXCR4 zeigte im Median in der Gruppe mit einer Abnahme
des Lebervolumens eine Zunahme der absoluten Werte im zeitlichen Verlauf
(erkennbar durch Verhéltnis >1). Hinsichtlich CXCR4, CXCR7 und vor allem
HMGB1 ergaben sich sichtbare und teils deutliche Unterschiede zwischen beiden
Gruppen; far CD62p und TGF-B1 waren die Unterschiede erneut geringer
ausgepragt. Auch hier konnten allerdings keine statistisch signifikanten

Unterschiede berechnet werden.

In der Zusammenschau der bisherigen Ergebnisse lasst sich zum Einfluss
thrombozytarer Biomarker auf das Lebervolumen sagen, dass in der an Volumen
zunehmenden Gruppe die Biomarker CXCR4, CXCR7 und speziell HMGB1
starker rucklaufig waren als in der abnehmenden Gruppe, ohne dass diese
Unterschiede jedoch statistisch signifikant waren. Fir TGF-B1 und insbesondere
CD62p war diese Entwicklung nur geringflgig erkennbar. Bezlglich der
Basiswerte kann gesagt werden, dass diejenigen Patienten, deren Lebervolumen
im Verlauf zunahm, bei Studienaufnahme hinsichtlich CXCR4, CXCR7 und
HMGB1 etwas hohere absolute Werte aufwiesen als die Vergleichsgruppe,
jedoch ohne statistische Signifikanz zu erreichen. Fiur CD62p und TGF-B1 war

dies nicht der Fall.

Erganzend wurden schlieBlich durch Vergleich der Biomarker mit den
korrespondierenden  Basiswerten, Differenzen und Verhaltnissen des
Lebervolumens noch die jeweiligen Spearman-Korrelationskoeffizienten

bestimmt und grafisch in Form von Streudiagrammen dargestellt:
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Abbildung 9: Streudiagramme und Korrelation der Basiswerte der Biomarker und
des Lebervolumens: Basiswerte der Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und
TGF-B1; aufgetragen gegen die Basiswerte des Lebervolumens; mit Anpassungslinien
und Angabe der Spearman-Korrelationskoeffizienten sowie der p-Werte
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Bei Betrachtung der Basiswerte ergab sich fir HMGB1 mit einem Spearman-
Korrelationskoeffizienten von -0,368 und einem p-Wert von 0,216 noch der
deutlichste Zusammenhang. Die Uubrigen Biomarker Kkorrelierten zum

Basiszeitpunkt weit weniger mit den initial gemessenen Lebervolumina.

Fahren wir mit der Analyse der Korrelation der Differenzen fort:
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Abbildung 10: Streudiagramme und Korrelation der Differenzen der Biomarker
und des Lebervolumens zwischen Folge- und Basisuntersuchung: Differenzen
(berechnet durch Subtraktion der Basiswerte von denen der Folgeuntersuchung) der
Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-B1; aufgetragen gegen die
Differenzen des Lebervolumens; mit Anpassungslinien und Angabe der Spearman-
Korrelationskoeffizienten sowie der p-Werte
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Auch hier ergaben sich mit Ausnahme von HMGB1 (Spearman-Rho = -0,335; p

= 0,263) uberwiegend sehr schwache Korrelationskoeffizienten.

Bei

Korrelationsanalyse der Verhéltnisse sollte sich dies bestatigen:
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Abbildung 11: Streudiagramme und Korrelation der Verhaltnisse der Biomarker
und des Lebervolumens zwischen Folge- und Basisuntersuchung: Verhéltnisse
(berechnet durch Division der Werte der Folgeuntersuchung durch die Basiswerte) der
Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-B31; aufgetragen gegen die
Verhéltnisse des Lebervolumens; mit Anpassungslinien und Angabe der Spearman-
Korrelationskoeffizienten sowie der p-Werte

Erneut wies lediglich HMGB1 mit einem Wert von Rho =-0,357 (p = 0,231) einen
markanten Korrelationskoeffizienten auf. Sowohl bei Korrelation der Basiswerte
als auch der Differenzen und Verhaltnisse ergab sich also fur HMGBL1 ein deutlich
negativer Korrelationskoeffizient, der zwar in keinem Fall statistisch signifikant
war, dennoch aber auf eine inverse Beziehung zwischen dem Ausmalf? und der

Entwicklung des Lebervolumens und der thrombozytdren Expression des
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Biomarkers HMGB1 hindeutet. Diese Beziehung war bereits in den nach Ab- und
Zunahme gruppierten Untersuchungen mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests
weiter oben erkennbar, dort jedoch zusatzlich fir CXCR4 und CXCR7 sowie mit
Abstrichen auch fir TGF-B1. Fur diese Biomarker konnte dieser vermutete

Zusammenhang in den Korrelationsanalysen jedoch nicht bekraftigt werden.
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3.2 Thrombozytare Biomarker und Leberfettgehalt

Zusatzlich zum Einfluss thrombozytarer Biomarker auf das Lebervolumen
untersuchten wir auch den Einfluss auf den Fettgehalt der Leber. Die Basiswerte
der nach Ab- und Zunahme getrennten Gruppen stellten sich bei

Studieneinschluss wie folgt dar:

Tabelle 8: Vergleich der Basiswerte der Biomarker, getrennt nach Entwicklung des
Leberfettgehalts im 6-monatigen Verlauf: Median und Quartile der Basiswerte der
Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Ab- und
Zunahme des Leberfettgehalts im 6-monatigen Verlauf; mit Angabe der p-Werte (Werte
p < 0,05 fett hervorgehoben); n = Anzahl der Patienten

Basiswerte Abnahme Zunahme p-Wert
Leberfettgehalt Leberfettgehalt
CXCR4 63,31 109,71
(Median + 25./75. (57,88 /78,72) (87,61/119,30) 0,008
Perzentile) n=8 n=9
CXCRY 33,07 45,47
(Median + 25./75. (25,11 / 46,46) (30,23/61,18) 0,167
Perzentile) n=8 n=9
HMGB1 10,97 20,45
(Median + 25./75. (8,62 /16,45) (10,00/ 32,67) 0,180
Perzentile) n=6 n==6
CD62p 9,44 9,08
(Median + 25./75. (8,04 /11,57) (7,50 /11,55) 0,888
Perzentile) n=38 n=9
TGF-B1 38,18 50,31
(Median + 25./75. (28,02 /51,58) (41,07 /57,91) 0,114
Perzentile) n=8 n=9
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Abbildung 12: Boxplot-Diagramme der Basiswerte der Biomarker, getrennt nach
Entwicklung des Leberfettgehalts im 6-monatigen Verlauf: Basiswerte der
Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Ab- und
Zunahme des Leberfettgehalts im 6-monatigen Verlauf; mit Angabe der p-Werte
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Bei dem Vergleich der Basiswerte zwischen den Kollektiven mit Ab- und
Zunahme des Leberfettgehalts fiel auf, dass die Biomarker CXCR4, CXCR7,
HMGB1 und TGF-B1 in der spater zunehmenden Gruppe bereits zu
Studienbeginn deutlich starker exprimiert waren. Fir CXCR4 stellte sich hierbei
sogar ein signifikanter Unterschied heraus (p = 0,008), wahrend CXCR7 (p =
0,167), HMGB1 (p = 0,180) und TGF-B1 (p = 0,114) jedoch nicht statistisch
signifikant waren. Bezlglich CD62p konnte kaum ein Unterschied zwischen
beiden Gruppen festgestellt werden.

