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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Pathophysiologie der Atherosklerose

Kardiovaskuldre Erkrankungen stellen fiir die Beviolkerung Europas, der USA und weiter Tei-
le Asiens derzeit die hdufigste Todesursache dar (Ross 1999, S. 115; Libby 1998, S. 225). Ein
zunehmendes Verstdndnis der pathogenetischen Zusammenhinge und eine in einigen Bevol-
kerungsschichten zu beobachtende Anderung der Lebensgewohnheiten sowie eine bestindige
Weiterentwicklung der Therapiemoglichkeiten haben an dieser Tatsache bislang nichts d&ndern

konnen.

Als der koronaren Herzerkrankung zugrunde liegender pathophysiologischer Prozess wird die
Atherosklerose angenommen, die fiir ca. 50 % der Todesfélle in den Industrielindern verant-
wortlich gemacht wird (Lusis 2000, S. 233). Bei der Atherosklerose handelt es sich um eine
fokale chronische Entziindung der arteriellen GefdBwand, bei der es zu einer Verdickung und
Verhidrtung der Arterien aufgrund einer subendothelialen Ansammlung von Lipiden, Blutpro-

dukten, Bindegewebe sowie Kalziumdepots kommt (Zaman et al. 2000, S. 251-266).

Als etablierte Risikofaktoren, die die Entstehung der Atherosklerose beglinstigen, gelten ne-
ben hoherem Lebensalter und ménnlichem Geschlecht Zigarettenrauch, arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus, Fettstoffwechselstorungen und Adipositas sowie das Vorliegen einer positi-
ven Familienanamnese. Bei der Ruptur einer atherosklerotischen Plaque mit anschlieBender
Thrombusbildung kann sich ein kompletter GefdBverschluss ergeben, der sich klinisch als Or-

ganinfarkt manifestiert (Lusis 2000, S. 238).

Das Spektrum der klinischen Manifestationen atherosklerotischer Prozesse und ihrer Kompli-
kationen umfasst neben der koronaren Herzerkrankung auch das zentralnervose GefdB3system
mit unterschiedlicher Symptomatik, welche Schwindel, transitorische neurologische Ausfille
oder den ischdmischen Insult mit irreversiblen Ausféillen umfassen kann. Weitere Manifesta-

tionen sind Infarkte innerer Organe wie der Nieren und des Magen-Darm-Traktes sowie die



periphere arterielle Verschlusskrankheit, deren Symptomatik von (zunéchst belastungsabhin-

gigen) Schmerzen bis zur Nekrose einer gesamten Extremitit reichen kann.

Das Verstiandnis des Prozesses der Atherosklerose, seiner Entstehung und Progression sowie

seiner Komplikationen hat sich in der jiingeren Vergangenheit grundlegend gewandelt.

Wurde die Atherosklerose in der Vergangenheit vor allem als Lipidspeicherkrankheit betrach-
tet, so hat sich in den letzten Jahren die Ansicht durchgesetzt, dass als pathologisches Korrelat
ein chronisch-entziindlicher Prozess in den GefdBwanden anzunehmen ist. Entziindliche Vor-
ginge spielen demnach in allen Stadien der Atherosklerose (Initiierung, Progression und

Plaqueruptur mit nachfolgenden thrombotischen Komplikationen) eine zentrale Rolle.
Die einzelnen Stadien der Atherosklerose sollen in Folgenden umrissen werden.

Im Anfangsstadium der Atherosklerose kommt es zu einer Endothelzellaktivierung aufgrund
einer subendothelialen Ansammlung von Lipiden (insbesondere chemisch modifiziertes LDL-
Cholesterin). Als Folge kommt es zu einer vermehrten luminalen Expression von Adhésions-
rezeptoren sowie zur gesteigerten endothelialen lokalen Sekretion von Wachstumsfaktoren
wie dem ,,Macrophage Colony Stimulating Factor® (M-CSF) und von Chemokinen wie ,,Mo-
nocyte Chemoattractant Protein-1*“ (MCP-1). Dies fiihrt zu einer verstirkten Adhésion von
Monozyten an die GefdBwand und einer vermehrten Einwanderung in den subendothelialen
Bereich. Dieser Schritt ist auf das Vorhandensein proteolytischer Enzyme angewiesen. Die re-
sultierenden Lasionen, in der englischsprachigen Literatur als fatty streak bezeichnet, lassen
sich in der Aorta bereits in der ersten Lebensdekade nachweisen, in Koronararterien in der
zweiten Dekade. Sie besitzen noch keine klinische Relevanz, konnen aber als Vorlauferstadi-

en fiir fortgeschrittenere Lédsionen betrachtet werden (Lusis 2000, S. 233).

In einem néchsten Stadium, der fibrofatty lesion oder auch intermediate lesion, kommt es zur
Ausbildung einer ,,fibrosen Kappe®, bestehend vor allem aus glatten GefaBmuskelzellen und
extrazelluldrer Matrix, die einen nekrotischen Kern umschlie3t, der sich in erster Linie aus Li-
piden und nekrotischem Zellmaterial (Schaumzellen, T-Lymphozyten, glatte Muskelzellen)
zusammensetzt (Lusis 2000, S. 233).

Das sich anschlieBende Stadium, die fibrous plaque, ist durch eine massive Zunahme extrazel-
luldrer Lipidablagerungen und die Einwanderung glatter Muskelzellen gekennzeichnet. Hier-

bei fordern die von Monozyten und Makrophagen sezernierten Zytokine und Wachstumsfak-



toren die Einwanderung und Proliferation der glatten Muskelzellen, wéhrend sezernierte Pro-

teasen deren Migration ermdglichen (Lusis 2000, S. 237-238).

Im weiteren Verlauf werden die beschriebenen Lésionen von der Zusammensetzung her im-
mer komplexer, es kann zu Kalzifikationen kommen. Dariiber hinaus kdnnen Blutungen aus

kleinen Gefialen auftreten, die von der Tunica media her in die Lésion einwachsen.

Mit Fortschreiten der Lasionen hin zu so genannten vulnerablen Plaques weisen diese einen
zunehmend geringeren Gehalt an extrazelluldrer Matrix auf, die als fibrose Deckschicht die
arteriosklerotische Plaque stabilisiert. Zugleich findet man einen erhohten Gehalt an einge-
wanderten Monozyten und Makrophagen. Die Ausdiinnung der fibrdsen Schutzkappe beruht
einerseits auf einer verminderten Syntheseleistung extrazelluldrer Matrix durch glatte Mus-
kelzellen, andererseits auf einem aktiven Abbau durch die von Monozyten und Makrophagen

sezernierten Proteasen (Lusis 2000, S. 238).

SchlieBlich miindet dieser Prozess entweder in eine eher seltene endotheliale Erosion oder in
die haufiger auftretende physikalische Ruptur der fibrésen Schutzkappe im Randbereich der
Plaque, wo eine besonders hohe Dichte von eingewandeten Monozyten und Makrophagen
vorliegt. Durch die Ruptur werden subintimale thrombogene Substanzen wie ,,tissue factor
und Phospholipide freigelegt, was zu einer lokalen Gerinnungsaktivierung mit Thrombusaus-

bildung und evtl. zum GefaBverschluss fiihrt (Lusis 2000, S. 238).



1.2 Matrix-Metalloproteinasen

Im Rahmen der Atherogenese und ihrer Komplikationen kommt den Matrix-Metalloprotein-

asen (MMPs) eine bedeutende Rolle zu.

Bei den MMPs handelt es sich um eine Familie von Endopeptidasen, die die gemeinsame Fé-
higkeit besitzen, extrazellulire Matrix abzubauen und auf diese Weise zur Umstrukturierung
von Geweben beizutragen. Diese Umstrukturierung kann sich zum einen unter physiologi-
schen (z.B. Organentwicklung), zum anderen unter pathologischen Bedingungen (Entziin-

dungsvorginge, Tumorprogression und -angiogenese) vollziehen (Galis et al. 2002, S. 252).

1.2.1 Gemeinsame Struktur- und Funktionsmerkmale der MMPs

Alle Matrix-Metalloproteinasen haben eine Reihe gemeinsamer Struktur- und Funktionsmerk-
male, durch die sich ihre Klassifizierung als Familie rechtfertigt. So enthalten alle MMPs ein
Zinkion (Zn*') im Bereich ihres katalytischen Zentrums (Nagase et al. 1999, S. 21492) und be-
ndtigen fiir ihre strukturelle Stabilitdt ein kalziumhaltiges Milieu. Thr Funktionsoptimum hin-
sichtlich der Aziditit des umliegenden Gewebes liegt im pH-neutralen Bereich (Creemers et

al. 2001, S. 202; Nagase et al. 1999, S. 21491-21494).

