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1. Einleitung

1.1 Der Wachstumsfaktor Pigment epithelium-derived factor (PEDF)
Wachstumsfaktoren sind Botenstoffe, die sowohl Zellwachstum als auch Gewebe-
proliferationen und Differenzierungen steuern kénnen (Alberts et al. 2012). Sobald
die Wachstumsfaktoren von Rezeptoren auf den Oberflachen ihrer Zielzellen er-
kannt werden, wirken sie Uber eine Signalkaskade entweder inhibitorisch oder
exzitatorisch (Alberts et al. 2012). Ein komplexer Signalweg im Inneren der Zelle
fuhrt dabei zur Genabschaltung oder Genaktivierung (Alberts et al. 2012). Dies
wurde beispielsweise bei Wundheilungen aber auch bei pathologischen Mecha-
nismen beobachtet (Filleur et al. 2009; Tsao et al. 2006). Zu den Wachstumsfakto-
ren zahlen Proteine und Zytokine (Alberts et al. 2012).

Bei dem Wachstumsfaktor Pigment epithelium-derived factor (PEDF) handelt es
sich um ein 50 kDA schweres Glykoprotein (Chung et al. 2008; Filleur et al 2009).
Es besteht aus 418 Aminosauren, wobei die extrazellularen Proteine von PEDF in
ihrer Sekundar- und Tertiarstruktur die Form von Serpinen aufweisen (Gong et al.
2010). Daher gehort PEDF zu der Familie der Serin-Peptidase-Inhibitoren, ohne
jedoch deren hemmende Wirkung zu besitzen (Filleur et al. 2009; Xu et al. 2011).

Der Wachstumsfaktor PEDF besitzt die, flr Serpine typische, Struktur einer reakti-
ven Schleife (reactive centre loop; RCL) (Filleur et al. 2009). Die Funktion des
RCLs konnte beim PEDF noch nicht eindeutig geklart werden. Bekannt ist bisher,

dass PEDF an Kollagenl und Heparin binden kann (Olson et al. 2011).

Die oben angefuhrten Erkenntnisse konnten zumeist durch Tierexperimente an
Mausen gewonnen werden. Dabei wurde das Protein PEDF vorwiegend aus
menschlichen fetalen Retinal-Pigment-Epithelium-Zellen isoliert (Tombran-Tink et
al. 2004).

PEDF wird in vielen Geweben des menschlichen Kérpers exprimiert (Samkharad-
ze et al. 2011). Die hdchste Konzentration dieses Proteins konnten in Augen, Ho-
den, Ovarien, Plazenta und Pankreas nachgewiesen werden (Samkharadze et al.
2011). Hepatozyten exprimieren besonders hohe PEDF-Konzentrationen (Chung
et al. 2008). Im verstarkten Mal3 ist PEDF auch in adipésen Kérperbereichen zu
finden (Filleur et al. 2009).
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PEDF ist durch seine Pluripotenz gekennzeichnet. Es ist bekannt, dass der
Wachstumsfaktor sowohl antiangiogenetisch als auch antiproliferierend, differen-
zierungsférdend, neuroprotektiv und antiinflammatorisch wirken kann (Akiyama et
al. 2010; Filleur et al. 2009; Sabater et al. 2010; Sanchez-Sanchez et al. 2008).

Es wird angenommen, dass PEDF zum Schutz vor oxidativem Stress beitragt (Fil-
leur et al. 2009; Tsao et al. 2006). Wahrend der Faktor bislang hauptséchlich
durch seine starke antiangiogenetische Wirkung bekannt war, beschreibt die Ver-
offentlichung von Elahy et al. (2012) verschiedene Wirkungen auf Stammzellen.

Sie sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst (Elahy et al. 2012).

Tab. 1: Effekte vom Pigment epithelium-derive-factor (PEDF) auf verschiedene
Stammzelltypen modifiziert nach Elahy et al. (Elahy et al. 2012)

Stammzelltyp PEDF-Wirkung Referenz en
Menschliche embryonale |« Zellproliferation Anisimov et al. 2011;
Stammzellen * Unterstiitzung Zhu etal. 2011

» Uberleben
Neurale Stammzellen » Selbsterneuerung Quan et al. 2005;
» Wartung von Multipotenz Ramirez-Castillejo et al. 2006

e Aktivierung der Zellteilung
« antiapoptotische Effekte

Retinale Stammzellen « Selbsterneuerung Andreu-Agullé et al. 2009;
¢ Zellexpansion Hou et al. 2010;

 Migrationshemmung und Apoptoseinduzie- | Tong et al. 2006
rung von Endothelzellen

* Regression der CNV (bei niedrigen Dosen)

¢ Entwicklung von Neovaskularisationen (in
hohen Dosen)

Erste Untersuchungen zeigen, dass der antiangiogenetische und neuroprotektive
Effekt durch eine Aktivitat der N-terminalen Region des Proteins entsteht, wahrend
die C-terminalen Peptide mit den Membranrezeptoren interagieren (Filleur et al.
2009; Sanchez-Sanchez et al. 2008). Wie PEDF biologische Prozesse genau kon-
trolliert, ist im Detail noch nicht bekannt. Erste Studien weisen darauf hin, dass
verschiedene Rezeptoren (PEDF-Rs) fur die biologischen Effekte von PEDF
denkbar sind. Deren weitere Erforschung kdnnte dazu beitragen die Mechanismen
der Rezeptoren-Liganden-Interaktion bei PEDF genauer zu verstehen. Transkrip-
tionsfaktoren, wie zum Beispiel nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of acti-
vated B cells (NF-kB), nuclear factor of activated T cells (NFATS), der peroxisome

proliferator-activated receptor (PPAR-y) oder das System des urokinase-type
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plasminogen activator (UPA) und sein Rezeptor urokinase-type plasminogen acti-
vator receptor (UPAR), werden Uber PEDF-aktivierte Signalkaskaden reguliert
(Dass et al. 2008; Elahy et al. 2012; Ho et al. 2007; Yabe et al. 2001; Zaichuk et
al. 2004).

Andreu-Agullé et al. zeigten auf, dass PEDF ein Gleichgewicht zwischen symmet-
rischen und asymmetrischen Sequenzen in neural stamm cells (NSCs) moduliert.
Im multipotenten Entwicklungsstand dieser Zellen begunstigt PEDF deren selbst-
gesteuerte Spaltung und Instandhaltung dadurch, dass er auf die Notch-
Transkriptions-Aktivitat wirkt (Andreu-Agullé et al. 2009; siehe hierzu auch Elahy
et al. 2012).

Quantitativ gesehen zahlt PEDF zu den bedeutendsten Adipokinen und konnte in
Mauseexperimenten bei adipositasbedingter Insulinresistenz als Vermittler nach-
gewiesen werden (Bohm et al. 2012). B6hm et al. belegten, dass Personen mit
erhohtem Typ-2-Diabetes-Risiko einen PEDF-Gen-Polymorphismus besitzen. Die-
ser bestimmt, neben der Korperfettmasse, die kdrperfettabhangige Insulinsensitivi-
tat und den Plasma-Leptin-Spiegel (Bohm et al. 2012). Daraus lasst sich ein For-
schungsinteresse der Endokrinologie ableiten, die Funktion und Wirkungsweise
von PEDF detaillierter offenzulegen. Aktuelle Studien konzentrieren sich auf die
Prognose zum Fortschreiten von Erkrankungen. Dazu z&hlen sowohl die Bereiche
der Retino- als auch der Nephropathie. Beide Krankheitsbilder treten vermehrt bei

langzeitig bestehendem Diabetes mellitus auf (Matsuyama et al. 2008).

In dieser Untersuchung sollen weitere Erkenntnisse Uber die Assoziation von
PEDF mit Markern des metabolischen Syndroms sowie der kardiovaskuléare Sterb-
lichkeit gewonnen werden. Dabei wird der Zusammenhang von PEDF und dem
Body-mass-Index, den Gewichtsklassen, dem Taillen-Hift-Index, Diabetes melli-
tus, glykierten Hamoglobin, Homeostasis model assessment-Index (HOMA) und
dem Sterberisiko untersucht. Diese Parameter werden im folgenden Abschnitt er-

lautert.
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1.2 Untersuchte Parameter

1.2.1 Body-Mass-Index (BMI)/Gewichtsklassen

Forschungsergebnisse zeigen, dass sich nach Gewichtsverlust von Patienten die
PEDF-Konzentration signifikant verringert (Sabater et al. 2010). Aus diesen Be-
obachtungen leitet sich die Frage ab, ob der PEDF-Spiegel generell mit dem Kor-
pergewicht korreliert. Als Parameter, die das Korpergewicht einschliel3en, wurden

der Body-Mass-Index (BMI) und die entsprechende Gewichtsklassen betrachtet.