Betrachten wir des Weiteren die Unterschiede der Differenzen beider Gruppen:

Tabelle 9: Vergleich der Differenzen der Biomarker zwischen Folge- und
Basisuntersuchung, getrennt nach Entwicklung des Leberfettgehalts im 6-
monatigen Verlauf: Median und Quartile der Differenzen (berechnet durch Subtraktion
der Basiswerte von denen der Folgeuntersuchung) der Biomarker CXCR4, CXCR7,
HMGB1, CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Ab- und Zunahme des Leberfettgehalts im
6-monatigen Verlauf; mit Angabe der p-Werte (Werte p < 0,05 fett hervorgehoben); n =
Anzahl der Patienten

Differenzen Abnahme Zunahme p-Wert
Leberfettgehalt Leberfettgehalt
CXCR4 22,07 -31,79
(Median + 25./75. (10,92 / 40,24) (-42,38/-5,43) 0,001
Perzentile) n=8 n=9
CXCRY -1,51 -15,56
(Median + 25./75. (-12,96 / 4,31) (-32,89/-5,47) 0,059
Perzentile) n=8 n=9
HMGB1 -1,15 -12,83
(Median + 25./75. (-6,04/ 2,43) (-25,40/ -4,38) 0,026
Perzentile) n=6 n==6
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CD62p -1,23 -0,84
(Median + 25./75. (-4,21/ 2,08) (-2,55/0,42) 0,743
Perzentile) n=8 n=9
TGF-B1 -0,48 -12,14
(Median + 25./75. (-7,56 / 15,52) (-23,83 / -4,19) 0,015
Perzentile) n=_8 n=9
p=0,001 N
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Abbildung 13: Boxplot-Diagramme der Differenzen der Biomarker zwischen Folge-
und Basisuntersuchung, getrennt nach Entwicklung des Leberfettgehalts im 6-
monatigen Verlauf: Differenzen (berechnet durch Subtraktion der Basiswerte von
denen der Folgeuntersuchung) der Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und
TGF-B1; gruppiert nach Ab- und Zunahme des Leberfettgehalts im 6-monatigen Verlauf;
mit Angabe der p-Werte

Hierbei stellten sich signifikante Unterschiede zwischen den Kollektiven mit Ab-
und Zunahme des Leberfettgehalts beziiglich der Veranderung der Biomarker
CXCR4 (p =0,001), HMGBL1 (p = 0,026) und TGF-B1 (p = 0,015) im 6-monatigen
Verlauf dar. Fur CXCR7 konnte ebenfalls ein bedeutender Unterschied zwischen
beiden Gruppen gezeigt werden, der allerdings knapp das festgelegte
Signifikanzniveau verfehlte (p = 0,059). Lediglich fur CD62p stellte sich keine
wesentliche Veranderung im zeitlichen Verlauf dar. Auffallig war auch, dass
CXCR4 als einziger Biomarker in der Gruppe derjenigen Patienten mit einer
Abnahme des Leberfettgehaltes im Verlauf der 6 Monate deutlich zunahm im
Vergleich zur Basisuntersuchung. Die Expression der tbrigen Biomarker war in
der im Verlauf abnehmenden Gruppe im Median eher gleichbleibend oder sogar

leicht rtcklaufig.

Die Auswertung der Verhdltnisse im Vergleich beider Gruppen zeigte ein

ahnliches Bild:
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Tabelle 10: Vergleich der Verhdltnisse der Biomarker zwischen Folge- und
Basisuntersuchung, getrennt nach Entwicklung des Leberfettgehalts im 6-
monatigen Verlauf: Median und Quatrtile der Verhéaltnisse (berechnet durch Division der
Werte der Folgeuntersuchung durch die Basiswerte) der Biomarker CXCR4, CXCRY7,
HMGB1, CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Ab- und Zunahme des Leberfettgehalts im
6-monatigen Verlauf; mit Angabe der p-Werte (Werte p < 0,05 fett hervorgehoben); n =
Anzahl der Patienten

Verhaltnisse Abnahme Zunahme p-Wert
Leberfettgehalt Leberfettgehalt
CXCR4 1,30 0,73
(Median + 25./75. (1,19/1,57) (0,65/0,95) 0,002
Perzentile) n=28 n=9
CXCR7 0,97 0,62
(Median + 25./75. (0,69/1,16) (0,46 /0,82) 0,027
Perzentile) n=8 n=9
HMGB1 0,91 0,37
(Median + 25./75. (0,57 /1,39) (0,22/0,65) 0,026
Perzentile) n==6 n==6
CD62p 0,86 0,93
(Median + 25./75. (0,63/1,35) (0,777 1,06) 0,606
Perzentile) n=28 n=9
TGF-B1 1,00 0,75
(Median + 25./75. (0,87 /1,44) (0,56/0,91) 0,015
Perzentile) n=28 n=9
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Abbildung 14: Boxplot-Diagramme der Verhéltnisse der Biomarker zwischen
Folge- und Basisuntersuchung, getrennt nach Entwicklung des Leberfettgehalts
im 6-monatigen Verlauf: Verhdltnisse (berechnet durch Division der Werte der
Folgeuntersuchung durch die Basiswerte) der Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1,
CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Ab- und Zunahme des Leberfettgehalts im 6-
monatigen Verlauf; mit Angabe der p-Werte
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Auch hierbei konnten fir CXCR4 (p = 0,002), HMGB1 (p = 0,026), TGF-B1 (p =
0,015) und im Gegensatz zur Auswertung der Differenzen auch fur CXCR7 (p =
0,027) signifikante Unterschiede zwischen beiden Patientengruppen bestimmt
werden, wobei die Expression dieser Biomarker im 6-monatigen Verlauf in der
Gruppe mit einer Zunahme des Leberfettgehalts deutlich abnahm. In der Gruppe
mit abnehmendem Leberfettgehalt war die Expression nur geringfligig
abnehmend oder ungefahr gleichbleibend; im Fall von CXCR4 zeigte sich in
dieser Gruppe jedoch sogar eine ausgepragte Zunahme der Expression. Fur
CD62p konnten erneut keine bedeutenden Unterschiede zwischen den Gruppen

festgestellt werden.