Die sezernierten MMPs teilen dariiber hinaus die Eigenschatft, als inaktive Proformen (Zymo-
gene) in den extrazelluldren Raum sezerniert zu werden und ihre Aktivitét erst nach proteoly-
tischer Spaltung (durch verschiedene Proteasen wie Plasmin, Trypsin, Chymotrypsin, Kalli-
krein, Kathepsin, neutrophile Elastase oder auch andere MMPs) aufnehmen zu konnen (Lijnen
2002, S. 163-167). Als wichtiges gemeinsames Merkmal weisen die verschiedenen MMPs zu-
dem die Eigenschaft auf, durch spezifische Inhibitoren (tissue inhibitors of metalloproteinases

= TIMPs) hemmbar zu sein (Creemers 2001, S. 201-210).

Es folgt eine schematische Darstellung der gemeinsamen Strukturmerkmale der MMPs, be-

ginnend am N-terminalen Ende.
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Abbildung 1: Gemeinsame Strukturmerkmale der Matrix-Metalloproteinasen (N-terminales
Ende links, C-terminales Ende rechts). Erlduterungen im Text (Abb. aus: Westermarck et al.
1999, S. 782).

Als erste Doméne findet sich dort ein Signalpeptid, dessen Funktion es ist, das Protein fiir den
Transport nach extrazelluldr zu markieren. Hieran schlieft sich das so genannte Propeptid an,
das im Zuge der Aktivierung des Enzyms extrazelluldr proteolytisch abgespalten wird. Das
Zink bindende katalytische Zentrum stellt den folgenden Abschnitt dar. Diese Doméne wird
durch die Abspaltung des Propeptids freigelegt, weist je nach Substrat eine unterschiedliche
Struktur auf und ist fiir die proteolytische enzymatische Aktivitdt verantwortlich. Es folgt die
so genannte hinge region, eine Prolin-reiche Kette, welche die Verbindung zu einer Himope-
xin-dhnlichen Doméne darstellt. Diese wiederum spielt bei der Substratbindung und bei der
Interaktion mit den spezifischen Inhibitoren (TIMPs) eine wichtige Rolle. Als letzte Domine
enthalten die membranassoziierten MMPs zusitzlich am C-terminalen Ende eine Transmem-
bran-Domine, die von lipophilen Aminosduren gebildet wird und der Verankerung des En-

zyms in der Zellmembran dient (Westermarck et al., 1999, S. 781).



1.2.2 Einteilung der MMPs

Die Familie der MMPs umfasst iiber 20 Mitglieder, die sich zum einen dadurch unterschei-
den, dass ein Teil in den extrazelluliren Raum sezerniert wird, wohingegen der andere Teil
membrangebunden bleibt. Die sezernierten MMPs, insgesamt die Mehrzahl der MMPs, lassen
sich weiter nach der jeweiligen Substratspezifitit in Kollagenasen, Gelatinasen und Stromely-
sine unterteilen. Diese Einteilung, die im Folgenden ndher ausgefiihrt werden soll, kann je-
doch nur Anhaltspunkte hinsichtlich der funktionellen (Haupt-)Eigenschaften der einzelnen
MMPs liefern. Eine strikte Trennung nach Substraten ist mit dem aktuellen Wissensstand
nicht mehr aufrechtzuerhalten, da mit den Fortschritten in der Erforschung der Aktivitatsspek-
tren diese sich stidndig erweitern und auch zunehmend iiberschneiden (Creemers 2001, S.

202).

Innerhalb der Gruppe der Kollagenasen wurden drei verschiedene MMPs identifiziert. Es han-
delt sich um MMP-1 (interstitielle Kollagenase), MMP-8 (neutrophile Kollagenase) und
MMP-13 (Kollagenase-3), deren gemeinsames Substrat fibrillires Kollagen der Typen I, 11
und III ist (Creemers 2001, S. 202-203).

Die beim proteolytischen Abbau der genannten Kollagene entstehenden Fragmente zerfallen
anschliefend durch strukturelle Instabilitit weiter zu Gelatinen. Diese wiederum bilden das
Substrat fiir die so genannten Gelatinasen. Man unterscheidet hier die beiden Subtypen MMP-
2 und MMP-9, die bisweilen auch als Gelatinase A und B bezeichnet werden. Diese beiden
MMPs verfiigen zusitzlich iiber die Fahigkeit, Kollagen Typ IV abbauen zu konnen, welches
den Hauptbestandteil von Basalmembranen darstellt (Creemers 2001, S. 203).

MMP-3, MMP-10 und MMP-11 werden schlielich als Stromelysine (-1, -2 und -3) bezeich-
net. Diese teilen die Eigenschaft, ihre proteolytische Aktivitdt gegen eine groflere Zahl unter-
schiedlicher extrazelluldrer Strukturproteine, darunter Proteoglykane, Laminine, Fibronektin
und Vitronektin, richten zu kdnnen. Zusétzlich besitzen auch die Stromelysine die Féhigkeit,

bestimmte Kollagentypen abzubauen (Creemers 2001, S. 203).

Die Gruppe der membrangebundenen MMPs (membrane type MMPs, MT-MMPs) umfasst
nach dem momentanen Wissensstand sechs Mitglieder (MT1(-6)-MMP). Zu deren Fihigkeit,
extrazelluldre Matrixkomponenten abzubauen, kommt ihre wichtige Funktion der Aktivierung

inaktiver MMP-Zymogene hinzu (Creemers 2001, S. 203).



Neben den MMPs, die den oben genannten Klassen zugeordnet werden, existieren einige wei-

tere (z.B. Matrilysin, Metalloelastase), die sich in keine der aufgefiihrten Klassen einordnen

lassen (Creemers 2001, S. 202).

Die Charakterisierung einiger wichtiger MMPs zeigt Tabelle 1.

Gruppe Bezeichnung, Synonyme MW  des | Substrate
Zymogens
(kD)
Kollagenasen | MMP-1 (=Kollagenase-1, =in- | 52 Kollagene Typ I, II, VII und X, Gelatin, En-
terstitielle Kollagenase) aktin, Aggrekan
MMP-§ (=Kollagenase-2, | 75 Kollagene Typ I, I und III, Aggrekan
=neutrophile Kollagenase)
MMP-13 (=Kollagenase-3) 65 Kollagene Typ I, II und III, Gelatin, Fibro-
nektin, Laminine, Tenascin
Gelatinasen | MMP-2 (=Gelatinase A) 72 Gelatin, Kollagene Typ I, IV, V, VII und X,
Fibronektin, Laminine, Aggrekan, Tenascin-
C, Vitronektin
MMP-9 (=Gelatinase B) 92 Gelatin, Kollagene Typ IV, V und XIV, Ag-
grekan, Elastin, Entaktin, Vitronektin
Stromelysine | MMP-3 (=Stromelysin-1) 57 Gelatin, Fibronektin, Laminine, Kollagene
Typ III, 1V, IX und X, Tenascin-C, Vitronek-
tin
MMP-10 (=Stromelysin-2) 57 Kollagen Typ IV, Fibronektin, Aggrekan
MMP-11 (=Stromelysin-3) 55 Fibronektin, Gelatin, Laminine, Kollagen
Typ IV, Aggrekan
membran- MMP-14 (=MT1-MMP) 66 Kollagene Typ I, II und III, Fibronektin, La-
assoziierte minine, Vitronektin, Proteoglykane;
MMPs Aktivierung von proMMP-2 und proMMP-13
MMP-15 (=MT2-MMP) Aktivierung von proMMP-2
MMP-16 (=MT3-MMP) Aktivierung von proMMP-2
Andere (Aus- | MMP-7 (=Matrilysin) 28 Gelatin, Fibronektin, Laminine, Kollagen
wahl) Typ IV, Vitronektin, Tenascin-C, FElastin,
Aggrekan
MMP-12 (=Metalloelastase) 53 Elastin

Tabelle 1: Einteilung der MMPs (Creemers 2001, S. 202; Westermarck et al. 1999, S. 782)




1.2.3 Regulation der MMP-Aktivitdt

Die Regulation der MMP-AKktivitét vollzieht sich auf drei unterschiedlichen Ebenen. So unter-
liegen die Transkription und Translation, die Aktivierung von Pro-Formen (Zymogenen) und
schlieBlich die spezifische Hemmung der MMPs jeweils unterschiedlichen Einfliissen. Zur
Gewihrleistung eines geordneten Gewebeumbaus ist diese komplex beeinflusste Regulation
notwendig, pathologische Prozesse ziehen Ungleichgewichte in den Einflussfaktoren und so-
mit der MMP-Aktivitit nach sich und haben einen ungeordneten Matrixumbau zur Folge, der

dem Fortschreiten verschiedenster Erkrankungen Vorschub leisten kann.