Der BMI ist eine Mal3zahl fur die Bewertung des Kérpergewichts in Relation zu der
Korpergrol3e. Die Formel zur Berechnung lautet dabei:

BMI [kg/m?] = Kérpergewicht [kg] / (KérpergréRe [m])?

Die Verwendung des BMI als Untersuchungseinheit wird kritisch betrachtet. Ande-
re Indizes beschreiben die Gewichtsgruppen detaillierter. Durch seine verbreitete
Anwendung gilt er jedoch weiter als Standardmalf fir die Einschatzung von Ge-

wichtsgruppen (Bedogni et al. 2010) und wird auch in diese Arbeit einbezogen.

Ein BMI von 30 kg/m? gilt als Schwellenwert fiir den Ubergang zur Adipositas, bei

dem eine erhohte Morbiditat nachzuweisen ist (Dietel et al. 2012).

Adipositas kann in drei Schweregrade eingeteilt werden. Die hier gewahlten Eintei-
lungen stammen aus den klinischen Leitlinien der WHO zur Identifizierung, Bewer-
tung und Behandlung von Ubergewicht und Adipositas bei Erwachsenen und sind
in der folgenden Tabelle dargestellt (WHO, 2000).

Tab. 2: Modifizierte Darstellung der Klassifizierung von Gewicht und Fettleibigkeit anhand des
Body-Mass-Index (BMI) (WHO, 2000)
Gewichtsklassen BMI [kg/m “]

Untergewicht <18,5

Normalgewicht 18,5-24,9
Ubergewicht 25,0-29,9

Fettleibigkeit (1) 30,0-34,9

Fettleibigkeit (11) 35,0-39,9

Extreme Fettleibigkeit (111) 40

Insbesondere beim Vorliegen von Risikofaktoren, die durch eine Adipositas beein-
flusst werden, wie beispielsweise eine arterielle Hypertonie oder eine gestorte

Glukosetoleranz, gelten schon BMI-Werte zwischen 25 und 30 kg/mz2 als klinisch

4
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relevant und behandlungsbedurftig (Dietel et al. 2012). Im Zusammenhang mit
Rauchen steigt zudem die Mortalitat stark an (Calle et al. 1999).

In dieser Untersuchung wurde insbesondere Adipositas mit erhéhter Morbiditat im

Zusammenhang mit dem PEDF-Spiegel des Patientenkollektivs betrachtet.

1.2.2 Taillen-Huft-Index (THI)

Mit Hilfe des Taillen-Huft-Index (THI) wird versucht die Fettgewebsverteilung einer
Person zu erfassen. Beim THI wird das Verhaltnis vom Taillen- zum Hiftumfang in
Relation gesetzt. Gemessen wird der Taillenumfang mittels drucklosen Anlegens
eines Mal3bands auf Nabelhdhe. Der Huftumfang wird an der maximalen Becken-
erhebung gemessen und in Zentimetern angegeben (Bozorgmanesh et al. 2010).
Laut einer Validitatsstudie lagen 1990 die durchschnittlichen THI-Werte fir Manner
bei 0,69 und fur Frauen bei 0,70 (Rimm et al. 1990).

Mit Hilfe des THI lassen sich zwei Fettverteilungsmuster differenzieren. Ab einem
Verhéltnis von tber 0,9 bei Frauen bzw. tber 1,0 bei Mannern, spricht man vom
viszeralen oder abdominalen /androidem Fett. Abzugrenzen davon ist das gynoide
Fettverteilungsmuster, welches die Fettablagerung im Glutea- und Oberschenkel-
bereich beschreibt. Die Verteilung des Fettgewebes spielt eine bedeutende Rolle
beim Ausmal? der Adipositas assoziierten Morbiditat. Die genauen Ursachen des

unterschiedlichen Morbiditatsrisikos sind noch unbekannt.

Bewiesen ist, dass es bei dem abdominalen Fettverteilungsmuster zu einer stéar-
ken Entwicklung von Adipositas bedingten Folgeerkrankungen kommt (Dietel et al.
2012). Diese beschleunigen das Auftreten von kardiovaskularen Erkrankungen.
Bei einem erhdhten THI besteht ein gréf3eres Risiko fur die Entwicklung ischami-
scher Herzkrankheiten und kardiovaskularer Erkrankungen (Freedman et al.
2007).

Daten von Vague beschreiben, dass Adipositas zudem die Entstehung von Diabe-
tes begunstigt. Er war der Erste, der bei Frauen mit einer androiden Fettleibigkeit

eine hohe Pravalenz fir die Entstehung von Diabetes erkannte (Vague 1956).

In einer Studie von Yamagishi et al. wird beschrieben, dass ein enger Zusammen-
hang zwischen PEDF und dem metabolischen Syndrom besteht (Yamagishi et al.
2006).



Einleitung

1.2.3 Diabetes mellitus
Bei Diabetes mellitus (,HonigsuRRer Durchfluss®) handelt es sich um eine chroni-
sche Stoffwechselkrankheit. Sie kann entweder auf einem absoluten oder auf ei-

nem relativen Insulinmangel oder einer Kombination von beidem beruhen.

H&aufige Langzeitkomplikationen der Erkrankung sind unter anderem Blutgefaf3-
und Nervensystemschadigungen (Dietel et al. 2012). Die damit verbundenen Ver-
anderungen zahlreicher Organsysteme stellen sowohl fir die betroffene Einzel-
person als auch fur das deutsche Gesundheitssystem eine hohe Belastung dar.
Es wird vermutet, dass Diabetes mellitus kinftig weltweit eine der wichtigsten Ur-
sachen fur Morbiditat und Mortalitat sein wird (Dietel et al. 2012).

Die Erkrankung kann atiologisch klassifiziert werden. In der folgenden Tabelle sind

die vier Hauptgruppen aufgefthrt.

Tab. 3: Modifizierte Darstellung der atiologischen Klassifikationen des Diabetes Mellitus
(American Diabetes Association, 2010)

Klasse |Atiologie

I Typ 1 Diabetes (absoluter Insulinmangel durch 3-Zelldestruktion)

Il Typ 2 Diabetes (Insulinresistenz)

1 Andere Diabetesformen (z.B. durch genetische Defekte, medikamentds oder hor-
monell induziert)

\% Gestrationsdiabetes (metabolische Veréanderung)

Uberernahrung und eine daraus entstehende Adipositas gelten als entscheidende
Manifestationsfaktoren der diabetischen Erkrankung. Hierbei kommt es aufgrund
von langfristig hohen Insulinspiegeln zu einer Abnahme der Dichte und der Sensi-
bilitdt der Insulinrezeptoren, sodass die Insulinwirkung insgesamt vermindert wird
(Orgaz et al. 2009). Diabetes im Zusammenhang mit dem PEDF-Plasmaspiegel
zu bestimmen, beruht auf der Erkenntnis, dass PEDF als Angiogeneseinhibitor
bekannt ist (Ogata et al. 2007). In den Untersuchungen wurden die PEDF-
Konzentrationen in Augen von Patienten mit diabetischen Retinopathien bestimmt.
Es zeigten sich niedrige okulare PEDF-Spiegel (Boehm et al. 2003), wéhrend der
PEDF-Spiegel im Blut von Diabetikern unbekannt war (Ogata et al. 2007).

1.2.4 Glykiertes Hamoglobin (HbAlc)
Glykiertes Hamoglobin (HbALlc) ist ein Laborparameter, der den prozentualen Gly-
koh&moglobinanteil am Gesamthamoglobin der Erythrozyten angibt. Er eignet sich

6
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sowohl zur Primardiagnostik als auch zur Erfassung der Langzeitstoffwechselein-
stellung bei Diabetes mellitus (Siegel et al. 2009). Ist der Blutzuckerspiegel bei
nicht oder schlecht eingestellten Diabetikern flir langere Zeit stark erhoht, findet
eine vermehrte Glykierung statt und es kommt zu einem Anstieg des HbAlc-
Wertes (Siegel et al. 2009). Besonders bei Patienten mit metabolischem Syndrom
und Diabetes mellitus Typ 2, sollte der Glukosespiegel mittels HbA1c gut kontrol-
liert werden, da ein erhdhtes Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungen (CVD) be-
steht (Grundy et al. 2004).

Als Standard zur HbAlc- Bestimmung dienen die Diabetes Control and Complica-
tions Trial-Alc (DCCT-Alc) kalibrierten Assays.