In der Zusammenschau lasst sich zum Einfluss thrombozytarer Biomarker auf
den Fettgehalt der Leber sagen, dass speziell CXCR4, CXCR7, HMGB1 und
TGF-B1 im Kollektiv mit zunehmendem Leberfettgehalt im 6-monatigen Verlauf
statistisch signifikant starker ricklaufig waren als im Kollektiv mit abnehmendem
Leberfettgehalt. Fir CD62p konnte kein solcher Zusammenhang belegt werden.
Allerdings sollte angemerkt werden, dass eben diese signifikanten Biomarker
(CXCR4, CXCR7, HMGB1 und TGF-B1) schon bei der Basisuntersuchung im
spater zunehmenden Kollektiv signifikant oder anndhernd signifikant starker

exprimiert waren als im abnehmenden Kollektiv.

Auch hier fihrten wir des Weiteren ergdnzende Korrelationsanalysen hinsichtlich
der Basiswerte, Differenzen und Verhaltnisse der Biomarker im Vergleich mit

denen des Leberfettgehalts durch:
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Abbildung 15: Streudiagramme und Korrelation der Basiswerte der Biomarker und
des Leberfettgehalts: Basiswerte der Biomarker von CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p

und TGF-B1;

aufgetragen gegen die Basiswerte des Leberfettgehalts;

mit

Anpassungslinien und Angabe der Spearman-Korrelationskoeffizienten sowie der p-

Werte
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Die deutlichste, aber dennoch eine schwache Korrelation zeigte sich bei
Betrachtung der Basiswerte fir CXCR7 mit einem Spearman-
Korrelationskoeffizienten von 0,275 und einem p-Wert von 0,286, wobei dies
nach Betrachtung des Streudiagramms mdoglicherweise zu einem nicht
unerheblichen Teil von einem AusreiRer beglnstigt wurde. Fir die anderen

Biomarker ergaben sich wesentlich geringere Korrelationskoeffizienten mit

hoheren p-Werten.

GroRRere und auch statistisch signifikante Korrelationen ergaben sich jedoch erst

beim Vergleich der jeweiligen Differenzen und Verhaltnisse:
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Abbildung 16: Streudiagramme und Korrelation der Differenzen der Biomarker
und des Leberfettgehalts zwischen Folge- und Basisuntersuchung: Differenzen
(berechnet durch Subtraktion der Basiswerte von denen der Folgeuntersuchung) der
Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-B1; aufgetragen gegen die
Differenzen des Leberfettgehalts; mit Anpassungslinien und Angabe der Spearman-
Korrelationskoeffizienten sowie der p-Werte

Bei der Korrelation der Differenzen der Biomarker mit den Differenzen des
Leberfettgehalts ergab sich fir CXCR4 mit einem Spearman-
Korrelationskoeffizienten von -0,519 und einem p-Wert von 0,033 eine
signifikante Korrelation. Fiur HMGB1 (Rho = -0,495; p = 0,102) und in etwas
geringerem Maf3e auch TGF-B1 (Rho = -0,327; p = 0,201) konnten ebenfalls
anndhernd signifikante — oder zumindest deutliche — Korrelationen aufgezeigt
werden. Die Differenzen von CXCR7 und CD62p korrelierten schwacher mit

denen des Leberfettgehalts.

Bei den Verhéaltnissen stellte sich ein ahnliches Bild dar:
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Abbildung 17: Streudiagramme und Korrelation der Verhéltnisse der Biomarker
und des Leberfettgehalts zwischen Folge- und Basisuntersuchung: Verhéltnisse
(berechnet durch Division der Werte der Folgeuntersuchung durch die Basiswerte) der
Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-B1; aufgetragen gegen die
Verhéltnisse des Leberfettgehalts; mit Anpassungslinien und Angabe der Spearman-
Korrelationskoeffizienten sowie der p-Werte
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Die Verhéltnisse von CXCR4 (Rho = -0,486; p = 0,048), HMGB1 (Rho = -0,476;
p = 0,117) sowie TGF-B1 (Rho = -0,399; p = 0,113) korrelierten erneut am
starksten und im Fall von CXCR4 auch statistisch signifikant mit den
entsprechenden Verhaltnissen des Leberfettgehalts. Sowohl fiir CXCR7 als auch

CD62p war die Korrelation wesentlich geringer ausgepragt.

Auffallig waren hierbei, wie auch schon bei der Korrelationsanalyse der
Differenzen, die negativen Vorzeichen der Korrelationskoeffizenten von CXCR4,
CXCR7 und TGF-B1, was auf einen inversen Zusammenhang zur Entwicklung
des Leberfettgehaltes hindeutet und auch schon weiter oben beim Vergleich der
nach Ab- und Zunahme gruppierten Kollektive mittels Mann-Whitney-U-Test
erkennbar wurde. Dabei wurde jedoch auch eine &ahnlich geartete inverse
Beziehung zum Biomarker CXCR7 erkenntlich, die sich nun in der

Korrelationsanalyse nicht mehr in dem Mal3e darstellen liel3.
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3.3 Thrombozytare Biomarker und Antiaggregation

Da sowohl ein Teil des gesamten Patientenkollektivs eine Antiaggregation mit
ASS in Monotherapie oder eine duale Antiaggregation mit ASS + P2Y12-Inhibitor
erhielt, als auch ein Teil des Kollektivs keine Antiaggregation erhielt, werteten wir
ebenfalls den Einfluss einer Antiaggregation auf die Expression thrombozytarer
Biomarker aus. Bei der Basisuntersuchung stellte sich folgendes Bild dar:

Tabelle 11: Vergleich der Basiswerte der Biomarker, getrennt nach Erhalten oder
Nichterhalten einer Antiaggregation im 6-monatigen Verlauf: Median und Quartile
der Basiswerte der Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-31; gruppiert
nach Erhalten oder Nichterhalten einer Antiaggregation im 6-monatigen Verlauf; mit
Angabe der p-Werte (Werte p < 0,05 fett hervorgehoben); n = Anzahl der Patienten