Transkription und Translation

Auf der Ebene der Genexpression, also auf der Transkriptionsebene, findet der iiberwiegende
Teil der Regulation statt. Es wurden ein Prostaglandin-E,-cAMP- und ein G-Protein-abhéngi-
ger Weg beschrieben (Corcoran et al. 1994, S. 481-488). Hierbei wird die MMP-Bildung u.a.

durch proinflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren vermittelt. Eine MMP-induzie-
rende Wirkung wurde so z.B. fiir die Interleukine -1 und -6, tumor necrosis factor-o. (TNF-a),
epidermal growth factor (EGF), platelet-derived growth factor (PDGF), basic fibroblast
growth factor und CD 40 nachgewiesen (Creemers et al. 2001, S. 203-204). Im Milieu der
atherosklerotischen Plaque kommt es dariiber hinaus zur MMP-Induktion aufgrund von hdmo-
dynamischen Veridnderungen oder bei Verdnderungen in der Freisetzung von Stickstoffmon-
oxid (NO) und anderen reaktiven Molekiilen wie Wasserstoffperoxid (Galis et al. 2002, S.
252). Auch eine intrazelluldre Lipidanreicherung in Schaumzellen der atherosklerotischen

Plaque stimuliert die MMP-Synthese (Galis et al. 2002, S. 253).

Das zellgebundene Glykoprotein EMMPRIN (extacellular matrix metalloproteinase inducer),
das bei der Induktion vieler MMPs ebenfalls eine wichtige Rolle spielt, wird im Rahmen die-

ses Kapitels noch genauer besprochen.

Eine Hemmung der MMP-Expression wurde u.a. fiir Kortikosteroide, Retinolsdure, Heparin
und IL-4 beschrieben. Dariiber hinaus existieren Stimuli, die nicht bei allen MMPs eine

gleichformige Antwort auslosen. So fiihrt z.B. transforming growth factor- (TGF-B) zu einer



Stimulation der MMP-2- und MMP-9-Synthese (also letztlich einer Erh6hung der Gelatinase-
Aktivitit), jedoch zu einer Hemmung der MMP-3-Synthese (Creemers et al. 2001, S. 204).

Aktivierung von Pro-Formen

Die posttranslationale Aktivierung der MMP-Zymogene stellt die zweite Regulationsebene
dar. Hier lassen sich prinzipiell drei verschiedene Wege unterscheiden (Nagase 1997, S. 153-
156), ndmlich die schrittweise erfolgende Aktivierung, die Aktivierung an der Zelloberfldche
durch MT-MMPs und die intrazelluldre Aktivierung. Bei der schrittweise erfolgenden Akti-
vierung, durch die die meisten sezernierten proMMPs mit Ausnahme von proMMP-2 in eine
biologisch wirksame Form tiberfiihrt werden, erfolgt der erste Schritt durch extrazellulére Pro-
teasen wie Plasmin, Trypsin, Chymase, Elastase oder Kallikrein. Plasmin spielt hierbei die
wichtigste Rolle. Die Aktivierung vollzieht sich durch einen proteolytischen Schritt innerhalb
der Pro-Domine der MMP, der zu einer Konformationsédnderung derselben fiihrt, und einer
zweiten Proteolyse, die meist durch eine andere MMP ausgefiihrt wird (Creemers et al. 2001,
S. 204). Die Protease Plasmin entsteht wiederum zumeist an Zelloberflachen, wo die inaktive
Form Plasminogen zusammen mit dem so genannten urokinase-type plasminogen activator
(u-PA) an dessen zelluldren Rezeptor (u-PAR) gebunden und dort proteolytisch aktiviert wird
(May et al. 2005, S. 710).

Die MMP-Aktivierung an Zelloberflachen spielt vor allem bei Zellmigrationen eine Rolle.
Aktivatoren sind hier die bereits erwdhnten membranassoziierten MMPs. Als Beispiel fiir die-
sen Weg sei die Aktivierung von proMMP-2 durch MT-MMPs angefiihrt (Creemers 2001, S.
202; Brew et al. 2000, S. 272).

Eine weitere Mdoglichkeit stellt die intrazellulire MMP-Aktivierung mit anschlieBender Sekre-
tion biologisch aktiver MMPs dar. Uber die genauen Vorgiinge dieses Aktivierungswegs lie-
gen bislang noch relativ wenig Erkenntnisse vor. Intrazelluldre Aktivierungsvorginge wurden
bisher fiir MMP-11 sowie fiir MT-MMPs nachgewiesen. Diese besitzen im Gegensatz zu an-
deren MMPs eine Abfolge von zehn Aminosduren zwischen Pro- und katalytischer Doméne,
die ein endoproteolytisches Signal fiir die Protease Furin im Trans-Golgi-Netzwerk darstellen

(Pei et al. 1995, 244-247; Sato et al. 1996, S. 101-104).



In GefdBwinden wird die proteolytische Aktivierung von MMP-Zymogenen zum Teil durch
Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) aus Schaumzellen und konsekutive Erhohung
des oxidativen Stresses vermittelt. Ein hoher Anteil an Schaumzellen trdgt somit sowohl auf
der Ebene der Genexpression als auch auf der Ebene der Aktivierung der Proenzyme zu ge-
steigerter MMP-Aktivitit innerhalb der atherosklerotischen Lasion und auf diese Weise erheb-
lich zur Schwichung der extrazelluldren Matrix bei. Es resultiert eine instabile Plaque mit er-
hohter Rupturwahrscheinlichkeit. Eine Aktivierung insbesondere von MMP-2 wird dariiber

hinaus fiir plasmatisches Thrombin vermutet (Galis et al. 2002, S. 256).

Hemmung der MMPs

Als dritte Ebene in der Regulation der MMP-Aktivitét steht schlieBlich deren Inhibition zur
Verfiigung. In diesem Zusammenhang wurde bei einer Reihe unterschiedlicher Molekiile
nachgewiesen, dass sie die Fihigkeit besitzen, an MMPs zu binden und sie in ihrer Aktivitit
zu hemmen. So konnte im Blut eine inhibitorische Wirkung v.a. fiir a,-Makroglobulin und
dhnliche Molekiile nachgewiesen werden. Innerhalb von Geweben hingegen gelang der Nach-
weis einer Klasse von Proteinen, die dort durch nicht-kovalente Bindung an MMPs eine hohe
inhibitorische Potenz besitzen. Diese Molekiile wurden aufgrund dieser Féahigkeit als TIMPs

(tissue inhibitors of metalloproteinases) bezeichnet (Brew et al. 2000, S. 268).

Innerhalb diese Substanzklasse wurden bisher vier verschiedene TIMPs (TIMP-1 bis -4) be-
schrieben. Gemeinsam ist diesen Molekiilen der Aufbau aus zwei Proteindoméinen, Unter-
schiede ergeben sich aus ihrer jeweiligen MMP-Spezifitit. So wurde beispielsweise fiir das
Molekiil TIMP-1 eine Hemmung der meisten MMPs mit Ausnahme von MMP-2 und mem-
branassoziierter MMPs gezeigt. TIMP-2 wiederum hemmt die meisten MMPs aufler MMP-9.
Membranassoziierte MMPs werden durch TIMP-2 und -3, nicht aber durch TIMP-1 gehemmt.
TIMP-3 weist die Besonderheit auf, ausschlieBlich an extrazellulire Matrix gebunden vorzu-
liegen und auf diese Weise sehr lokalisiert in der Ndhe des Ortes der Synthese zu wirken. Es
hemmt MMP-1, -2, -3, -9 und -13 sowie MT-MMPs. Fiir TIMP-4 wurde eine Hemmung von
MMP-1, -3, -7 und -9 nachgewiesen (Creemers et al. 2001, S. 204).

Wie die Synthese der MMPs unterliegt auch die der TIMPs einer Regulation, die durch unter-
schiedliche Faktoren beeinflusst wird. In vielen Fillen (z.B. bei EGF, PDGF, IL-1 und -6)



handelt es sich hier um dieselben Einflussfaktoren wie fiir die MMP-Expression, was zu einer
oft gleichsinnigen Anderung in den Syntheseraten der beiden Molekiilklassen und auf diese
Weise letztlich zu einer Minderung des Einflusses dieser Faktoren auf die resultierende MMP-

Aktivitét fithrt (Creemers et al. 2001, S. 204).

TIMPs weisen jedoch auch einige funktionelle Eigenschaften auf, die tiber die Hemmung von
MMPs hinausgehen. So wurde beispielsweise nachgewiesen, dass TIMP-2 fiir die oben be-
schriebene Aktivierung von proMMP-2 an der Zelloberflache einen Kofaktor darstellt. Hier-
bei bildet TIMP-2 mit proMMP-2 einen Komplex, der fiir die folgende Aktivierung durch
MT-MMPs nétig ist (Strongin et al. 1995, S. 5331). Es konnte gezeigt werden, dass TIMP-1
und proMMP-9 in &hnlicher Weise Komplexe bilden konnen, deren Funktion jedoch noch
nicht vollstindig erforscht ist. Moglicherweise handelt es sich bei diesem Vorgang ebenfalls

um einen Schritt, der zur MMP-Aktivierung notwendig ist (Brew et al. 2000, S. 271).