Als Therapieziel bei diabetischen Patienten empfiehlt die American Diabetes
Association (ADA) einen mdglichst normnahen Wert zu erreichen, ohne jedoch in
den Risikobereich fur Hypoglykdmien zu kommen (American Diabetes Association
2010). Das individuelle Ziel kann dabei zwischen < 6,5 % und < 7,5 % liegen. Laut
ADA sollte die Bestimmung des HbAlc mindestens zweimal jahrlich erfolgen, bei
unangemessener Stoffwechseleinstellung oder Therapiednderung sogar alle 3
Monate (American Diabetes Association, 2010). Als reprasentativer Parameter zur
Glukosekontrolle wurde der HbAlc auch in der Studie von Ogata et al. verwendet
und im Vergleich zum PEDF-Level betrachtet (Ogata et al. 2007).

1.2.5 Homeostasis model assessment-Index (HOMA-Inde  x)

Der Homeostasis model assessment-Index (HOMA-Index) versucht, neben vielen
anderen Indices, Anhalt auf die Insulinsensibilitat zu geben. Er ermdglicht Ruck-
schlisse auf die Betazellfunktion und gilt als méglicher Indikator um das Verhaltnis
zwischen hepatischer Glukoseabgabe und pankreatischer Insulinsektion zu be-
schreiben (Matthews et al. 1985). Die Formel fir den Index legten Matthwes et al.
fest. Die Berechnung erfolgt aus dem Nuchterninsulinspiegel und dem Nichtern-
glukosespiegel und wird, je nach der Messeinheit der Ausgangsdaten der Nuch-

ternglukose, angegeben:

HOMA-Index = (NUchterninsulin [mU/I] x Nuchternglukose [mg/dl]) / 405 oder

HOMA-Index = (Nuchterninsulin [mU/I] x Nichternglukose [mmol/dl]) / 22,5
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Die errechneten Werte lassen sich dann in Bezug zur Insulinwirkung setzen, wie

die folgende Tabelle zeigt.

Tab. 4: Interpretation der Homeostasis model assessment (HOMA)-Werte (Hagemann, 2011)
HOMA-Index Interpretation
<1 Normal
>2 Hinweis auf eine Insulinresistenz
>2,5 Insulinresistenz sehr wahrscheinlich
>5,0 Durchschnittswert bei Typ 2-Diabetikern

Eine Assoziation der Insulinsensitivitat mit frei zirkulierendem PEDF-Level beim
Menschen wurde zum ersten Mal von Sabater et al. nachgewiesen (Sabater et al.
2010).

1.2.6 Sterberisiko

Im Rahmen der Framinghamstudie aus den Vereinigten Staaten wurden seit 1948
Teilnehmer in regelmalligen Abstanden unter Betrachtung verschiedener gesund-
heitlicher Aspekte untersucht. In dieser Kohortenstudie wurde das Zusammenspiel
vieler Risikofaktoren beschrieben, die die Sterblichkeitsrate erhéhen (Calle et al.
1999). Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen die haufigste Todesursache in den
USA dar. Frih wurde erkannt, dass eine Korrelation zwischen einem erhdhten
BMI und einem vergré3erten Huftumfang mit einem erhdhten Sterberisiko besteht.
Sowohl bei einem BMI von 30 kg/mz2, als auch bei einem abdominalen Fettvertei-
lungsmuster, liegt nachweislich eine erhéhte Morbiditat vor (Dietel et al. 2012). Die
Todesursache ist dabei haufig Herz-Kreislauf-Versagen, welches als Folge aus
der Grunderkrankung entsteht (Higgins et al. 1987).

Dass auch Diabetes und das metabolische Syndrom zu einer erhéhten Morbiditat
fuhren konnen, wird in der Vertffentlichung von Freedmann et al. geschildert
(Freedmann et al. 2007).

1.3 Fragestellung

Die Studie erzielt eine genauere Erforschung der Rolle des Wachstumsfaktors
PEDF als kardio-metabolischer Risikomarker an einem Hochrisikokollektiv
(LURIC-Kohorte). Entsprechend des Studienkollektivs wurden Schwerpunkte in

den Bereichen der Diabetes mellitus, Insulinresistenz sowie Ubergewichtigkeit ge-
8
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setzt, welche als Hauptprobleme unserer Wohlstandsgesellschaft gelten [15] (Die-
tel et al. 2012).

Anhand der Betrachtung folgender klinischer und chemischer Parametern unserer

Datensammlung wurde die Studie unter folgenden Fragestellungen vorrangig be-

trachtet:

1.

Bestehen relevante Korrelationen zwischen der PEDF-Konzentration und
dem BMI?

Sind Zusammenhange zwischen der PEDF-Konzentration und den Ge-
wichtsklassen erkennbar?

Besteht eine Abhangigkeit zwischen der PEDF-Konzentration und dem
THI?

Gibt es eine Relation zwischen der PEDF-Konzentration und dem Diabetes
mellitus?

Bestehen signifikante Zusammenhange zwischen der PEDF-Konzentration
und dem HbA1c?

Sind relevante Assoziationen zwischen der PEDF-Konzentration und dem
HOMA-Index erkennbar?

Besteht eine Abhangigkeit zwischen der PEDF-Konzentration und dem

Sterberisiko?

Weitere Studienergebnisse sind auf3erdem im Anhang zu finden.
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2. Material und Methoden
2.1 PEDF-Gehaltbestimmungen an Blutproben

2.1.1 Proben- und Patientendatengewinnung
Sowohl die untersuchten Blutproben, wie auch die dazugehdrigen Patientendaten,
stammen aus einer gemeinschaftlich fur Forschungszwecke angelegten Daten-

bank der Universitatsklinik Ulm.

Hieraus wurden insgesamt 2981 Blutproben in Hinblick auf deren PEDF-
Konzentration untersucht. 169 der untersuchten Patienten stammen dabei aus
dem Patientenkolletiv der internen medizinischen Zentrumsdatenbank der Univer-
sitdt Ulm (Deutschland). Die Ubrigen 2812 Patientensatze stammen aus einer Da-
tenbank namens LURIC (Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Health). Als in-
terne Kontrollen verwendeten wir bei jeder Elisaplatte zwei ausgewahlte Patien-
tenseren aus der Blutbank. Bei dem Gesamtkollektiv wurden als Schwerpunkte die
Aspekte Geschlecht, Alter, Gewicht und Diabetes mellitus im Zusammenhang mit
der PEDF-Konzentration betrachtet. Weitere Datenbetrachtungen sind aufgefa-

chert im Anhang zu finden.

Bei dem Grof3teil der untersuchten Patienten war Diabetes mellitus bekannt, wo-

von vorwiegen Typ 2 vertreten war.

Alle Probanden hatten das Mindestalter von 18 Jahren. Eine Einverstandniserkla-

rung der Einzelpersonen lag vor.

2.1.2 Bestimmung der PEDF- Konzentration mittels EL ~ ISA
Um die quantitative PEDF-Konzentration in den verschiedenen Patientenseren zu
ermitteln, wurde die Enzyme-linked immunosorbent assay-Technik (ELISA-

Technik) verwendet.

Es wurden kommerzielle ELISA-Kits RD191114200R HUMAN PEDF ELISA der
Firma BioVendor Research and Diagnostic Products (Modrice, Czech Republic,
2010) verwendet. Die Nachweisgrenze fur PEDF betrug 1200 ng/ml, die Intra-
Assay-Variabilitat lag bei 5-10 %. Der gesamte Inhalt des Kits ist in der folgenden

Tabelle 5 aufgelistet.

10



Material und Methoden

Tab. 5:

Ubersicht der Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-Kit-Reagenzien modifiziert
nach Herstellerangaben (BioVendor Research and Diagnostic Products, 2010)

Kitkomponente Zustand Menge
antikdrperbeschichtete Mikrotitrierplatte | direkt verwendbar |96 Vertiefungen
biotinmarkierte Antikdrper direkt verwendbar |13 ml
Streptavidin-HPR-Konjugat direkt verwendbar |13 ml
Masterstandard gefriergetrocknet |2 Ampullen
Qualitatskontrollen gefriergetrocknet |2 Ampullen
(hohe PEDF-Konzentration)

Qualitatskontrollen gefriergetrocknet |2 Ampullen
(niedrige PEDF-Konzentration)

Verdlinnungspuffer direkt verwendbar |75 ml
Waschlésung konzentriert 100 ml

Abbildung 1 stellt den Inhalt des Kits noch einmal fotographisch dar.

Abb. 1:

Blutproben (links), Mikrotitrierplatte (mittig) und BioVendor Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)-Kit mit: Verdinnungspuffer fur Blutseren und
Herstellerkontrollen, Herstellerstandard (hoch und niedrig), Masterstandard,
Waschlésungskonzentrat, biotinmarkierte Antikérper, Streptavidin-HPR-Konjugat,

Substratlésung, Stopplésung

11
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Tabelle 6 beschreibt die verwendeten Laborutensilien.