Basiswerte Ohne Mit p-Wert
Antiaggregation Antiaggregation
CXCR4 89,85 72,71
(Median + 25./75. (56,97 / 115,08) (59,79/109,71) 0,717
Perzentile) n=28 n=11
CXCR7 45,48 30,67
(Median + 25./75. (26,97 / 65,44) (29,35/48,53) 0,492
Perzentile) n=28 n=11
HMGB1 25,02 11,88
(Median + 25./75. (9,127 34,53) (9,17 / 19,86) 0,364
Perzentile) n=>5 n=9
CD62p 10,21 8,97
(Median + 25./75. (9,13/11,75) (6,70 /11,45) 0,152
Perzentile) n==8 n=11
TGF-B1 51,46 44,33
(Median + 25./75. (34,60/ 60,56 (28,04 / 52,00) 0,442
Perzentile) n=28 n=11
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Abbildung 18: Boxplot-Diagramme der Basiswerte der Biomarker, getrennt nach
Erhalten oder Nichterhalten einer Antiaggregation im 6-monatigen Verlauf:
Basiswerte der Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-B1; gruppiert
nach Erhalten oder Nichterhalten einer Antiaggregation im 6-monatigen Verlauf; mit
Angabe der p-Werte
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Es zeigte sich bei allen untersuchten Biomarkern, dass deren Expression in dem
Kollektiv, das im weiteren Verlauf eine Antiaggregation erhielt, zu
Studieneinschluss etwas geringer ausgepragt war als im Kollektiv ohne
Antiaggregation. Fur CD62p ergab sich hierbei mit p = 0,152 ein kleinerer p-Wert
als fur alle anderen untersuchten Biomarker. Der relativ grof3te Unterschied der

Basiswerte im Median zeigte sich jedoch fur HMGB1.

Wie sich die Biomarker in beiden Kollektiven im Verlauf des
Untersuchungszeitraums von 6 Monaten entwickelt hatten, wird im Folgenden

zunachst anhand der Differenzen dargestellt:

Tabelle 12: Vergleich der Differenzen der Biomarker zwischen Folge- und
Basisuntersuchung, getrennt nach Erhalten oder Nichterhalten einer
Antiaggregation im 6-monatigen Verlauf: Median und Quartile der Differenzen
(berechnet durch Subtraktion der Basiswerte von denen der Folgeuntersuchung) der
Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Erhalten oder
Nichterhalten einer Antiaggregation im 6-monatigen Verlauf, mit Angabe der p-Werte
(Werte p < 0,05 fett hervorgehoben); n = Anzahl der Patienten

Differenzen Ohne Mit p-Wert
Antiaggregation Antiaggregation
CXCR4 -5,43 14,33
(Median + 25./75. (-41,24/10,69) (-23,99 / 25,58) 0,206
Perzentile) n=28 n=11
CXCR7 -19,00 -5,92
(Median + 25./75. (-35,11/0,53) (-15,30/ 2,35) 0,351
Perzentile) n==8 n=11
HMGB1 -19,49 -1,81
(Median + 25./75. (-27,00/ -2,69) (-8,69/0,32) 0,112
Perzentile) n=>5 n=9
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CD62p -1,45 -1,30
(Median + 25./75. (-2,92/0,12) (-2,86 / 2,66) 0,545
Perzentile) n=28 n=11
TGF-B1 -9,44 -5,84
(Median + 25./75. (-21,8410,77) (-12,14/ 11,75) 0,395
Perzentile) n==8 n=11
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Abbildung 19: Boxplot-Diagramme der Differenzen der Biomarker zwischen Folge-
und Basisuntersuchung, getrennt nach Erhalten oder Nichterhalten einer
Antiaggregation im 6-monatigen Verlauf: Differenzen (berechnet durch Subtraktion
der Basiswerte von denen der Folgeuntersuchung) der Biomarker CXCR4, CXCRY7,
HMGB1, CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Erhalten oder Nichterhalten einer
Antiaggregation im 6-monatigen Verlauf; mit Angabe der p-Werte

Bei Betrachtung der Differenzen im Median fallt auf, dass fur die Biomarker
CXCR4, CXCR7, HMGB1 und etwas geringer ausgepragt auch TGF-B1 ein
sichtbarer, aber dennoch statistisch nicht signifikanter Unterschied zwischen
beiden untersuchten Gruppen festzustellen war. Am deutlichsten ausgepragt war
der Unterschied hierbei fir HMGB1 mit einem p-Wert von 0,112. Fiur CD62p
hingegen blieben die Werte im Verlauf anndhernd gleich. In der Gruppe der
Patienten, die eine Antiaggregation erhielten, stieg lediglich die Expression von
CXCR4 deutlich an. Alle weiteren Biomarker wurden in beiden Gruppen im
Verlauf im Median geringer exprimiert als zum Einschlusszeitpunkt, wobei mit
Ausnahme von CD62p der Rickgang in der Gruppe ohne Antiaggregation

deutlich starker ausgepragt war.

Ergadnzend wurden noch die Verhaltnisse der Biomarker getrennt nach Erhalten

oder Nichterhalten einer Antiaggregation analysiert:
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Tabelle 13: Vergleich der Verhdltnisse der Biomarker zwischen Folge- und
Basisuntersuchung, getrennt nach Erhalten oder Nichterhalten einer
Antiaggregation im 6-monatigen Verlauf: Median und Quartile der Verhaltnisse
(berechnet durch Division der Werte der Folgeuntersuchung durch die Basiswerte) der
Biomarker CXCR4, CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Erhalten oder
Nichterhalten einer Antiaggregation im 6-monatigen Verlauf; mit Angabe der p-Werte
(Werte p < 0,05 fett hervorgehoben); n = Anzahl der Patienten