Zusitzlich wurden Effekte von TIMPs nachgewiesen, die denen von Wachstumsfaktoren dh-
neln (Hayakawa et al. 1992, S. 29-32; Hayakawa et al. 1994, S. 2373-2379). Auch eine Hem-
mung der Angiogenese durch TIMPs konnte nachgewiesen werden (Thorgeirsson et al. 1996,

S. 137-144).



1.2.4 Beteiligung von MMPs am Gefifswandumbau bei der Atherosklerose

Die Plaqueprogression bei der Atherosklerose vollzieht sich durch strukturelle Veranderungen
innerhalb der Intima mit erhdhter Dichte von Zellen, extrazelluldrer Matrix und Lipiden (Galis

et al. 2002, S. 253).

Glatte GefdBmuskelzellen stellen hierbei eine Klasse vermehrt nachweisbarer Zellen dar. Es
wird vermutet, dass es sich bei diesen um eingewanderte Zellen der Tunica muscularis han-
delt, deren Einwandern (also die Durchdringung der Lamina elastica interna) ebenso wie ihre
Proliferation durch die proteolytische Aktivitit von MMPs ermoglicht wird (Galis et al. 2002,
S. 253).

Eine andere Zellklasse, die sich verstirkt in der Plaque nachweisen lésst, sind Entziindungs-
zellen, die zum Teil aus dem Intravasalraum transmigrieren. Sie miissen hierzu, nachdem sie
an Adhésionsmolekiile des aktivierten Endothels gebunden haben, dieses sowie die zugehori-
ge Basalmembran durchqueren. Fiir diesen Vorgang bildet die proteolytische Aktivitdt von
MMPs eine wichtige Voraussetzung. So wurde beispielsweise gezeigt, dass das Vorhanden-
sein von MT1-MMP auf der Zelloberflaiche von Monozyten fiir deren Durchwanderung der
Endothelzellschicht und ihr Vordringen in den subintimalen Bereich der GefdaBwand im Rah-
men chronisch-entziindlicher Prozesse wie der Atherosklerose nétig ist (Matias-Roman et al.
2005, S. 3956-3964). Die Storung der Integritdt der innersten Gefalwand ermdoglicht dariiber
hinaus eine erhohte Aufnahme von Plasmaproteinen, darunter auch Lipoproteine, und auf die-
se Weise eine verstiarkte intrazellulire Akkumulation von Lipiden, was eine gesteigerte
Schaumzellbildung zur Folge hat. Schaumzellen wiederum, also lipidbeladene Makrophagen,
wurden als wichtige Quelle fiir MMPs identifiziert (Galis et al. 1995, S. 402-406), was einen

circulus vitiosus darstellt, der erheblichen Anteil an der Plaqueprogression hat.

Ein weiteres Beispiel fiir die Rolle von MMPs innerhalb der pathophysiologischen Prozesse,
die im Rahmen der Atherosklerose auftreten, lieferten 1999 Rajavashisth und Mitarbeiter. Sie
zeigten, dass Makrophagen und glatte Muskelzellen in der atherosklerotischen Plaque, ange-
regt durch proinflammatorische Molekiile wie IL-1a, TNF-a und oxidiertes LDL (ox-LDL),
verstarkt MTI-MMP exprimieren. Auf diese Weise konnten Entziindungsvorginge iiber die
Steigerung der MT1-MMP-Expression den Matrixumbau beschleunigen (Rajavashisth et al.
1999, S. 3103-3109).



1.2.5 Beitrag der MMPs zu Plaqueruptur und arterieller Thrombose

Akute Koronarthrombosen, die hiufigsten Ausldser akuter Koronarsyndrome, sind meist Fol-
ge einer Ruptur der fibrésen Kappe einer atherosklerotischen Lasion mit Exposition Thrombo-
zyten aktivierender extrazelluldrer Matrixproteine und Aktivierung der Gerinnungskaskade.
Eine solche Plaqueruptur ist nicht an jedem Ort der Plaque mit gleicher Wahrscheinlichkeit zu
erwarten, sondern findet sich bevorzugt im Randbereich der Plaque. Es hat sich gezeigt, dass
diese Regionen eine besonders hohe Konzentration an Schaumzellen (lipidspeichernden Ma-
krophagen) enthalten. Diese wiederum stellen eine wichtige Quelle fiir MMPs dar (Galis,
Sukhova et al. 1994, S. 2497-2498; Galis et al. 2002, S. 256). Die hieraus folgende erhohte
MMP-Aktivitdt fithrt zu einer lokalen Destabilisierung der Plaque mit erhdhter Rupturgefahr.

Ist die Ruptur erfolgt, wurde dariiber hinaus ein sich selbst verstarkender Mechanismus einer
wechselseitigen Thrombin-/MMP-2-Aktivierung mit zusitzlicher verstiarkter Thrombozyten-

aggregation beschrieben (Galis et al. 2002, S. 257)

Brown et al. wiesen 1994 in atherosklerotischen Lasionen bei Patienten mit stabiler und insta-
biler Angina pectoris MMP-9 nach, bei klinisch instabilen Patienten jedoch verstérkt intrazel-
luldr in Makrophagen, was auf eine starke Synthese zum Zeitpunkt der Probengewinnung hin-
weist, da Makrophagen keine MMPs speichern. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden Riick-
schliisse auf eine wichtige Rolle von MMP-9 bei der Initiierung der Plaqueruptur und damit

dem akuten klinischen Ereignis gezogen (Brown et al. 1995, S. 2125-2131).

Auf diesen Ergebnissen aufbauend, konnten Chen et al. eine Erh6hung sowohl der Expression
von MMP-9 als auch der Regulationsfaktoren bei instabilen AP-Patienten nachweisen (Chen

et al. 2005, S. 57-65).

Einen weiteren Anhalt fiir die Beteiligung von MMPs an den pathophysiologischen Vorgén-
gen, die zur arteriellen Thrombose fiihren, lieferten Kai und Mitarbeiter, die im Serum bzw.
Plasma von Patienten mit akuten Koronarsyndromen erhohte Spiegel der Kollagenasen MMP-

2 und MMP-9 feststellten (Kai et al. 1998, S. 368-372).

Sukhova et al. wiesen 1999 eine erhohte Kollagenolyse in atheromatdsen, rupturgefdhrdeten

(im Gegensatz zu fibrosen) Plaques nach, in denen sich eine erhohte Makrophagen-Expressi-



on der MMPs 1 und 13 (Kollagenase 1 und 3) fand, was den Beitrag dieser beiden MMPs hin-
sichtlich der Destabilisierung der Plaque und der Erhéhung der Rupturgefahr unterstreicht
(Sukhova et al. 1999, S. 2503-2509).



1.3 EMMPRIN (Synonyme: Basigin / CD 147)

1.3.1 Struktur und Eigenschaften

EMMPRIN (Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer) ist ein transmembrandses Gly-
koprotein mit einem Molekulargewicht zwischen 31 und 65 kDa, abhéngig vom Ausmal} der
Glykosylierung (Tang, Chang et al. 2004, S. 4045). In den meisten Fillen betridgt das Moleku-
largewicht jedoch 58 kDa (Caudroy et al. 1999, S. 1576). Das Molekiil ist der Familie der Im-
munglobuline zuzuordnen (Biswas et al. 1995, S. 434-439) und besitzt insbesondere in der
hochglykosylierten Form die Eigenschaft, die Neusynthese bestimmter MMPs wie MTI1-
MMP, MMP-1, MMP-2, MMP-3 und MMP-9 effektiv induzieren zu konnen (Tang et al.
2004, S. 4043).

Das fir EMMPRIN codierende Gen befindet sich auf Chromosom 19 und besteht aus sieben
Exons und sechs Introns mit einem Promoter 470 bp 5" upstream (-142 bis -112 bp) (Liang et
al. 2002, S. 77).

EMMPRIN besteht aus zwei extrazelluldaren C2-d4hnlichen Immunglobulindoménen, einer kur-
zen transmembrandsen und einer zytoplasmatischen Doméne. Die hoch konservierte Amino-
sduresequenz der transmembrandsen Domédne mit glutamin- und leucinreichen Sequenzen
weist auf die Moglichkeit einer Interaktion mit anderen transmembrandsen Proteinen hin (Yan

et al. 2005, S. 200).
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des EMMPRIN-Molekiils mit zwei extrazelluldren Im-
munglobulin-Doménen mit drei ASN-gekoppelten Oligosacchariden sowie einer transmem-
brandsen und einer intrazelluldren Doméne (modifiziert nach Gabison et al. 2005, S. 362).