Tab. 6: Auflistung verwendeter Gerate mit Hersteller/Lieferfirmen

Gerate Hersteller/Lieferfirma
Reagenzglaser Greiner bio-one, Deutschland
Pipetten Gilson, Frankreich
Multipipette plus Eppendorf, Deutschland
Votex Genie 2 Bender&Hobein AG, Schweiz
MTS 2/4 digital Mikrotiterschuttler IKA, Deutschland

ELx808 Absorptions-Reader fir BioTek, Deutschland
Mikroplatten

2.1.3 Experimentelles Vorgehen

Die ELISA-Tests wurden gemal3 Herstellerangaben durchgefihrt. Zu Beginn wur-
den die gefrorenen Blutproben einige Minuten bei Zimmertemperatur auf Eis ge-
legt. Nach dem Auftauen konnten sie verdunnt werden. Dazu wurden 5 pl des Se-
rums (Gilsonpipette, 20 p mit gestopftem Aufsatz) abpipettiert und mit 495 ul (Mul-
tipipette) des Verdiinnungspuffers mittels Votexgeréat (Stufe 5-6) in Reagenzgla-
sern vermengt. Es folgte eine zweite Verdlinnungsreihe. Daflir wurden 5 pl des
neuen Flussigkeitsgemischs abpipettiert und mit 395 ul Verdinnungspuffers, wie

oben beschrieben, gut vermischt (siehe Abbildung).

Abb. 2: Serum- und Puffervermischung am Votexgerat zur Herstellung der Verdiinnungsreihen

Die Herstellerstandards, sowie die zwei mitgelieferten Kontrollen, wurden kitspezi-
fisch (siehe Abbildung 1: gelber Zettel) mit den Verdinnungspuffer (Gilsonpipette;
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1000 p mit gestopften Aufsatzen) vermengt. Diese Mischungen wurden innerhalb
von 15 Minuten immer wieder geschwenkt. Die homogene LOsung stellte den
Masterstandard und damit das Ausgangsprodukt fur die Standardverdinnungsrei-
he dar. Die Verdinnung erfolgte nach den in Tabelle 7 aufgefihrten Herstelleran-
gaben.

Tab. 7: Anleitung zur Herstellung der Standardverdiinnungsreihe
(BioVendor Research and Diagnostic Products, 2010)

Volumen vom Stan dard | Verdinnungspuffer Konzentration
Stock - 6,00 ng/ml
250 pl vom Stock 250 pl 3,00 ng/ml
250 pl von 3,00 ng/ml 250 pl 1,50 ng/ml
250 pl von 1,50 ng/ml 375 ul 0,60 ng/ml
250 pl von 0,60 ng/ml 250 pl 0,30 ng/ml
250 pl von 0,30 ng/ml 250 pl 0,15 ng/ml

Die Kontrollrohrchen (hoch und niedrig konzentriert) wurden nicht weiter verdinnt,
da sie als Pipettierkontrollen der urspriinglichen Verdinnungsreihe dienten. In der
folgenden Abbildung 3 sind die verwendeten Materialien zu sehen.

Abb. 3: Verwendete Pipetten und Reagenzréhrchen zur Herstellung der Verdiinnungsreihen
und Ubersichtstabelle zum Einbringen der Proben auf der Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)-Platte

Von den entstandenen Losungen wurden je 100 ul der Standardreihe mittels Gil-
sonpipette (200 p mit gestopftem Aufsatz) in die ELISA-Platte pipettiert. Sowohl
die Standardreihen, als auch die Kontrollen sowie die reine Pufferldsung (zur spa-

teren Kalibrierung im Faxgeréat) wurden jeweils zweifach eingebracht. Die Platte
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wurde mit einer Klebefolie bedeckt und fur 1h bei 300 rpm und Raumtemperatur
auf dem Mikrotitrierschuttler gerittelt (siehe Abbildung 4).

Abb. 4: MTS 2/4 digital Mikrotitrierschittler mit Serumproben befullter Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)-Platte beim ersten Inkubationsschritt

Nach der Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Folie entfernt und die
Kuhlen entleert. Jede Vertiefung wurde fliinfmal mit 0,35 ml einer Waschkonzent-
ratlbsung (100 ml Waschkonzentrat zu 900 ml destilliertem Wasser) ausgewa-
schen und nach jeder Waschung kraftig ausgeklopft. Es durften keine Luftblasen

oder Wasserspuren in den Kuhlen mehr sichtbar sein.

Die weiteren Pipettierschritte erfolgten alle mit der gleichen Eppendorfer Multipi-
pette (mit jeweils einem ungestopften Aufsatz). Zunachst wurden 100 pl biotinmar-
kierte Antikorper in jede der Kuhlen eingebracht, die Platte wieder mit Folie be-
klebt und 1h bei Raumtemperatur mit 300 rpm auf dem Mikrotiterschiittler inku-
biert. Im Anschluss folgte die Entleerung und Waschung wie zuvor. Daraufhin
wurden 100 pl des Streptavidin-HRP-Konjugat in alle Vertiefungen eingebracht,
klebend abgedeckt und wieder 1h bei 300 rpm auf dem Mikrotitrierschuttler inku-
biert. Nach der Endwaschungsreihe wurden 100 ul Substratlésung in die Kuhlen
einpipettiert. Die Platte musste in diesem Zustand ruhig 5 Minuten im Dunkeln

stehen. Hierbei verfarbten sich die bisher klaren Substanzen blaulich.
14
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Es folgte das direkte Einpipettieren der Stopplosung. Dabei wurde ein Farbum-
schlag von blau zu gelb sichtbar, wie in der Abbildung 6 erkennbar ist. Die Farbin-
tensitat stand wieder in Relation zur enthaltenen PEDF-Menge.

:t.,. T_‘t-.‘_.,t\—..:za,(z‘,"i :
FreT Y Yy

Abb. 5: Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-Platte beim Einpipettieren der

Stopplésung mit einem deutlichen Farbumschlag von blau zu gelb

Sobald diese Lésung eingebracht worden war, musste die ELISA-Platte innerhalb

von 5 Minuten bei einer Wellenlange von 450 nm im Absorptions-Reader eingele-
sen werden. Hier erfolgte eine Farbdichtenmessung.

o
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Abb. 6: Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-Platte mit vollstandig beftillter

Stopplésung beim Einlesen im BioTek- ELx808 Absorptions-Reader

Die sofortige computergestltzte Auswertung der Standardproben (Konzentrati-

onsangaben in ng/ml) konnte erste Hinweise auf Pipettierfehler geben (siehe Ab-
bildung 7).
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Abb. 7: Typische Auswertungskurve nach Einlesen der Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA)-Platte zur Abweichungsanalyse der Standardproben. Die Messpunkte liegen
hier alle im Normbereich.

2.2 Statistische Analyse

Alle erworbenen Daten wurden anschliel3end, durch verschiedene Korrelations-
analysen, mit dem Statistikprogramm Wilcoxon signed rank test (GraphPad Prism,
USA) ausgewertet.

Wesentliche Blutbildparameter wurden mittels Spearman-Test ausgewertet. Die-
ser eignet sich zur Auswertung unabhangiger Beobachtungspaare, wobei die kor-
relierenden GrofRen mindestens ordinal skaliert sein mussen (Toutenburg et al.
2009). Der Rangkorrelationskoeffizient ,r*, ist dabei ein Mal} fir die Starke mono-
toner Zusammenhange zwischen den verschiedenen Gro3en. Je naher ,r* bei -1

oder +1 liegt, umso starker ist der Zusammenhang.

Die verschiedenen Gruppenanalysen wurden im Mann-Whitney-U-Test (U-Test)
verglichen (Toutenburg et al. 2009). Bei dieser Studie wird ein p-Wert von p < 0.05
als Signifikanzmall festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungsgruppen

Die Gesamtdatenmenge aus der Populationsstudie umfasst 2981 Patienten, wo-
von 2003 Personen mannlich, 951 weiblich waren. Bei einem Grol3teil der Patien-
ten bestand ein kardiovaskulares Risiko (s. S. 10). Um eine erste Gliederung des
Gesamtkollektivs zu erhalten, wurden zunachst die Durchschnittswerte fur folgen-

de Aspekte geschlechtsspezifisch aufgefachert ermittelt:
1) Alter in Lebensjahren
2) Gewichtsbetrachtung mittels BMI [kg/m?] und Gewichtsklassen [kg]

3) Diabeteserkrankungen

Da nicht immer alle Parameter bei jeder Blutprobe bekannt waren, kam es bei un-
seren Untersuchungen zu variierenden Patientenanzahlen in den verschiedenen
Kategorien. Im folgenden Abschnitt werden Korrelationsanalysen zwischen den

verschiedenen Parametern und den PEDF-Werten dargestellt.

1) Der Altersdurchschnitt lag insgesamt bei 61,58 Lebensjahren. Geschlechtsspe-
zifisch aufgefachert lag der Altersdurchschnitt der Frauen mit 62,64 Lebensjahren

etwas hoher als der bei den Mannern mit 61,08 Lebensjahren (siehe Tabelle 8).