Verhaltnisse Ohne Mit p-Wert
Antiaggregation Antiaggregation
CXCR4 0,95 1,24
(Median + 25./75. (0,64 /1,21) (0,781 1,40) 0,272
Perzentile) n=28 n=11
CXCR7 0,59 0,88
(Median + 25./75. (0,46 /1,05) (0,62/1,09) 0,442
Perzentile) n=8 n=11
HMGB1 0,23 0,78
(Median + 25./75. (0,22/0,72) (0,53/1,14) 0,060
Perzentile) n=>5 n=9
CD62p 0,88 0,90
(Median + 25./75. (0,71/1,01) (0,65/1,45) 0,600
Perzentile) n=28 n=11
TGF-B1 0,82 0,89
(Median + 25./75. (0,59/1,01) (0,73171,42) 0,545
Perzentile) n=28 n=11
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Abbildung 20: Boxplot-Diagramme der Verhaltnisse der Biomarker zwischen
Folge- und Basisuntersuchung, getrennt nach Erhalten oder Nichterhalten einer
Antiaggregation im 6-monatigen Verlauf: Verhaltnisse (berechnet durch Division der
Werte der Folgeuntersuchung durch die Basiswerte) der Biomarker CXCR4, CXCR?7,
HMGB1, CD62p und TGF-B1; gruppiert nach Erhalten oder Nichterhalten einer
Antiaggregation im 6-monatigen Verlauf; mit Angabe der p-Werte
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Hier zeigte sich ein ahnliches Bild wie bei der Analyse der Differenzen der
Biomarker: Nur CXCR4 wurde in der Gruppe mit einer Antiaggregation im Median
verstarkt exprimiert. Alle weiteren Biomarker waren in beiden Gruppen im Median
rucklaufig, wobei sich insbesondere fur CXCR4, CXCR7 und HMGB1 deutliche
Unterschiede zeigten, welche im Fall von HMGB1 sogar beinahe statistisch
signifikant waren (p = 0,060). Fur TGF-B1 und CD62p waren die Unterschiede

deutlich geringer ausgepragt.

In der Zusammenschau lasst sich zum Einfluss einer Antiaggregation auf die
Expression thrombozytéarer Biomarker festhalten, dass speziell CXCR4, CXCR7
und HMGB1 unter Antiaggregation im Verlauf vermehrt exprimiert wurden im
Vergleich zu einem ahnlichen Kollektiv ohne Antiaggregation. Insbesondere fir
HMGB1 konnte hierbei — trotz geringer Fallzahl — annahernd eine statistische
Signifikanz errechnet werden. Fir TGF-B1 war dieser Zusammenhang deutlich
geringer ausgepragt, fur CD62p kaum erkennbar. Allerdings waren alle
untersuchten Biomarker bei Studieneinschluss in dem Kollektiv, das im weiteren
Verlauf eine Antiaggregation erhielt, bereits etwas geringer exprimiert als in der
Gruppe ohne Antiaggregation, jedoch ohne dabei statistische Signifikanz zu

erreichen.
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4. Diskussion

Wie bereits bekannt ist, spielen Thrombozyten in der Pathogenese und
Progression der nicht-alkoholischen Steatosis hepatis eine zentrale Rolle (39).
Daruiber hinaus weist die NAFL nicht nur gemeinsame Risikofaktoren mit der
koronaren Herzerkrankung auf (15, 180), sondern es wurde bereits gezeigt, dass
verschiedene thrombozytare Biomarker mit dem Verlauf und der Prognose einer

symptomatischen KHK im Zusammenhang stehen (147, 149, 150, 177).

Daraus abgeleitet ergibt sich als erste zentrale Frage dieser Dissertation, ob
thrombozytare Biomarker ebenso mit dem Auspragungsgrad einer NAFL
assoziiert sind. Hierzu betrachteten wir die Expression der Biomarker CXCRA4,
CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-B1 sowie die Lebervolumina und
Leberfettgehalte zum Basiszeitpunkt und korrelierten diese miteinander: Es
zeigten sich weder bei Korrelation mit dem Lebervolumen noch mit dem
Leberfettgehalt ausgepragte oder signifikante Spearman-
Korrelationskoeffizienten, was bedeutet, dass keiner der untersuchten Biomarker
in einem unmittelbar greifbaren Zusammenhang zur individuellen Auspragung

der Steatose stand.

Die zweite zentrale Frage dieser Dissertation ist, ob diese thrombozytaren
Biomarker mit dem Verlauf der Steatose korrelieren. Zur Beantwortung dieser
Frage teilten wir unser Patientenkollektiv jeweils nach Ab- und Zunahme von
Lebervolumen und Leberfettgehalt im 6-monatigen Verlauf in zwei Gruppen ein
und untersuchten, ob sich diese Gruppen hinsichtlich der Expression der
thrombozytaren Biomarker zum Basiszeitpunkt voneinander unterschieden. Fr
CXCR4, CXCR7 und HMGB1 ergaben sich sowohl beim Lebervolumen als auch
beim Leberfettgehalt, fir TGF-f1 nur beim Leberfettgehalt, sichtbare
Unterschiede zwischen beiden Gruppen, wobei dieser Unterschied nur bezuglich
CXCR4 und Leberfettgehalt statistisch signifikant war. Es deutete sich jedoch an,
dass bei einer groReren Fallzahl womdglich auch die anderen genannten
Unterschiede statistisch signifikant hatten ausfallen kénnen. Insgesamt zeigte
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sich hierbei, dass eine hohere Expression von CXCR4, CXCR7 und HMGB1 mit
einer Zunahme des Lebervolumens und eine hdhere Expression von CXCRA4,
CXCR7, HMGB1 und auch TGF-B1 mit einer Zunahme des Leberfettgehalts
assoziiert war. Die Unterschiede waren jedoch hinsichtlich des Leberfettgehalts
deutlich starker ausgepragt. Somit lasst sich aus diesen Ergebnissen ableiten,
dass eine hohe Expression der eben genannten Biomarker gewissermalien
einen Risikofaktor fur eine zukinftige Progredienz der NAFL darzustellen scheint.
Fur CD62p hingegen ergaben sich keine bedeutenden Unterschiede oder

Einflisse.

Die dritte zentrale Frage dieser Dissertation lautet, inwiefern der zeitliche Verlauf
der Expression von thrombozytdren Biomarkern mit dem Verlauf der NAFL
assoziiert ist. Dies lasst sich am besten beantworten, indem man die Differenzen
und Verhéltnisse der Biomarker im 6-monatigen Verlauf gruppiert nach Ab- und
Zunahme von Lebervolumen und Leberfettgehalt betrachtet, sowie die
Differenzen und Verhéltnisse der Biomarker mit den Differenzen und
Verhéltnissen des Lebervolumens und Leberfettgehalts korreliert. Hierbei zeigte
sich in den Gruppen mit einer Progredienz von Lebervolumen und
Leberfettgehalt eine sichtbar ausgepragte Abnahme der Expression von CXCR4,
CXCR7, HMGB1 und TGF-B1 im 6-monatigen Verlauf, welche in den nicht-
progredienten Gruppen nicht in dem Mal3e zu sehen war. Statistisch signifikante
Unterschiede ergaben sich jedoch bei unseren geringen Fallzahlen nur beim
Vergleich beider Gruppen bezlglich der Entwicklung des Leberfettgehalts. Bei
der Expression von CD62p zeigte sich nur hinsichtlich des Lebervolumens eine
erkennbare Abnahme in der progredienten Gruppe. In den Korrelationsanalysen
waren uberwiegend ebenfalls diese Entwicklungen zu erkennen, wenn auch in
einem statistisch weniger signifikanten Ausmal3. Aus diesen Ergebnissen lasst
sich ableiten, dass eine Abnahme der Expression der thrombozytaren Biomarker
CXCR4, CXCR7, HMGB1, TGF-f1 und in geringem MalRe auch CD62p

moglicherweise mit einem unginstigen Verlauf der NAFL assoziiert ist.