Aktuelle Untersuchungen lassen vermuten, dass fiir die MMP-Stimulation die N-terminale
Immunglobulindoméne verantwortlich ist (Sun et al. 2001, S. 2277), wohingegen die C-termi-
nale mit Caveolin-1 Komplexe ausbilden kann (Tang, Hemler 2004, S. 11112-11118). Weiter-
hin kénnen EMMPRIN-Proteine cis-konfigurierte Homo-Oligomere miteinander bilden (Too-
le 2003, S. 374; Yoshida et al. 2000, S.4372-4380). Dieses so genannte ,,Clustering* wieder-
um wird durch die Assoziation mit Caveolin-1 reduziert, ebenso wie die Glykosylierung der
extrazelluliren Domiine, was bei Uberexpression von Caveolin-1 letztlich zu einer reduzierten

Induktion von MMP-1 fiihrt (Tang, Chang et al. 2004, S. 4043-4050).



1.3.2 Vorkommen von EMMPRIN

EMMPRIN wurde erstmals im Jahr 1989 von Ellis et al. beschrieben. Sie wiesen das Vorkom-
men des Proteins an der Oberfldche einer Zelllinie (LX-1) aus humanem Bronchialkarzinom
nach und duBerten die Vermutung, dass umliegende Fibroblasten zur Bildung von Kollagen-
asen angeregt wiirden. Aus diesem Grund bezeichneten sie es zunéchst als ,,tumor cell colla-

genase-stimulatory factor* (Ellis et al. 1989, S. 3385-3391).

Zwei Jahre spiter erfolgte eine partielle Sequenzierung und ndhere Charakterisierung des
nunmehr als ,,tumor cell-derived, collagenase stimulatory factor* (TCSF) bezeichneten Pro-
teins (Nabeshima et al. 1991, S. 90-96). In den folgenden Jahren gelang verschiedenen For-
schungsgruppen der Nachweis auf Zellen verschiedener weiterer invasiv wachsender Tumo-
ren. So wurde TCSF 1993 von Muraoka et al. auf Zellmembranen von Urothelzellkarzinom-
zellen nachgewiesen und als moglicher Tumormarker fiir das Blasenkarzinom in der Urinzy-
tologie in Betracht gezogen (Muraoka et al. 1993, S. 19-26). Es zeigte sich bald, dass TCSF
nicht nur die Fahigkeit zur Induktion von Kollagenasen besitzt, sondern auch weitere MMPs
induzieren kann. So wiesen Kataoka et al. 1993 nach, dass TCSF auf Tumorzellen bei Fibro-
blasten die Expression dreier MMPs, ndmlich interstitieller Kollagenase (= MMP-1), 72-
kDa-Gelatinase (= MMP-2) und Stromelysin-1 (= MMP-3), induziert (Kataoka et al. 1993, S.
3154-3158). Zu einem dhnlichen Ergebnis gelangten Guo und Mitarbeiter mit dem rekombi-
nanten Molekiil, das mittlerweile aufgrund dieser breiteren Wirkweise in Extracellular Ma-
trix Metalloproteinase Inducer (EMMPRIN) (Biswas et al. 1995, S. 434-439) umbenannt
worden war (Guo et al. 1997, S. 24-27). In den folgenden Jahren kamen neue Erkenntnisse
hinsichtlich Lokalisation und Effekten von EMMPRIN hinzu, allerdings vorldufig auf das
Vorkommen bei malignen Tumoren beschrinkt. Van den Oord und Mitarbeiter konnten das
Molekiil in frithen Stadien des malignen Melanoms auf den Tumorzellen nachweisen (van

den Oord et al. 1997, S. 665-670).

Im Jahr 1999 zeigten Caudroy et al., dass EMMPRIN, welches sie auf Bronchial- und
Mammakarzinomzellen nachgewiesen hatten, umliegende Stromazellen verstirkt zur MMP-
2-Produktion anregt. Aus diesen Beobachtungen wurde der Schluss gezogen, dass es sich bei

EMMPRIN um einen wichtigen Faktor fiir Tumorprogression und Neoangiogenese handle

(Caudroy et al. 1999, S. 1575-1580). 2002 zeigten sie dariiber hinaus, dass EMMPRIN-expri-



mierende Tumorzellen zum einen auch selbst MMP-2 bilden, zum anderen bei Endothelzel-

len im Tumor die Produktion diverser MMPs anregen (Caudroy et al. 2002, S. 697-702).

Lim et al. konnten 1998 einige der intrazelluldren Signalmechanismen identifizieren, die bei
Fibroblasten nach Kontakt mit EMMPRIN-exprimierenden Tumorzellen zur Bildung von
MMP-1 fiihrten. Als wichtiges Signalmolekiil wurde hierbei die MAP-Kinase p38 identifi-
ziert, deren Aktivierung wiederum Tyrosinkinase-abhéngig ist (Lim et al. 1998, S. 88-92).

Fiir die MMP-2 Sekretion hingegen wurde ein Phospholipase A(2)- und 5-Lipoxygenase-ka-
talysierter Aktivierungsweg gezeigt (Taylor et al. 2002, S. 5765-5772).

2001 wiesen Li und Mitarbeiter die funktionelle Homologitit von EMMPRIN und dem in
Maiusen beobachteten Basigin nach, indem sie nachwiesen, dass letzteres MMPs bei Fibro-

blasten induziert (Li et al. 2001, S. 371-379).

War die Erforschung von EMMPRIN anfinglich auf das Vorkommen in bosartigen Tumoren
beschriankt gewesen, konnten Major et al. im Jahr 2002 zeigen, dass auch ausdifferenzierte
Makrophagen EMMPRIN an ihrer Oberflidche exprimieren. Dariiber hinaus wiesen sie EMM-
PRIN erstmals in atherosklerotischen Lésionen mit hohem Makrophagen-Anteil nach (Major
et al. 2002, S. 1200-1207). Auch auf Endothel- sowie auf glatten GefdBmuskelzellen wurde
das Molekiil nachgewiesen (Haug et al. 2004, S. 1823-1829). Eine funktionelle Relevanz fiir
die Atherogenese sowie eine Regulation von EMMPRIN in vivo konnten bisher noch nicht ge-
zeigt werden. Auch ist die Wirkweise bisher nur unvollstindig verstanden. Beispielsweise
konnte bisher nicht genau geklart werden, an welchen Rezeptor EMMPRIN bindet. Als wahr-
scheinlich gilt eine Interaktion zwischen zwei EMMPRIN-Molekiilen, was bedeuten wiirde,
dass EMMPRIN gleichzeitig als Effektor und Rezeptor fungiert. Die oben erwidhnte Homo-
Oligomer-Ausbildung (,,Clustering*) scheint in diesem Zusammenhang bedeutsam zu sein. Es
wird angenommen, dass flir die MMP-Induktion neben der EMMPRIN-EMMPRIN-Bindung
dariiber hinaus die Glykosylierung des EMMPRIN-Molekiils essentiell ist (Sun et al. 2001, S.
2276).
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Abbildung 3: Vermuteter Weg der Induktion von MMP-1, -2 und -9 sowie von MT1-MMP
iiber eine EMMPRIN-EMMPRIN-Interaktion.

Modifiziert nach: Sluijter, J.: Prevention and dissection of the restenosis process after balloon
angioplasty and stenting. In: The Interuniversity Cardiology Institute of the Netherlands.

URL: http://www.icin.nl/read/magicine2004 2p (07.06.07)

Trotz einiger Erkenntnisse hinsichtlich der intrazelluliren Signalwege, die von EMMPRIN
ausgelost werden, sind die genauen Mechanismen, die letztlich zur MMP-Regulation durch

EMMPRIN fiihren, noch nicht bekannt.

GroBenteils unverstanden ist dariiber hinaus die Regulation der EMMPRIN-Expression selbst.
Es ist zwar bekannt, dass unter pathophysiologischen Bedingungen wie Tumorprogression
oder Atherogenese EMMPRIN verstirkt exprimiert wird, die einzelnen Einflussfaktoren sind

jedoch nur zum Teil bekannt.

Studien unserer Arbeitsgruppe konnten die bestehenden Kenntnisse iiber die Regulation von
EMMPRIN auf Monozyten insoweit erweitern, als sie den Einfluss von Chlamydia pneumo-
niae auf die Oberfachenexpression von EMMPRIN nachwiesen. So konnte gezeigt werden,

dass Monozyten, die mit dem intrazelluliren Bakterium infiziert worden waren, verstirkt



EMMPRIN und auch MT1-MMP exprimieren. Dariiber hinaus kam es zu einer signifikant er-
hohten Sekretion von MMP-9 aus den infizierten Monozyten (Schmidt, Redecke et al. 2006,
S. 154). Dieses Ergebnis ist fiir die Forschung auf dem Gebiet der Atherosklerose insbesonde-
re deshalb interessant, weil das Vorhandensein von Chlamydia pneumoniae in atheroskleroti-
schen Plaques aus mehreren Arbeiten bekannt ist und eine chronische Infektion mit dem Erre-
ger als atherogener Faktor diskutiert wird (Maass et al. 1998, S. 25; Muhlestein et al. 1996, S.
1555-1561).