Tab. 8: Altersiibersicht in Lebensjahren [Lj] der Probanden mit vorwiegend kardiovaskuléaren
Risiken aus der Datenbank der Universitatsklinik Ulm

Frauen Manner Gesamt
Anzahl der Patienten 955 2009 2964
Durchschnitt salter [Lj] 62,64 61,08 61,58
Standard abweichung 11,81 11,05 11,32
Minimalwert [Lj] 18 18 18
Maximalwert [Lj] 92 88 92

2) Im Studienkollektiv lag der Gesamtdurchschnitt des BMI bei einem Wert von
28,11. Auch hier war der Durchschnittswert bei Frauen mit 28,65 etwas tUber dem
der Manner mit 27,85 (siehe Tabelle 9).
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Tab. 9: Body-Mass-Index (BMI)-Ubersicht [kg/m?] der Probanden mit vorwiegend
kardiovaskularen Risiken aus der Datenbank der Universitétsklinik UIm

Frauen Manner Gesamt
Anzahl der Patienten 952 2003 2959
Durchschnitt licher BMI [kg/m z] 28,65 27,85 28,11
Standard abweichung 6,436 4,465 5,192
BMI-Minimalwert [kg/m “] 16,75 16,34 16,34
BMI-Maximalwert [kg/m “] 73 68 73

Die meisten untersuchten Studienteilnehmer befanden sich mit ihrem Kérperge-
wicht [kg] im Bereich des Ubergewichts, wie auch die weitere Auffacherung zeigt
(siehe Tabelle 10).

Tab. 10:  Gewichtsklassenubersicht der Probanden, mit vorwiegend kardiovaskularen Risiken
aus der Datenbank der Universitatsklinik UIm in Kooperation, gestaffelt von
Untergewicht bis Adipositas Grad IlI

Anzahl der Frauen Manner Gesamt
Probanden mit

Untergewicht 7 0 7
Normalgewicht 269 476 746
Ubergewicht 367 1002 1372
Adipositas Grad | 186 375 561
Adipositas Grad |l 62 67 129
Adipositas Grad Il 61 32 93

3) Insgesamt war ca. 1/3 der Patienten des Studienkollektivs von diabetischen
Erkrankungen betroffen. Der Hauptanteil von Patienten mit Diabetes mellitus Typ

2- Erkrankung pragt unseren Datensatz (siehe Tabelle 11).

Tab. 11: Diabeteserkrankungsubersicht der Probanden mit vorwiegend kardiovaskuléaren Risiken
aus der Datenbank der Universitatsklinik UIm in Kooperation

Diabeteserkrankungen Frauen Manner Gesamt
Diabetes mellitus insgesamt 336 676 1012
Diabetes mellitus Typ 1 1 7 8
Diabetes mellitus Typ 2 222 361 583
unbekannte r Typ (nicht n &- 113 308 421
her bezeichnet)
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3.2 Korrelationen klinischer und biochemischer Para meter mit PEDF
Im Vergleich zwischen der PEDF-Konzentration und bestimmten klinischen oder
biochemischer Parametern wurden die Aspekte BMI, Gewichtsklassen, THI, Dia-
betes mellitus, HbAlc, HOMA-Index und Sterberisiko besonders betrachtet. Die
Auswertung der Abh&ngigkeiten ist Inhalt dieses Abschnitts.

3.2.1 PEDF-Gehalt und BMI

In Abbildung 8 ist der Zusammenhang vom PEDF-Wert [ng/ml] und BMI [kg/m?] in
Form eines Streudiagramms dargestellt. Die Vermutung, dass eine Korrelation
zwischen den beiden Werten vorliegt, kann nicht verworfen werden (p < 0,0001).

Die Korrelation wird durch die Regressionsgrade (griin) sichtbar.

[ng/ml]
500004 r=0,1028

40000 p < 0,0001

30000- e

PEDF

20000+

100004 =

20 30 40 50 60 [ka/m?]
BMI

Abb. 8: Streudiagramm zum Pigment epithelium-derive-factor (PEDF)-Gehalt [ng/ml] und dem
Body-Mass-Index (BMI) [kg/m?] mit leicht ansteigender Regressionsgerade (griin) und
angegebenen Rangkorrelationskoeffizienten (r = 0,1028), sowie dem Signifikanzwert
(p < 0,0001), bei Patienten mit vorwiegend kardiovaskularen Risiken aus der
Datenbank der Universitatsklinik Ulm

Der Rangkorrelationskoeffizient zwischen dem PEDF-Gehalt [ng/ml] und dem BMI
[kg/m?] liegt bei 0,1028. Somit ist hier von einer positiven Abhangigkeit der beiden
Werte auszugehen.
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3.2.2 PEDF-Gehalt und Gewichtsklassen
In Abbildung 9 ist der PEDF-Gehalt in ng/ml bei den verschiedenen Gewichtsklas-
sen zu sehen. Deutlich wird, dass die meisten Probanden des Studienkollektivs

ubergewichtig waren (in der Abbildung violett dargestellt).
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Abb. 9: Darstellung des Pigment epithelium-derive-factor (PEDF)-Gehalts [ng/ml] und der
Gewichtsklassen in Form von Kohortenclustern (schwarzer Balken =
Durchschnittsgehalt an PEDF) bei Patienten mit vorwiegend kardiovaskularen Risiken
aus der Datenbank der Universitatsklinik Ulm

Der durchschnittiche PEDF-Gehalt stieg mit den Gewichtsklassen an (schwarze
Balken). Somit gibt es einen stark signifikanten Zusammenhang (p < 0,0001) zwi-

schen den Gewichtsklassen und den PEDF-Werten.

Das hochste PEDF-Mal3 zeigte sich bei den Personen, bei denen eine extreme
Fettleibigkeit (111) vorlag. Es wird deutlich, dass die PEDF-Expression bei erhohtem
Kdrpergewicht vermehrt auftritt. Eine geschlechteraufgefacherte Betrachtung ist im

Anhang' dargestellt.

Lo Darstellung der Pigment epithelium-derive-factor (PEDF)-Konzentration [ng/ml] und dem Body-Mass-

Index (BMI) [kg/m?] aufgeteilt nach Geschlecht,
VII. Darstellung der Pigment epithelium-derive-factor (PEDF)-Konzentration [ng/ml] und dem Kd&rpergewicht
[kg] aufgeteilt nach Geschlecht
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3.2.3 PEDF-Gehalt und THI

Die Abbildung 10 zeigt die Relation des PEDF-Gehalts [ng/ml] zum THI in Form

eines Streudiagramms (graue Punkte). Auch der THI korreliert mit dem PEDF-

Wert positiv (p<0,0001). Der Zusammenhang wird in der Abbildung durch die an-

steigende Regressionsgrade (griun) hervorgehoben. Der Randkorrelationskoeffi-

zient liegt bei 0,1182.
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Abb. 10:  Streudiagramm zum Pigment epithelium-derive-factor (PEDF)-Gehalt [ng/ml] und
Taillen-Hift-Index (THI) mit ansteigender Regressionsgerade (griin) und angegebenen
Rangkorrelations-koeffizienten (r = 0,1182) sowie dem Signifikanzwert (p < 0,0001) bei
Patienten mit vorwiegend kardiovaskularen Risiken aus der Datenbank der

Universitatsklinik Ulm in Kooperation
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3.2.4 PEDF-Gehalt und Diabetes mellitus
In Abbildung 11 ist die Darstellung von PEDF-Werten [ng/ml] bei Patienten mit

Diabetes mellitus und gesunden Probanden geschlechterspezifisch zu sehen.
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Abb. 11: Darstellung des Pigment epithelium-derive-factor (PEDF)-Gehalts [ng/ml] und Diabetes
mellitus in Form von Kohortenclustern geschlechtsspezifisch aufgefachert mit
Durchschnitts-PEDF-Gehalt der Einzelgruppen durch farblich unterschiedliche Balken
bei Patienten mit vorwiegend kardiovaskularen Risiken aus der Datenbank der
Universitatsklinik Ulm in Kooperation

Bei alleiniger Betrachtung der durchschnittichen PEDF-Werte zwischen Patienten
mit Diabetes mellitus und gesunden Probanden, liel3 sich erkennen, dass der

PEDF-Gehalt bei den Personen mit Diabeteserkrankungen hoher lag.

Beim Vergleich aller Mittelbalken wurde deutlich, dass Frauen mit Diabetes den
héchsten durchschnittichen PEDF-Gehalt aufwiesen.
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3.2.5 PEDF-Gehalt und HbAlc

In Abbildung 12 sind die PEDF-Werte [ng/ml] und HbAlc-Wert [%] grafisch in
Form eines Streudiagramms (graue Punkte) dargestellt. Die statistische Auswer-
tung der Korrelation zeigt keinen signifikanten Zusammenhang zwischen den Wer-
ten (r = 0,00994, p = n.s. (= nicht signifikant)).