Um die Erkenntnisse aus dieser Dissertation nun richtig einordnen zu kénnen,

soll zunachst noch einmal der wissenschaftlich-literarische Hintergrund
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beleuchtet werden. Es ist bereits bekannt, dass Thrombozyten in der
Pathogenese der NAFL und auch der NASH eine wichtige Funktion einnehmen,
indem sie unter anderem die Migration von zytotoxischen T-Lymphozyten
vermitteln (39, 40). Eine kirzlich veroffentlichte Studie fand zudem heraus, dass
schon frih im Krankheitsverlauf der NAFL eine vermehrte intrahepatische
Akkumulation von Thrombozyten stattfindet, wobei Kupffer-Zellen, Hyaluronan
und dessen Rezeptor CD44 eine essenzielle Rolle spielen (182). Des Weiteren
wurden Hinweise daftir gefunden, dass vor allem der Aktivierung und Adhasion
der intrahepatischen Thrombozyten eine groRe Bedeutung in der Pathogenese
der NAFLD zukommt, nicht jedoch der Aggregation (182). Dabei scheinen
insbesondere die a-Granula und die in ihnen enthaltenen Zytokine und
Chemokine, welche auch in dieser Dissertation untersucht wurden, eine wichtige
Funktion als proinflammatorische Faktoren zu erfillen (182). Dariber hinaus
nimmt auch GPlba, welches unter anderem als Rezeptor fur den vVWF und P-
Selektin dient und somit die Adhasion und Aktivierung von Thrombozyten
vermittelt, eine zentrale Rolle in der Pathogenese der NAFLD ein (113, 182).
Neueste Erkenntnisse sprechen jedoch gegen eine kausale Beteiligung von
Selektinen und VvWF, weshalb GPlba seine Wirkung diesbeziglich

maoglicherweise auch ohne klassischen Liganden zu erfillen scheint (182).

Dies erklart nun zum einen, weshalb CD62p bzw. P-Selektin in dieser
Dissertation kein oder nur ein sehr geringer Einfluss auf die Prognose und den
Verlauf der NAFL zugeschrieben werden konnte. Zum anderen erklart es aber
auch, weshalb eine vermehrte Expression von CXCR4, CXCR7, HMGB1 und
TGF-p1 — als wichtige Vermittler und Faktoren von Entzindungs- und
Reparaturvorgangen sowie ,Survival-Marker” von Thrombozyten (CXCR4 und
CXCR7) und ,Fibrosemarker* (TGF-B1) (147, 161, 162, 174, 175) — mit einer
zukinftigen Progression der NAFL assoziiert war. Hingegen geben die
bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnisse keine Antwort auf die Frage, warum
sich in dieser Dissertation die Expression der womaoglich prognostisch relevanten
Biomarker bei Progression der NAFL stark rucklaufig gestaltete; oder warum die

Expression der einzelnen Biomarker nicht relevant mit dem Lebervolumen oder
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dem Leberfettgehalt korrelierte, obwohl sie doch nachweisbar einen signifikanten

Einfluss auf die zuklinftige Entwicklung hatten.

Es lassen sich nun unter Berlcksichtigung der Limitationen unseres
Studiendesigns verschiedene Uberlegungen anstellen. Zunéachst einmal handelt
es sich bei den hier untersuchten thrombozytaren Biomarkern um Faktoren, die
vor allem die thrombozytenvermittelte Inflammation und Fibrosierungs- und
Reparaturprozesse kennzeichnen (147, 161, 162, 168, 174, 175). Nun ist zwar
bekannt, dass bereits friih im Krankheitsverlauf der NAFLD eine hepatische
Akkumulation von Thrombozyten stattfindet (182), dennoch sind diese
beschriebenen Vorgange eher kennzeichnend fiir den Ubergang von der NAFL
zur NASH (46, 47). Da unser Patientenkollektiv jedoch nur auf Zeichen einer
NAFL hin untersucht wurde, lasst sich auf dieser Grundlage vermutlich erklaren,
weshalb die Expression der untersuchten thrombozytaren Biomarker in einem
solch frihen Krankheitsstadium nur unzureichend mit der individuellen
Auspragung der Steatose assoziiert war. In einem Patientenkollektiv mit
gesicherter NASH konnte das Ergebnis zu einer dhnlichen Fragestellung aber

womaoglich anders ausfallen.

Daruiber hinaus bildete die Applikation einer Antiaggregation im 6-monatigen
Studienverlauf eine betrachtliche Storvariable, was sich auch daran zeigte, dass
das Erhalten oder Nicht-Erhalten einer Antiaggregation einen erheblichen
Einfluss auf die Expression der untersuchten thrombozytaren Biomarker hatte.
So entwickelte sich die Expression der Biomarker in demjenigen
Patientenkollektiv, das eine Antiaggregation erhielt, gleichsinnig zur Gruppe der
Patienten ohne Progredienz der NAFL und umgekehrt. Ebenfalls war die
Expression der Biomarker in der Gruppe mit Antiaggregation schon zu Beginn
geringer ausgepragt als in der Vergleichsgruppe und wirde nach obigen
Erkenntnissen somit mit einer besseren Prognose vergesellschaftet sein. Wobei
diese bessere Prognose auf den zweiten Blick wohl zumindest teilweise auf die
Einnahme einer Antiaggregation zurtickzufuhren scheint und nicht nur auf die
alleinige Expression der thrombozytaren Biomarker, denn die Studienteilnehmer

erhielten bereits zum Zeitpunkt der Basisuntersuchung seit maximal 4 Wochen
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eine antithrombozytare Therapie, falls medizinisch indiziert. Hierflr sprechen
auch die neuesten wissenschaftlichen Erkenntnisse am Mausmodell, dass eine
antithrombozytare Therapie mit ASS und Clopidogrel nicht nur zu einer
Reduktion der Zahl der intrahepatischen Thrombozyten, einer verminderten
Aktivierung von Kupffer-Zellen und einer geringeren hepatischen Infiltration von
Entzindungszellen fihrt, sondern auch die Expression von fur den
Fettstoffwechsel relevanten Genen in einem positiven Sinne beeinflusst und die
Expression von proinflammatorischen Zytokinen reduziert (182). Insgesamt tragt
diese antithrombozytdre Therapie neben einer Milderung der Steatose
maf3geblich zur Pravention einer NASH und eines NASH-induzierten HCC bei,

wobei die vorteilhaften Effekte COX-unabhangig vermittelt werden (182).