Als weiterer Faktor, der einen Einfluss auf die Induktion der Oberflichenexpression von
EMMPRIN auf Monozyten im Rahmen der Atherosklerose hat, konnte von unserer Arbeits-
gruppe enzymatisch modifiziertes LDL-Cholesterin identifiziert werden (May et al. 2005, S.
710-715), von dem bekannt ist, das es in atherosklerotischen Lésionen vom Typ fatty streak
vermehrt intrazelluldr (in Makrophagen / Schaumzellen) vorliegt (Torzewski et al. 1998, S.

2130-2136; Bhakdi et al. 1999, S. 2348-2354).



2 Zielsetzung

Als Ziel der vorliegenden Arbeit sollten die oben umrissenen bisher bestehenden Erkenntnisse
durch Forschungsergebnisse zur Regulation von EMMPRIN in vivo an Patienten mit korona-

rer Herzerkrankung erweitert werden.

Bislang lag keine Beschreibung der Regulation von EMMPRIN in vivo auf kardiovaskulidren
Zellen bzw. Monozyten vor. Das Verhalten der Oberfldchenexpression von EMMPRIN auf
Entziindungszellen war dariiber hinaus im akuten Myokardinfarkt bisher noch nicht unter-

sucht worden.

Aus diesem Grund sollte die Regulation von EMMPRIN in vivo auf Monozyten zum Zeit-

punkt eines akuten Myokardinfarktes untersucht werden.

Hierzu sollte das Verhalten der Oberflichenexpression von EMMPRIN bei 20 Patienten mit
der Diagnose des akuten Infarktes untersucht werden. Als Vergleichskollektive sollten hierbei
jeweils 20 Patienten mit der klinischen Diagnose einer stabilen Angina pectoris (chronische
stabile Angina pectoris, CSA) und einer koronarangiografisch gesicherten koronaren Herzer-

krankung sowie 20 gesunde Probanden dienen.

Die membrangebundene Matrix-Metalloproteinase MT1-MMP, die funktionell eine enge Ver-
bindung zu EMMPRIN aufweist, sollte im Rahmen der Versuche in gleicher Weise untersucht

werden.

Ausgehend von der bekannten Induktion der Gelatinase MMP-9 durch EMMPRIN war es dar-
iiber hinaus Ziel der vorliegenden Arbeit, die Plasmaaktivitit der Gelatinase MMP-9 in vivo
beim akuten Myokardinfarkt zu untersuchen und mit der Oberflichenexpression von EMM-

PRIN und MT1-MMP zu korrelieren.



3 Material und Methoden

3.1 Material

8,5-ml-CPDA-Monovette® Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Vortex-Gerit Vortex-Geniel, Scientific Industries,
Bohemia (NY), USA

FACS-Gerit FACSCalibur, Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Gel-Dry™ Drying Solution Invitrogen GmbH, Karlsruhe (Best.-Nr.
LC 4025)

Coomassie-Blue Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Imagel Public-Domain-Software
zur Quantifizierung der optischen Dichte
der Zymographie-Gels

Large Cellophane Invitrogen GmbH, Karlsruhe (Best.-Nr.
NC 2200

Lyse-Reagenz Whole Blood Lysing Reagent Kit
#6602764, Beckman Coulter, Fullerton
(CA), USA

Monoklonaler Antikorper Chemicon International, Temecula (CA),

Maus-Anti-EMMPRIN, Klon: 1 G6.2 USA

Monoklonaler Antikorper Calbiochem, San Diego (CA), USA

Maus-Anti-MT1-MMP, Klon: 114-1F2



Fluoreszenzmarkiertes, gereinigtes F(ab’),-
Antikorperfragment aus Kaninchen-

Antiserum
Novex® Mini-Zellkammer

Novex® Tris-Glycine SDS Sample Buffer (2x)

LC 2676)

Novex® Zymogram (Gelatin) Gel 1.0 mm, 15 well

Novex® Zymogram Developing Buffer

Novex® Zymogram Renaturing Buffer

SeeBlue® Protein-Standard

FACS-Puffer/-Spiillosung

Fixierlosung fiir gefdrbte Zellen (FACS)

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (PBS)

Pipettierhilfen (10 pl, 100 pl, 1000 pl)
Pipettenspitzen (steril)

FACS-Rohrchen 5 ml, 12 x 75 mm (Falcon)

R0439 RPE, DAKO UK Ltd., Cambridge-
shire, UK

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe (Best.-Nr.

Invitrogen GmbH, Karlsruhe (Best.-Nr.
EC61755BOX)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe (Best.-Nr.
LC 2671)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe (Best.-Nr.
LC 2670)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe (Best.-Nr.
LC 5925)

Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg

0,5 g Paraformaldehyd in 45 ml PBS, bei
65 °C 16sen und pH auf 7,4 einstellen, ste-
ril filtrieren (0,20 pm)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg



3.2 Methoden

3.2.1 Probengewinnung

Die Blutproben, aus denen die zu untersuchenden Monozyten und das Plasma stammten, wur-

den im Deutschen Herzzentrum Miinchen bei 20 Patienten mit der Diagnose eines akuten

Myokardinfarktes mit Schmerzbeginn innerhalb der letzten 24 Stunden, bei 20 Patienten mit

stabiler Angina pectoris sowie bei 20 gesunden Kontrollpersonen gewonnen.

l.

Die Diagnosekriterien fiir den akuten Myokardinfarkt beinhalteten eine Anamnese fiir
langer anhaltenden ischdmischen Brustschmerz (Beginn innerhalb der letzten 24 Stun-
den), ST-Hebungen im EKG sowie eine Serum-Kreatinkinase von iiber 240 U/ml mit
begleitendem signifikantem Anstieg des MB-Isoenzyms. Patienten, die das erste und
mindestens ein weiteres Kriterium erfiillten, wurden berticksichtigt. Nach der Killip-Klas-
sifikation waren Patienten der Klassen I-IV eingeschlossen. Der Zeitpunkt fiir die
Blutentnahme lag vor der Revaskularisation mittels PTCA und Stentimplantation

(Bare Metal Stent).

Zur Diagnosestellung ,,stabile Angina pectoris“ diente die typische Klinik mit gleich-
formig auftretenden provozierbaren retrosternalen Thoraxschmerzen. Dariiber hinaus
war eine koronare Herzerkrankung koronarangiographisch im Rahmen zumindest ei-

ner Herzkatheteruntersuchung gesichert worden.

Als Kontrollgruppe dienten freiwillige, anamnestisch herzgesunde Klinikmitarbeiter des

Deutschen Herzzentrums Miinchen.

Ausschlusskriterien fiir alle drei Gruppen waren nichtkardiale Erkrankungen, die mdglicherweise

Einfluss auf die Ergebnisse gehabt hétten. Insbesondere sind in diesem Zusammenhang Autoim-

munerkrankungen, Malignome oder Infektionen anzufiihren.

Die Patientenproben wurden im Rahmen der Aufnahme und, im Falle eines akuten Infarktes, vor

Beginn der Revaskularisierungstherapie gewonnen. Der Zeitraum vom FEintritt des akuten

Schmerzereignisses bis zur Probengewinnung betrug im Mittel 7,7 Stunden (+ 4,7 Stunden).



Dariiber hinaus wurden im Rahmen einer routineméfigen Wiedervorstellung der Patienten
sechs Monate nach dem ersten Aufenthalt zur Re-Koronarangiografie erneute Blutproben

gewonnen.

Die Blutentnahme erfolgte durch vendse Punktion und anschlieendes Fiillen zweier 8,5-ml-Mo-

novetten®, die CPDA (Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin) zur Antikoagulation enthielten.

3.2.2 Durchflusszytometrie

3.2.2.1 Grundlagen

Mithilfe der Durchflusszytometrie (engl. fluorescence activated cell sorting, FACS) ist es
moglich, bestimmte biochemische und physikalische Eigenschaften einer Zellpopulation in
sehr kurzer Zeit zu analysieren. Hierzu passieren die zu untersuchenden Zellen, die in Einzel-
zellsuspension vorliegen, in Form von Tropfchen einen Laserstrahl, dessen Licht sie entspre-
chend ihren strukturellen Eigenschaften streuen. Zusitzlich werden fluoreszierende Antikor-
per (Fluorescein-Isothiocyanat = FITC oder Phycoerythrin = PE), die in einem der Messung
vorangehenden Fiarbevorgang an zu untersuchende Zellantigene (bzw. an den Fc-Teil antigen-
spezifischer monoklonaler Antikdrper) gebunden werden konnen, durch einen monochromati-
schen Laser zur Fluoreszenz angeregt. Sowohl das gestreute als auch das emittierte Licht wer-

den von Photodetektoren gemessen.