[ng/ml]
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r=0,00994

40000 Cy p=n.s.
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Abb. 12:  Streudiagramm zum Pigment epithelium-derive-factor (PEDF)-Gehalt [ng/ml] und dem
glykierten Hamoglobin (HbALcs) [%] in Form mit Regressionsgerade (griin) und
angegebenen Rangkorrelationskoeffizienten (r = 0,00994), sowie dem p-Wert (p = n.s.),
bei Patienten mit vorwiegend kardiovaskularen Risiken aus der Datenbank der
Universitatsklinik Ulm

Hieraus ergibt sich, dass die Nullhypothese auf Basis der Daten verworfen werden

musste und von keinem Zusammenhang zwischen den Werten auszugehen ist.
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3.2.6 PEDF-Gehalt und HOMA-Index
Die Abbildung 13 stellt den PEDF-Wert in ng/ml der verschiedenen HOMA-Index-

Gruppen (nach rechts groRer werdend) dar.
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Abb. 13:

Darstellung des Pigment epithelium-derive-factor (PEDF)-Gehalts [ng/ml] und der
Homeostasis model assessment (HOMA)-Index-Gruppen in Form von Kohortenclustern
mit Darstellung der Durchschnittsbalken (schwarz) bei Patienten mit vorwiegend
kardiovaskuléaren Risiken aus der Datenbank der Universitéatsklinik Ulm. Die
Gruppenaufteilung ist von der HOMA-Index-Tabelle im Einleitungsteil (S.8)
Ubernommen worden.

Je grolRer der HOMA-Index war, umso hoher lag der durchschnittliche PEDF-Level

(schwarzer Balken). Die héchste PEDF-Konzentration lag hier bei den grof3ten
HOMA-Index-Werten.

Ein HOMA-Index von = 2,5 beschreibt eine Insulinresistenz. Die Werte zeigen,

dass bei zunehmender Insulinresistenz auch der PEDF-Level steigt. Die Ergebnis-

se zeigen mit dem Wert p < 0,0001 eine Signifikanz auf.
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3.2.7 PEDF-Gehalt und Sterberisiko
In Abbildung 14 sind die PEDF-Level der drei Sterberisikogruppen aufgezeigt.

[ng/ml]
40000~

Abb. 14:  Darstellung des Pigment epithelium-derive-factor (PEDF)-Gehalts [ng/ml] und des
Sterberisikos in Form von Kohortenclustern mit Darstellung der Durchschnittsbalken
bei Patienten mit vorwiegend kardiovaskularen Risiken aus der Datenbank der
Universitatsklinik Ulm

Die Durchschnittswerte sind durch die farblichen Balken gekennzeichnet. Der rote
Balken gibt den Wert der Gruppe mit hohem Sterberisiko, der Griine den Wert der
Gruppe mit mittlerem Risiko und der Blaue den Wert der Gruppe mit niedrigem
Risiko an. Der p-Wert lag jeweils bei p<0,0001 und deutet damit auf eine Signifi-

kanz hin.

Die hochsten PEDF-Werte wurden bei der Gruppe mit hohen Sterberisiko
verzeichnet. Die Gruppeneinteilung erfolgte in  Anlehnung an die

Framinghamstudie (s.S.8).
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Insgesamt scheint - laut unseren Ergebnissen - die PEDF-Konzentration im Blut
somit im Zusammenhang mit dem BMI und daher auch den Gewichtsklassen,
sowie mit dem THI, einer Diabetes mellitus-Erkrankung, als auch dem HOMA-
Index und dem Sterberisiko zu stehen. Der HbAlc-Index liel3 keinen signifikanten

Zusammenhang zum PEDF-Wert erkennen.
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4. Diskussion
In unserer Studie wurden die PEDF-Konzentrationen, eines tberwiegend Uberge-
wichtigen Patientenklientels, in Assoziation mit Markern des metabolischen Syn-

droms und kardiovaskularer Sterblichkeit betrachtet.

Unsere Auswertungen deuten darauf hin, dass sich eine Korrelation zwischen dem
PEDF-Level und dem Body-Mal3-Index, beziehungsweise den entsprechenden
Gewichtsklassen, ableiten lasst. Ebenfalls scheinen sich relevante Assoziationen
zwischen dem PEDF-Gehalt und dem Taillen-Huft-Index abzuzeichnen. Da der
THI bei einem erhdhten BMI grol3er ist, erscheinen die dabei jeweils erhdhten
PEDF-Werte stimmig. Dementsprechend waren bei Personen mit einem niedrigen
BMI (und somit einer geringeren Gewichtsklasse) und niedrigerem THI auch nur

geringere PEDF-Konzentrationen nachweisbar.

Zudem konnten wir bei den Patienten mit Diabetes mellitus erhdhte PEDF-Werte
feststellen. Da die meisten Probanden unserer Studie unter Diabetes mellitus Typ
2 leiden, welcher mit Ubergewicht assoziiert wird, unterstitzt dieses die oben ge-
nannten Ergebnisse. Auch ein Zusammenhang der PEDF-Konzentrationen und
dem Parameter HOMA (als Mal3 der Insulinresistenz) scheint laut unseren Ergeb-
nissen zu bestehen, wahrend zwischen dem HbA1c (als Standartparameter in der
Diabetesdiagnostik) und dem PEDF kein signifikanter Zusammenhang vorhanden
zu sein scheint. Daher durfte der HbAlc zur weiteren Erforschung der Rolle von
PEDF nicht geeignet sein. Jedoch kénnte man tUberlegen PEDF als Marke fur das
Sterberisiko weiter zu untersuchen. In unserer bisherigen Studie zeichneten sich

erhdhte PEDF-Werte bei einem erhohten Sterberisiko ab.

Dies wirde die Ergebnisse der Framinghamstudie unterstiitzen, die das Sterberi-
siko im Zusammenhang mit dem BMI und Huftumfang betrachtete und aufzeigte,
dass sowohl ein erhdhter BMI als auch ein vergroRerter Hiftumfang in Korrelation
mit einer erhdhten Sterblichkeitsrate stehen (Calle et al. 1999).

Auch Sabater et al. Forschungsergebnisse, dass sich die PEDF-Konzentrationen
signifikant nach Gewichtsverlust verringert (Sabater et al. 2010) wird durch unsere
Ergebnisse insofern bestétigen, dass bei einem niedrigeren BMI oder THI jeweils

geringere PEDF-Mengen nachgewiesen werden konnten.

27



Diskussion

Auch die Studie von Filleur, bei der erhdhte PEDF-Konzentrationen besonders in
adipdsen Bereichen zu finden waren, erscheint durch unsere Ergebnissen nicht
widerspruchlich (Filleur et al. 2009).

Daten von Chung et al. berichten, dass PEDF besonders in Hepatozyten in hoher
Form exprimiert wird, worauf weitere Ergebnisse von uns hindeuten (Chung et al.
2008).

Freedman et al. beobachteten, dass besonders das Risiko fiur kardiovaskulare
Stérungen bei einem erhoéhten THI steigt (Freedman et al. 2007). Unsere Erkennt-
nisse, dass die PEDF-Konzentration direkt mit den Erkrankungsbildern zu korrelie-
ren scheint, birgt die Idee PEDF als moglichen Marker im Blut bei Patienten zur
frihzeitigen Erkennung flur Folgeerscheinungen zu verwenden. Dies kénnte nicht
nur dem Individuum gesundheitlich helfen, sondern auch das Gesundheitssystem
finanziell entlasten. Laut Dietel stellt Adipositas heute eine der grél3ten Herausfor-
derungen im Gesundheitswesen dar (Dietel et al. 2012).

Ergebnisse von Vague et al. beschreiben, dass Frauen mit einer androiden Fett-
leibigkeit eine hohe Pravalenz fiir die Entstehung von Diabeteserkrankungen ha-
ben. Die Krankheiten scheinen eng aneinander gekoppelt zu sein (Vague 1956).
Da der PEDF-Gehalt, laut unserer Ergebnisse, sowohl Patienten mit Diabetes mel-
litus, also auch bei Patienten mit erhdhtem THI, erhdht waren, wéare PEDF gege-

benenfalls auch als Marker in der Diabetesforschung denkbar.

Ogata et al. fanden PEDF bisher im Plasmaspiegel von Diabetespatienten (Ogata
et al. 2007). In Mauseexperimenten bezeichneten Bohm et al. den Wachstumsfak-
tor PEDF als bedeutendes Adipokrin bei der Vermittlung adipositasbedingter Insu-
linresistenz (B6hm et al. 2012). Unsere Erkenntnisse geben Hinweise darauf, dass
PEDF eine solche Rolle auch im menschlichen Regulierungssystem spielen kénn-
te. Weiter Forschungen fur spezifische Ergebnisse in diesem Bereich waren not-
wendig.