Eine weitere wichtige Storvariable stellte bei kardiovaskular erkrankten Patienten
die evidenzbasierte medikamentdose Therapie mit Statinen dar, denn die
hepatische Einlagerung von Lipiden wie Cholesterin spielt auch infolge der
Lipotoxizitat eine wichtige Rolle in der Pathogenese der NAFLD (33, 183). Neben
der Cholesterin-senkenden Wirkung vermitteln Statine dartber hinaus jedoch
unter anderem auch antiinflammatorische Effekte (184, 185). Diese Wirkungen
stellten sich indirekt auch schon in den Basischarakteristika dar, denn Patienten,
die Statine erhielten, fanden sich signifikant haufiger in der Gruppe mit einer
Abnahme des Leberfettgehalts wieder, jedoch ebenfalls haufiger auch in der

Gruppe, welche eine Antiaggregation erhielt.

Eine weitere Limitation der dieser Dissertation zugrunde liegenden Studie war
zum einen die geringe Fallzahl von lediglich 25 Patienten, die in die Auswertung
eingingen, und welche es schwierig machte, statistisch signifikante Ergebnisse
zu erzielen. Daruber hinaus konnten bei manchen dieser Patienten aus
organisatorischen Grinden nicht alle geplanten Untersuchungen durchgefihrt
werden, was die Fallzahlen bei verschiedenen statistischen Auswertungen noch
weiter reduzierte. Daher war in den Daten oftmals nur eine Tendenz ohne
statistische Signifikanz zu erkennen, was die korrekte Interpretation der
Ergebnisse dieser Dissertation fehleranfalliger macht. Zum anderen wurde nicht

ausgeschlossen, ob eine Anderung von Lebervolumen, Leberfettgehalt oder der
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Expression der thrombozytéaren Biomarker nicht auch auf Lebensstilfaktoren wie
eine gesindere Erndhrung, Gewichtsabnahme oder vermehrte korperliche
Bewegung im Verlauf des Beobachtungszeitraums von 6 Monaten nach PCI

zuruckzufihren war.

Um noch einmal auf die Erkenntnis aus der dritten zentralen Frage dieser
Dissertation zuriickzugreifen, welche besagt, dass eine Abnahme der Expression
der thrombozytaren Biomarker im Verlauf mit einer ungunstigen Prognose der
NAFL assoziiert ist, lasst sich auch nach Betrachtung sowohl des
wissenschaftlichen Kenntnisstandes als auch der Storvariablen und Limitationen
der Studie keine hinreichende Erklarung dafur finden. Denn ein ungunstiger
Verlauf der NAFL ware durch den Ubergang zur NASH und eine Zunahme der
Inflammation - auch der thrombozytenvermittelten Inflammation -
gekennzeichnet, was bedeuten wuirde, dass die Expression der pro-
inflammatorischen thrombozytéren Biomarker zunehmen musste (37, 38, 182).
Zwar zeigte sich, dass in der Gruppe derjenigen Patienten, welche eine
Antiaggregation erhielten, die Expression der Biomarker weit weniger stark
abnahm als in der Vergleichsgruppe — ebenso war eine lipidsenkende Therapie
mit Statinen signifikant haufiger in der nicht-progredienten Patientengruppe
vertreten —, doch eine Erklarung, warum die Expression der thrombozytaren
Biomarker bei Krankheitsprogredienz der NAFL so ausgepragt abnahm, liefert
dies nicht. Nun wére denkbar, dass es bei zunehmender Progression infolge des
kontinuierlichen Untergangs der Hepatozyten und einer zunehmenden Fibrose
zu einem ,Ausbrennen“ der Entziindung und folglich einem Rlckgang der
Expression dieser proinflammatorischen Biomarker kommt, doch erscheint dies
bei unserem klinisch Gberwiegend nur gering betroffenen Patientenkollektiv ohne
initial bedeutende Unterschiede hinsichtlich der Serumspiegel der
Transaminasen und aufgrund des recht kurzen Beobachtungszeitraums von nur
6 Monaten eher unwahrscheinlich. Sicherlich kénnten auch Ungenauigkeiten bei
der Bestimmung der Expression der thrombozytaren Biomarker zu diesem

Ergebnis gefuhrt haben.
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Um die zentralen Fragestellungen aus dieser Dissertation noch ausfuhrlicher
beantworten zu kdénnen, kénnte man, unter Bezugnahme auf die Limitationen
dieser Studie, in Zukunft eine oder mehrere Studien anschliel3en, welche
beispielsweise nicht nur ein gréf3eres Patientenkollektiv umfassen, sondern auch
die thrombozytenvermittelte Inflammation anhand der Expression der
thrombozytaren Biomarker bei der NASH genauer untersuchen. Es lie3e sich
eine ahnlich geartete Studie auch bei einem Patientenkollektiv, das keine
Antiaggregation oder Statintherapie erhalt, durchfihren, um diese Storvariablen
auszuschlieBen. Oder man konnte durch Fragebdgen Lebensstilfaktoren
erfassen und in Bezug zum Verlauf einer NAFL oder NASH setzen. Ebenfalls
empfiehlt es sich, die Antiaggregation, welche in dieser Dissertation vor allem als
bedeutsame Storvariable zur Darstellung kam, n&her ins Blickfeld zu riicken.
Denn wie schon in einer kirzlich veroffentlichten Studie gezeigt, tragt eine duale
antithrombozytare Therapie mit ASS und Clopidogrel bzw. Ticagrelor zur
Milderung und Prévention einer NAFLD sowie des NASH-assoziierten HCC bei
und kdnnte damit in Zukunft moglicherweise eine wichtige Therapiesaule fir eine

bislang medikament®s nur unzureichend behandelbare Erkrankung bilden (182).
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5. Zusammenfassung

Bei der nicht-alkoholischen Steatosis hepatis handelt es sich um eine in
Wohlistandsgesellschaften zunehmend haufige Erkrankung, welche eng mit dem
metabolischen Syndrom assoziiert ist und gemeinsame Risikofaktoren mit der
koronaren Herzerkrankung besitzt. Es ist bereits bekannt, dass die Expression
verschiedener thrombozytarer Biomarker prognostische Relevanz fir die
koronare Herzerkrankung aufweist. Dass die Thrombozyten-vermittelte
Inflammation ebenfalls eine wichtige Rolle in der Pathogenese der nicht-
alkoholischen Steatosis hepatis spielt, fihrte zu der zentralen Fragestellung
dieser Dissertation: Inwiefern sind thrombozytare Biomarker mit dem
Auspragungsgrad, der Prognose und dem Verlauf der nicht-alkoholischen

Steatosis hepatis assoziiert?