-

7 |® | B

Abbildung 4: Die Abbildung zeigt einen neutrophilen Granulozyten (links, gro3, Granula),
einen Lymphozyten (Mitte, kleiner, kaum Granula) und eine Monozyten (rechts, grof3, kaum
Granula). Es lésst sich erkennen, dass die drei Zelltypen sich in Hinblick auf Gréfe und Gra-
nularitédt unterscheiden, was ihre Differenzierbarkeit in der Durchflusszytometrie ermoglicht.
Quelle: Wikipedia (26.09.07). URL: http://www.de.wikipedia.org/wiki/leukozyten (3.10.07)



Anhand der Vorwirts-Lichtstreuung (Forward Scatter = FSC) lésst sich eine Aussage {iber die

ZellgroBe und -aggregation treffen, wéihrend die seitliche Lichtstreuung (Side Scatter = SSC),

die in einem Winkel von 90° zum FSC gemessen wird, mit der Granularitdt und dem Kern-
Plasma-Verhiltnis der Zelle korreliert. Auf diese Weise lassen sich die untersuchten Zellen

mit hoher Wahrscheinlichkeit den verschiedenen Populationen zuordnen.

Die Intensitit des emittierten Lichts spiegelt die Menge der fluoreszierenden Antikdrper, die
an die Zelloberfliche gebunden sind, proportional wider. Durch ihre Messung lassen sich
Riickschliisse auf den Grad der Oberflichenexpression des spezifisch markierten Antigens

ziehen.

Als Negativkontrolle werden im Zuge der Messung zusétzlich zu den spezifisch markierten
Zellen sowohl unbehandelte Zellen (zur Messung der Eigenfluoreszenz) als auch Zellen ver-

wendet, die mit einem unspezifischen fluoreszenzmarkierten Antikorper inkubiert wurden.

3.2.2.2 Antikérpermarkierung von Leukozyten

Die Fluoreszenzmarkierung der Oberfldchenantigene vollzieht sich in mehreren Arbeitsschrit-
ten, die im Folgenden dargestellt werden sollen. Alle unten beschriebenen Schritte werden
parallel mit einer Patientenprobe und einer Kontrollprobe eines herzgesunden Probanden

durchgefiihrt.

Zwei FACS-Rohrchen werden mit jeweils 5 pl monoklonalem unmarkiertem Maus-anti-Hu-
man-Antikorper gegen die Oberflaichenantigene EMMPRIN und MT1-MMP bestiickt, der
(ggf. nach einer Verdiinnung 1:10 mit PBS) in einer Konzentration von 100 pg/ml vorliegt.
Zwei weitere Rohrchen bleiben als Negativkontrollen ohne Antikdrper. Die Blutproben wer-
den vorsichtig, aber sorgfiltig gemischt. Es werden in jedes Rohrchen 95 ul CPDA-Blut zu-
gegeben, sodass in den mit Antikorpern versehenen Rohrchen eine Antikorper-Konzentration
von jetzt 5 pg/ml vorliegt. AnschlieBend werden die Rohrchen mit dem Vortex-Riittler vor-
sichtig gemischt. Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur werden die R6hrchen zum
Waschen mit 4 ml PBS-Losung aufgefiillt und darauthin bei Raumtemperatur 5 Minuten bei
1200 U/min zentrifugiert. Die Uberstinde werden abgesaugt und die verbleibenden Zellpel-

lets, die die nun spezifisch markierten Leukozyten enthalten, in 100 pl PBS resuspendiert.



Als néchster Arbeitsgang werden jeweils 10 pl Kaninchen-anti-Maus-Antikorper, der an den
Fc-Teil von Immunglobulinen bindet, zugegeben. Dieser zweite Antikorper ist mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff Phycoerythrin (PE) markiert. Eines der beiden Rohrchen, die vorher keine
Antikdrper erhalten haben, bleibt bei diesem Schritt ausgespart, sodass es nach wie vor nur
unmarkierte Zellen enthélt. In das zweite dieser Rohrchen wird der PE-markierte Antikorper
zugegeben. Dieser Arbeitsschritt erfolgt wie auch alle sich anschlieBenden unter Lichtab-
schluss. Die entstandene Suspension wird nach erneutem Mischen 30 Minuten im Dunkeln in-

kubiert.

Da die Erythrozyten, die zum jetzigen Zeitpunkt den grofiten Zellanteil in der Suspension aus-
machen, den Messvorgang storen wiirden, miissen sie entfernt werden. Hierzu dient die nun
durchgefiihrte chemische Hamolyse. Dabei wird zunichst 1 ml eines zuvor im Verhiltnis 1:25
verdiinnten Lyse-Reagenzes in jedes Rohrchen gegeben. Die Lyse der Erythrozyten ist nach
ca. einer Minute erfolgt. Nun werden zum Schutz der verbliebenen Leukozyten 250 pl Fixativ

zugegeben und die Rohrchen erneut gemischt.

Hieran schlieBt sich ein weiterer Waschvorgang mit 3 ml PBS pro Réhrchen nach dem oben
beschriebenen Muster an. Die verbleibenden Pellets werden bei direkt anschlieBender Mes-
sung in 250 pl PBS resuspendiert oder alternativ mit 250 pl einprozentigem Para-Formalde-
hyd fixiert, ein Arbeitsschritt, der das mdgliche Zeitfenster bis zur Messung auf 24 Stunden

vergroflert.



3.2.2.3 Durchfiihrung der FACS-Messung

Die FACS-Rohrchen, welche nach dem Markierungsvorgang jeweils unterschiedlich markier-
te Zellsuspensionen enthalten, werden nacheinander an den Ansaugmechanismus des FACS-
Gerites gehalten, woraufhin der Ansaugvorgang gestartet wird. Entsprechend den fiir jede
Zelle gemessenen FSC- und SSC-Werten wird jeder Zelle ein Punkt in einem Scattergramm
zugewiesen. Der Messvorgang wird automatisch beendet, sobald 20000 Zellen innerhalb eines
voreingestellten Fensters, in dem sich nahezu ausschlieBlich Monozyten befinden, gezéhlt
sind. Alle gemessenen Werte einschlieBlich der Fluoreszenz jeder Zelle werden gleichzeitig
automatisch in der Gerdte-EDV gespeichert und sind als Rohdaten jederzeit einer Auswertung

zugénglich.

Abbildung 5: Dargestellt ist die verwendete FACS-Messstation FACSCalibur der Firma Bec-
ton Dickinson. Angeschlossen ist eine Rechnereinheit zur Auswertung der Daten.



3.2.2.4 Auswertung der FACS-Daten

Die Scattergramme, die fiir jedes Rohrchen (und somit fiir die zu untersuchenden Oberflé-
chenantigene sowie die beiden Negativkontrollen) vorliegen, werden in einem anschlieBenden
Vorgang ausgewertet. Dies geschieht, indem zunéchst der Bereich, der die interessierenden
Zellen enthilt, in jedem Scattergramm manuell grafisch eingegrenzt wird. Hierbei ist darauf
zu achten, dass der gewéhlte Bereich so klein wie moglich gewdhlt wird, damit moglichst aus-
schlieBlich Zellen einer Population (im vorliegenden Fall Monozyten) in die Auswertung ein-

gehen. Gleichzeitig muss er so grofl gewéhlt werden, dass er ca. 20000 Zellen enthilt.
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Abbildung 6: Die linke Abbildung zeigt beispielhaft ein Scattergramm nach einer FACS-
Messung. Jedem Punkt entspricht eine detektierte Zelle. Die drei Zellpopulationen Granulozy-
ten, Lymphozyten und Monozyten sind entsprechend ihrer Gré8e und Granularitét in zwei Di-
mensionen aufgetrennt. Die Markierung schlieft den manuell festgelegten Bereich ein, in dem
sich die auszuwertenden Monozyten befinden. Das Diagramm rechts stellt die Verteilung der
gemessenen Fluoreszenzen innerhalb des Monozytenfensters dar.

Nachdem auf diese Weise das Monozytenfenster definiert worden ist, wird der mittlere Fluo-
reszenzgrad der in diesem Fenster enthaltenen Zellen durch die Auswertungssoftware berech-
net und als Zahlenwert ausgegeben. Man erhélt auf diese Weise fiir jedes markierte Oberfla-
chenantigen einen Wert, der mit dem mittleren Grad der Expression auf der Zelloberfldche der

Monozyten im Patientenblut korreliert.



3.2.3 SDS-PAGE-Zymographie

3.2.3.1 Grundlagen

Die SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)-Zymographie
diente im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen dazu, die enzymatische Aktivitit der
ins Plasma sezernierten Gelatinasen, und damit indirekt ihre Konzentration, semiquantitativ
zu erfassen. Es macht sich die Eigenschaft der Gelatinasen (im vorliegenden Fall der MMP-9)

zunutze, das Substrat Gelatine enzymatisch abzubauen.