Da Retino- und Nephropathie Krankheitsbilder sind, die haufig mit Diabetes melli-
tus einhergehen (Matsuyama et al. 2008), kdnnte auch in diesem Bereich For-
schungsinteresse bestehen. So ware zu tberlegen, ob PEDF eventuell auch als

Marker zur Friherkennung, nach weiteren Untersuchungen, dienen konnte.
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Diskussion

HbAlc als Standardparameter in der Diabetesdiagnostik scheint zur weiteren Er-
forschung der Rolle von PEDF, laut unserer Ergebnisse, nicht mdglich zu sein.
Dies unterstitzt die Aussage aus dem Kurzbericht: "Plasma Concentration of Pig-
ment Epithelium-Derived Factor in Patients with Diabetic Retinopathy” (Ogata et
al. 2007). Der Grund dafur bleibt weiterhin fraglich, so dass ein Forschungsziel

von zukinftigen Studien darin liegen kdnnte.

Bislang wurde, laut Freedmann, nur das CRP (C-reaktives Protein) als Marker fur
eine erhdhte Morbiditat durch Diabetes, und das metabolische Syndrom verwen-
det (Freedman et al. 2007). Nach unseren Untersuchungen ware auch HOMA als

Parameter in Zusammenhang mit der PEDF-Konzentration zu tberlegen.

Laut Dietel, stellen die zahlreichen Veréanderungen von Organsystemen auch bei
Diabetes mellitus eine hohe Belastung des Gesundheitssystems dar (Dietel et al.
2012). Somit ware es sinnvoll auch hier noch weitere Forschungen durchzufiihren.
Er stellt zudem die Hypothese auf, dass Diabetes mellitus kiinftig weltweit mit eine
der wichtigsten Ursachen fur die allgemeine Morbiditat und Mortalitdt sein wird
(Dietel et al. 2012). Da in unseren Studienergebnissen bei einem erhdhten Sterbe-
risiko, erhohte PEDF-Werte zu verzeichnen waren, bestande auch hier die Uber-
legung PEDF als einen Marker fur das Sterberisiko zu sehen. Eine Idee fur die
Zukunft kdnnte beispielsweise sein, sowohl Morbiditat als auch Mortalitdt besser
im metabolischen Zusammenhang mittels PEDF-Konzentration prognostizieren zu

kdnnen.

Generell scheint es laut unserer Ergebnisse deutliche Zusammenhange zwischen
PEDF-Konzentrationen und verschiedenen Parametern, die in Bezug zum Korper-
gewicht, Insulinresistenz oder zum Sterberisiko stehen, zu geben. Bei all unseren
Ergebnissen sollte jedoch beachtet werden, dass es sich bei der hier beschriebe-
nen Studie um ein eingeschranktes Patientenkollektiv handelte. Weitere Studien

waren notig und sicherlich sinnvoll.

Da die Folge, aus den hier betrachteten Grunderkrankungen, haufig Herz-
Kreislauf-Versagen als Todesursache ist (Higgins et al. 1987), kdnnte man versu-

chen diesem aktiv durch frihzeitige Mal3nahmen entgegenzuwirken.
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Diskussion

Die Idee der Fruiherkennung und Verifizierung von metabolischem Risiko mittels
PEDF-Konzentrationsuntersuchungen als zuverlassiger Marker bleibt zu Uberle-

gen.

30



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Der Pigmentepithel abgeleitete Faktor (PEDF) ist ein 50 kDa grof3es Glykoprotein,
welches durch seine Pluripotenz gekennzeichnet ist. Als Wachstumsfaktor tbt er
multimodale Effekte aus und spielt unter anderem eine Rolle bei diabetischen Re-
tino- und Nephropathien, sowie Kérpergewichtsveranderungen. Ziel der vorliegen-
den Studie war es neue Zusammenhange und unerforschte Relevanz von PEDF

in Bezug auf das metabolische Regulationssystem zu untersuchen.

Fur die Untersuchungen der PEDF-Blutkonzentration im Uberwiegend insulinresis-
tenten Studienkollektiv wurden standardisierte Enzyme-linked immunosorbent
(ELISA)-Verfahren mit einheitlichen Kits verwendet. Der Fokus unserer Studie lag
auf der Suche nach signifikanten Assoziationen zwischen dem PEDF-Gehalt und
dem Body-Mass-Index (BMI), sowie den Gewichtsklassen, dem Taillen-Huft-Index
(THI), der Diabetes mellitus, dem glykiertem Hamoglobin (HbAlc) als auch dem
Homeostasis Model Assessent-Index (HOMA-Index) und dem Sterberisiko.

Sowohl bei einem erhéhten BMI, als auch bei einem grof3eren Taillen-Huft-Index
konnte eine hohere PEDF-Menge festgestellt werden. Auch bei den Gewichtsklas-
se und den PEDF-Werten liel3 sich ein signifikanter Zusammenhang zeigen, wobei

das hochste PEDF-Mal3 beim hochsten Adipositasgrad vorlag.

Bei Diabetes mellitus-Patienten lag die PEDF-Konzentration hdher, als bei Patien-
ten ohne Diabeteserkrankung. Dabei war die Signifikanz bei Frauen deutlich stér-
ker erkennbar als bei M&nnern. Zwischen dem HbAlc und dem PEDF-Wert konn-

te keine Korrelation nachgewiesen werden.

Wiederum war bei zunehmender Insulinresistenz (HOMA-Index) der PEDF-Gehalt

im Blutserum erhéht und eine Signifikanz erkennbar.
Auch ein erhdhtes Sterberisiko war mit hoheren PEDF-Werten assoziiert.

Somit scheint das Auftreten von PEDF sowohl bei Diabetes mellitus, als auch Adi-
positas verstarkt aufzutreten. Welche Rolle der Wachstumsfaktor dabei genau
spielt konnte durch weitere Nachforschungen detaillierter entschlisselt werden.
Eventuell konnte PEDF dann kinftig als Marker zur Risikofriherkennungen bei
verschiedenen Erkrankungen oder als Anhaltspunkt fir Verlaufsvorhersagen im

Rahmen des metabolischen Komplexes Verwendung finden.
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|. Zusammenhang zwischen Pigment epithelium-derive  -factor (PEDF) [ng/ml]
und Diabeteserkrankung aufgefachert nach Verstorben en und Uberlebenden
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Die Abbildung zeigt den PEDF-Gehalt (logarithmisch aufgetragen) der vier einge-
teilten Untersuchungsgruppen in Form von Kohortenclustern bei Patienten mit
vorwiegend kardiovaskuldren Risiken aus der Datenbank der Universitatsklinik
Ulm. Die farbigen Balken geben den PEDF-Durchschnittsgehalt in den einzelnen

Gruppen an.

Bei der Untersuchungsgruppe der Uberlebenden ohne Diabetes betragt der Medi-
anwert des PEDF-Gehalt 10634 ng/ml (blau), bei den Verstorbenen ohne Diabetes
10933 ng/ml (rot), bei den Uberlebenden mit Diabetes 11843 ng/ml (griin) und bei
den Verstorbenen mit Diabetes 11679 ng/ml (lila).

40



Anhang

Il. Geschlechtsspezifische Pigment epithelium-deri  ve-factor (PEDF)-
Darstellung [ng/ml] bei Uberlebenden
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Die Grafik zeigt die noch lebenden Personen des Patientenkollektivs, mit vorwie-

gend kardiovaskularen Risiken aus der Datenbank der Universitatsklinik Ulm, ge-

schlechtsspezifisch aufgeteilt mit den verzeichneten PEDF-Mengen [ng/ml]. Die

Balken stellen die Mittelwerte dar. Bei den Mannern betrug dieser 10778 ng/ml

(blau). Bei den Frauen 10881 ng/ml (rot).