Zur Beantwortung dieser Frage fuihrten wir eine prospektive Kohortenstudie an
einem kleinen Patientenkollektiv mit Indikation zur elektiven Koronarangiographie
und Risikofaktoren fiir eine nicht-alkoholische Steatosis hepatis durch, von
welchem schliel3lich 25 Patienten in die statistische Auswertung aufgenommen
wurden. Die Studie umfasste die Teilnahme an zwei Untersuchungen im Abstand
von ungefahr 6 Monaten. Die Expression der thrombozytaren Biomarker CXCR4,
CXCR7, HMGB1, CD62p und TGF-B1 wurde mithilfe der Fluoreszenz-aktivierten
Durchflusszytometrie bestimmt; das Ausmal’ einer hepatischen Steatose mithilfe
der Magnetresonanztomographie. Zusatzlich wurde der Einfluss einer
Antiaggregation auf die Expression dieser Biomarker analysiert, um der

bedeutendsten Storvariable unseres Studiendesigns Rechnung zu tragen.

Bei der Analyse der Werte der Biomarker aus der Basisuntersuchung zeigte sich
zunéchst, dass diese individuell nur unzureichend mit dem Lebervolumen und
dem Leberfettgehalt als Zeichen der nicht-alkoholischen Steatosis hepatis
korrelierten. Gruppierte man das Patientenkollektiv jedoch anhand des
zukunftigen Verlaufs im 6-monatigen Untersuchungszeitraum nach Zu- und

Abnahme des Ausmalles der Steatosis hepatis ein, zeigte sich bei den
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Basiswerten der Biomarker, dass CXCR4 signifikant (p = 0,008) sowie CXCR7
(p = 0,167), HMGBL1 (p = 0,180) und TGF-B1 (p = 0,114) ebenfalls deutlich mit
einer zukunftigen Zunahme des Leberfettgehalts assoziiert waren. Fur CD62p
war dies nicht der Fall. Des Weiteren stellte sich bei Betrachtung des Verlaufs
der Expression der Biomarker dar, dass eine Progression der Steatosis hepatis
von einer Abnahme der Expression der thrombozytaren Biomarker begleitet war,
wiederum mit Ausnahme von CD62p. Dieser Zusammenhang war fur CXCR4 (p
= 0,002), CXCR7 (p = 0,027), HMGB1 (p = 0,026) und TGF-B1 (p = 0,015)
signifikant, wobei er hinsichtlich der Entwicklung des Leberfettgehalts wesentlich

starker ausgepragt war als bezuglich des Lebervolumens.

Hieraus wachst nun die Erkenntnis, dass bestimmte thrombozytéare Biomarker
mit der Prognose der nicht-alkoholischen Steatosis hepatis assoziiert sind und
folglich eine hohe Expression hiervon einen Risikofaktor fir eine zukunftige
Progredienz darzustellen scheint. Jedoch sind die Ergebnisse dieser Dissertation
zundchst mit Vorsicht zu betrachten, da verschiedene Limitationen und
Schwachen unseres Studiendesigns vorliegen. Neben den geringen Fallzahlen
ist dabei vor allem die Einnahme einer Antiaggregation von Teilen unseres
Patientenkollektivs zu nennen. So zeigte sich, dass sich die Expression der
untersuchten Biomarker nicht unbedingt signifikant, aber dennoch deutlich
zwischen den Patientengruppen mit und ohne Antiaggregation unterschied und

dabei nach obiger Erkenntnis sogar in vorteilhafter Weise beeinflusst wurde.

Um genauere Aussagen treffen zu kénnen, bietet es sich daher in Zukunft an,
eine ahnlich geartete Studie an einem grof3eren Patientenkollektiv, das keine
Antiaggregation erhalt, durchzufihren. Genauso scheint es aber auch
lohnenswert, in der Forschung die antithrombozytare Therapie bei der nicht-
alkoholischen Steatosis hepatis néher ins Blickfeld zu riicken, da nach neuesten
wissenschaftlichen Erkenntnissen die duale antithrombozytare Therapie eine
vielversprechende Therapieoption fir diese bisher medikamentdés nur

unzureichend behandelbare Erkrankung darzustellen scheint.
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6. Verdffentlichungen

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde Folgendes veroffentlicht:

Malehmir, M., D. Pfister, S. Gallage, M. Szydlowska, D. Inverso, E. Kotsiliti, V.
Leone, M. Peiseler, B. G. J. Surewaard, D. Rath, A. Ali, M. J. Wolf, H. Drescher,
M. E. Healy, D. Dauch, D. Kroy, O. Krenkel, M. Kohlhepp, T. Engleitner, A. Olkus,
T. Sijmonsma, J. Volz, C. Deppermann, D. Stegner, P. Helbling, C. Nombela-
Arrieta, A. Rafiei, M. Hinterleitner, M. Rall, F. Baku, O. Borst, C. L. Wilson, J.
Leslie, T. O'Connor, C. J. Weston, D. H. Adams, L. Sheriff, A. Teijeiro, M. Prinz,
R. Bogeska, N. Anstee, M. N. Bongers, M. Notohamiprodjo, T. Geisler, D. J.
Withers, J. Ware, D. A. Mann, H. G. Augustin, A. Vegiopoulos, M. D. Milsom, A.
J. Rose, P. F. Lalor, J. M. Llovet, R. Pinyol, F. Tacke, R. Rad, M. Matter, N.
Djouder, P. Kubes, P. A. Knolle, K. Unger, L. Zender, B. Nieswandt, M. Gawaz,
A. Weber and M. Heikenwalder (2019). "Platelet GPIbalpha is a mediator and
potential interventional target for NASH and subsequent liver cancer." Nat Med
25(4): 641-655.

Die Daten fur diese Publikation wurden an einer dhnlichen Patientenkohorte wie
die Daten der vorliegenden Dissertation erhoben; letztere wurden jedoch bislang

nicht publiziert.
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