Eine Signifikanz scheint, laut Mann-Whitney-U-Test nicht eindeutig zu bestehen (p
=0,6772).
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Anhang

[ll. Untersuchung von Pigment epithelium-derive-fa  ctor (PEDF) [ng/ml] in
Relation zum Sterbealter [Lebensjahre]

[ng/ml]
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40 60 80 100 [Lebensjahre]
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In der Abbildung ist das Sterbealter [Lebensjahre] sowie die PEDF-Konzentration
[ng/ml] in Form eines Streudiagramms, bei Patienten mit vorwiegend kardiovasku-
laren Risiken aus der Datenbank der Universitatsklinik Ulm, dargestellt. Die Null-
hypothese auf Basis der Daten muss hier verworfen werden. Es ist von keiner sig-
nifikanten Relation der Werte, laut Spearman-Test auszugehen (r=0,02940, p=

n.s.).
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Anhang

IV. Darstellung der Pigment epithelium-derive-fact  or (PEDF)-Konzentration
[ng/ml] und dem Body-Mass-Index (BMI) [kg/m?] aufge  teilt nach Geschlecht

[ng/ml]
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In dem Streudiagramm ist der PEDF-Gehalt [ng/ml] in Relation zu dem BMI-Wert
[kg/m?], bei Patienten mit vorwiegend kardiovaskularen Risiken aus der Datenbank
der Universitatsklinik Ulm, geschlechtsspezifisch dargestellt. Die Werte der mann-
lichen Patienten, sowie ihre Regressionsgerade, sind blau markiert. Die Werte und

Grade der Frauen sind in roter Farbe dargestellit.

Bei den Mannern (n = 2171) war der Rangkorrelationskoeffizient (r = 0,06987)
niedriger als bei den Frauen (n = 1006, r = 0,1958). Eine signifikante Assoziation
erscheint bei den Frauen deutlicher (p < 0,001) als bei den Mannern (p = 0,011).
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Anhang

V. Darstellung der Pigment epithelium-derive-facto  r (PEDF)-Konzentration
[ng/ml] und des Body-Mass-Indexes (BMI) [kg/m?] auf  geteilt nach
Uberlebenden und Verstorbenen
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Die Abbildung zeigt die PEDF-Konzentration [ng/ml] im Verhaltnis zum BMI [kg/m?]
aufgeteilt nach Verstorbenen (rot, n = 703) und Uberlebenden (blau, n = 2485) im
Streudiagram bei Patienten mit vorwiegend kardiovaskularen Risiken aus der Da-
tenbank der Universitatsklinik UIm. Die beiden Gruppen unterscheiden sich sowohl
im Rangkorrelationskoeffizient (Verstorbene: r = 0,00231, Uberlebende: r =
0,1539), als auch im p-Wert. Wahrend bei der Gruppe der Verstorbenen keine
Signifikanz festgestellt werden kann, deutet der Wert p < 0,0001 bei den Uberle-

benden auf eine Korrelation des BMI und PEDF hin.
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Anhang

VI. Zusammenhang zwischen der Pigment epithelium-d  erive-factor (PEDF)-
Konzentration [ng/ml] und dem Kérpergewicht [kg]
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Das Streudiagramm beschreibt eine signifikante Assoziation zwischen der PEDF-
Menge [ng/ml] und dem Kodrpergewicht [kg] bei Patienten mit vorwiegend kardi-
ovaskularen Risiken aus der Datenbank der Universitatsklinik Ulm. Wahrend der
Rangkorrelationskoeffizient bei r = 0,1980 liegt, wurde der Signifikanzwert bei p <
0,0001 ermittelt.
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Anhang

VII. Darstellung der Pigment epithelium-derive-fac  tor (PEDF)-Konzentration
[ng/ml] und dem Korpergewicht [kg] aufgeteilt nach Geschlecht
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Die Abbildung zeigt die Relation der PEDF-Konzentration [ng/ml] und dem Kor-
pergewicht [kg] geschlechtsspezifisch aufgeteilt (blau = Manner, rot = Frauen) bei
Patienten mit vorwiegend kardiovaskularen Risiken aus der Datenbank der Uni-
versitatsklinik Ulm. Beide Gruppen schlie3en im Vergleich mit &hnlichen Werten
ab. Der Rangkorrelationskoeffizient der Manner liegt bei r = 0,1659, wéahrend er
bei den Frauen r = 0,2801 betragt. Der Signifikanzwert beider Gruppen lag bei p <
0,0001. So kann die Vermutung, dass eine Korrelation besteht nicht verworfen

werden.
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Anhang

VIIl. Zusammenhang zwischen der PEDF-Konzentration  [ng/ml] und dem
Kdrpergewicht [kg] aufgefachert nach Uberlebenden u nd Verstorbenen
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Die Darstellung beschreibt die Relation zwischen der PEDF-Konzentration [ng/ml]
und dem Korpergewicht [kg] aufgeteilt nach Verstorbenen (rot, n = 705) und Uber-
lebenden (blau, n = 2503) bei Patienten mit vorwiegend kardiovaskularen Risiken
aus der Datenbank der Universitatsklinik Ulm. Ein signifikanter Zusammenhang
der MessgroRRen scheint in der Gruppe der Uberlebenden, mit einem Rangkorrela-
tionskoeffizient von r = 0,2229 und p < 0,0001, deutlicher zu bestehen als in der
Gruppe der Verstorbenen (r = 0,1325 und p = 0,0004).
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Anhang

IX. Zusammenhang zwischen der Pigment epithelium-d  erive-factor (PEDF)-
Konzentration [ng/ml] und dem Huiftumfang [cm]
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Das Diagramm zeigt die Relation zwischen PEDF-Konzentration [ng/ml] und Huft-
umfangsmessung [cm] bei Patienten mit vorwiegend kardiovaskuléaren Risiken aus
der Datenbank der Universitatsklinik Ulm. Die Regressionsgerade im Streudia-
gramm zeigt einen positiven Anstieg und gibt einen Hinweis auf eine Korrelation
zwischen den beiden Werten (r = 0,1980, p < 0,0001).
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Anhang

X. Zusammenhang zwischen Pigment epithelium-derive  -factor (PEDF)-
Konzentration [ng/ml] und Taillenumfang [cm]
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Die Grafik zeigt die PEDF-Konzentration [ng/ml] sowie die Messungen des Tail-
lenumfangs [cm] im Streudiagramm bei Patienten mit vorwiegend kardiovaskula-
ren Risiken aus der Datenbank der Universitatsklinik Ulm. Der ermittelte Signifi-
kanzwert von p < 0,0001 deutet darauf hin, dass eine positive Abhangigkeit be-
steht. Die Regressionsgerade verlauft entsprechend positiv, der Rangkorrelations-
koeffizient liegt bei 0,11848.
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Anhang

XI. Darstellung der Pigment epithelium-derive-fact  or (PEDF)-Konzentration
[ng/ml] und dem Taillenumfang [cm] aufgeteilt nach Uberlebenden und
Verstorbenen
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Die Abbildung stellt die PEDF-Konzentration [ng/ml] im Zusammenhang mit dem
Taillenumfang [cm], bei Patienten mit vorwiegend kardiovaskuldren Risiken aus
der Datenbank der Universitatsklinik Ulm, dar. Das Patientenkollektiv ist in die
zwei Gruppen, Verstorbene (rot, n = 700) und Uberlebenden (blau, n = 2331), auf-
gefachert. Wahrend es bei den Verstorbenen geringe signifikanten Assoziationen
zu geben scheint (r = 0,1244, p = 0,0010), scheinen relevante Zusammenhénge
bei den Uberlebenden deutlicher zu sein (r = 0,1985, p < 0,0001).
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Anhang

XIl. Geschlechtsspezifische Darstellung der Pigmen  t epithelium-derive-
factor (PEDF)-Konzentration [ng/ml] in Relation zum Taillen-Huft-Index (THI)
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In der Grafik sind zwei geschlechtsspezifische Streudiagramme (Ménner = blau, n
= 2108; Frauen = rot, n = 923), bei Patienten mit vorwiegend kardiovaskularen
Risiken aus der Datenbank der Universitatsklinik Ulm, dargestellt. Sie ergeben
sich aus der ermittelten PEDF-Konzentration [ng/ml] im Zusammenhang mit dem
Taillen-Huft-Index. Beide Regressionsgeraden sind annahernd gleich steigend.
Die p-Werte beider Gruppen (p < 0,0001) lassen auf eine signifikante Assoziation

schliel3en.
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Anhang

XIIl. Darstellung der Pigment epithelium-derive-fa  ctor (PEDF)-Konzentration
[ng/ml] und dem Taillen-Huft-Index (THI) aufgeteilt nach Uberlebenden und
Verstorbenen
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Die PEDF-Konzentration [ng/ml] im Zusammenhang mit dem Taillen-Huft-Index,
bei Patienten mit vorwiegend kardiovaskularen Risiken aus der Datenbank der
Universitatsklinik Ulm, ist in der Grafik veranschaulicht. Das Patientenkollektiv ist
hierbei in eine Gruppe von Verstorbenen (= rot, n = 700) und eine Gruppe der
Uberlebenden (= blau, n = 2331) eingeteilt. Der Randkorrelationskoeffizient bei der
Gruppe der Verstorbenen liegt bei 0,0787, bei den noch Lebenden bei 0,1338. Der
p-Werte deutet eine starkere signifikante Assoziation der Messwerte bei den Uber-

lebenden mit p < 0,0001 an, als bei den Verstorbenen mit p= 0,0374.
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