3.2.3.2 Durchfiihrung

Die Durchfiihrung einer SDS-PAGE-Plasmazymographie vollzieht sich in mehreren Schritten.

Zunichst erfolgt nach Denaturierung der Proteine eine Gel-Elektrophorese entlang einer elek-
trischen Spannung zur Auftrennung der in der Probe enthaltenen Proteine nach ithrem Moleku-
largewicht. Es schlief3t sich eine Renaturierung der Enzyme mit Riickgewinnung ihrer proteo-
lytischen Eigenschaften an, die zum Abbau der im Gel enthaltenen Gelatine fiihrt. Die an-
schlieBende Blaufarbung der verbliebenen Gelatine fiihrt dazu, dass die Aktivitdt der Gelatina-
sen (und dadurch ihre Konzentration in der Probe) durch die Dicke der sich nicht anfarbenden

Bande visualisiert wird.
Verwendet wurde der ,,SDS Page Gelatin Zymography-Kit“ der Firma Invitrogen.

Das zu untersuchende Plasma wurde durch Zentrifugation (10 Minuten bei 3000 U/min) aus

den CPDA-Blutproben der Patienten und der Probanden gewonnen.
10 pl Plasmaprobe werden im Verhiltnis 1:1 mit 10 ul SDS-Probenpuffer verdiinnt.

SDS (Natriumdodecylsulfat) dient als anionisches Detergens wihrend der anschlieBenden
zehnminiitigen Inkubation bei Raumtemperatur dazu, die Eigenladungen der Proteine zu iiber-
decken. Zugleich werden die Proteasen bei diesem Vorgang reversibel denaturiert, sodass sie

ihre enzymatischen Eigenschaften bis zur spéteren Renaturierung einbiiflen.

Nach Bestiickung einer Novex-Mini-Zellkammer (s. Abb. 7) mit einem Gel auf Poly-

acrylamid-Basis, das zusitzlich Gelatine als Substrat enthilt, wird die Kammer mit einem auf



4°C gekiihlten Laufpuffer gefiillt. AnschlieBend werden die Gel-Taschen mit jeweils 15 pl Pa-
tientenprobe bestiickt. In eine der Taschen wird ein Groenmarker pipettiert (ein Proteinge-
misch mit bekannten Molekiilgroen). Vorsichtiges Pipettieren ist bei diesen Arbeitsschritten
besonders wichtig, da die Proben bei zu schnellem Pipettieren oder zu schnellem Herauszie-

hen der Pipettenspitze unter Umstidnden aus der Tasche herauslaufen kénnen.

Abbildung 7: Dargestellt ist die Novex-Mini-Zellkammer sowie die Bestiickung mit dem Po-
lyacrylamid-Gel. Quelle: Invitrogen. URL: http://www.invitrogen.com/content.cfm (07.06.07)

Eine weitere Gel-Tasche wird mit 15 pl des gefarbten Proteinstandards SeeBlue® bestiickt, der

spéter zur visuellen Kontrolle des Starts der Proteinmigration durch das Gel dient.

Die Kammer wird verschlossen, und es wird anschliefend bei 4°C eine Spannung von 125
Volt entlang des Gels angelegt. Wéhrend der folgenden zwei Stunden vollzieht sich durch Mi-
gration der negativ geladenen Proteine durch das Polyacrylamid-Gel eine Auftrennung der
Proteine entsprechend ihrer jeweiligen MolekiilgroBBe im elektrischen Feld. Proteine mit rela-
tiv kleinem Molekulargewicht legen wihrend dieses Vorgangs die liangste Strecke zuriick,
groflere Proteine entsprechend kiirzere Strecken. Nach ca. 15 Minuten sollte der Beginn dieser
Migration durch den Nachweis einer gefdarbten Bande in der Tasche mit SeeBlue® iiberpriift

werden.

Nach zwei Stunden wird die angelegte Spannung entfernt und die Migration durch das Gel auf
diese Weise unterbrochen, die Proteine der Probe sind nun nach elektrophoretischer Auftren-

nung iiber das Gel verteilt.

Das Gel wird vorsichtig aus seinem Plastikgehduse herausgeldst und anschlieBend mit ca. 100

ml des Renaturierungspuffers (1:10 mit Aqua dest. verdiinnt) in einer Schale bei Raumtempe-



ratur ca. eine halbe Stunde permanent geschwenkt. Dieser Vorgang dient dazu, durch eine pH-
Wert-Anderung die Proteasen in ihre urspriingliche, enzymatisch aktive Konformation zu

uberfiihren.

Nach Abgiellen des Renaturierungspuffers wird das Gel zusammen mit ca. 100 ml eines Ent-
wicklungspuffer (ebenfalls 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt) {iber Nacht bei 37°C unter perma-
nentem Schwenken inkubiert. Wéhrend dieser Zeit vollzieht sich der enzymatische Abbau der

im Gel erhaltenen Gelatine durch die renaturierten Gelatinasen.

Nach AbgieBen des Entwicklungspuffers am nichsten Tag wird das Gel mit der verdiinnten
Féarbelosung Coomassie-Blue iibergossen und unter weiterem Schwenken 20 bis 30 Minuten
lang geférbt. AnschlieBend wird die Féarbelosung mit destilliertem Wasser abgewaschen und
das Gel, das sich jetzt blau mit mehr oder weniger stark entfarbten Banden zeigt, im destillier-
ten Wasser aufbewahrt. Es schliefit sich optional ein Scan des Gels an. Alternativ oder an-
schlieBend kann das Gel mithilfe einer Gel-Dry-Ldsung getrocknet werden und ist dann dauer-

haft haltbar.

3.2.3.3 Auswertung

Eine Moglichkeit der Auswertung der Gels ist die visuelle Abschédtzung des Grades der Ent-
farbung des Gels im Bereich der Banden. Eine alternative Methode stellt die Quantifizierung
der optischen Dichte mittels der ImageJ-Software dar. Letztere Methode wurde fiir die vorlie-

gende Arbeit gewéhlt.



3.2.4 Statistische Analyse

Ergebnisse mit normalverteileten kontinuierlichen Variablen wurden als Mittelwert + Stan-
dardabweichung angegeben und wurden einem ungepaarten t-Test oder einer Varianzanaly-

se und, wenn angebracht, einem Scheffé-Test unterzogen.

Fiir den Vergleich der EMMPRIN- und MT1-MMP-Expression sowie der MMP-9-Aktivitit
zum Zeitpunkt des Infarktes sowie sechs Monate danach wurde ein gepaarter t-Test verwen-

det.

Die Oberflichenexpressionen von MT1-MMP und EMMPRIN wurden durch einfache lineare

Regressionsanalyse verglichen.

Die Ergebnisse wurden dann als signifikant betrachtet, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit

p<0,05 betrug.



4 Ergebnisse

4.1 Patientenbezogene Basisdaten

Das mittlere Alter der Patienten betrug in der Gruppe der Infarktpatienten 61,8 Jahre (Spanne
38-83 Jahre), in der Gruppe der CSA-Patienten 59,0 Jahre (36-85 Jahre). In beiden Patienten-
gruppen iiberwog die Gruppe der ménnlichen Patienten deutlich (Geschlechterverhiltnis
maénnlich : weiblich 18:2 bei AMI und 17:3 bei CSA). Die Tabelle 2 zeigt einige der patien-
tenbezogenen Daten auf, die anhand der Aufnahmebefunde (hier insbesondere die anamnes-
tisch ermittelten kardiovaskuldren Risikofaktoren und die Vormedikation), der Labor- und
Herzkatheterbefunde sowie der Entlassungsbriefe erhoben wurden. Anhand des Aufnahmebe-
fundes der Patienten wurden die patientenbezogenen kardiovaskuldren Risikofaktoren ermit-
telt. Hinsichtlich der berticksichtigten Risikofaktoren Hypercholesterindmie, arterieller Hyper-
tonus, Nikotinabusus und Diabetes mellitus ergab sich die aus Tabelle 2 ersichtliche Vertei-
lung. Das maximale Troponin T, dessen Bestimmung eine Abschdtzung der durch Ischdmie
bedingten myokardialen Schiadigung ermdglicht, lag in der Gruppe der Infarktpatienten erwar-
tungsgemal signifikant hoher als bei den Patienten, die an stabiler Angina pectoris litten

(p<0,01).

Als Marker fiir die systemische Inflammation wurde das routineméfig bestimmte C-reaktive
Protein (CRP) verwendet. Dieses war bei Infarktpatienten gegeniiber den Patienten mit stabi-

ler Angina pectoris signifikant erhoht (p<0,01).

Hinsichtlich der kardioprotektiven Vormedikation zeigte sich, dass gegeniiber den Infarktpati-
enten ein signifikant hoherer Anteil der CSA-Patienten Praparate der Wirkstoffgruppen ACE-
Inhibitoren, HMG-Reduktase-Inhibitoren, Beta-Rezeptorantagonisten und Diuretika einnahm.
Die statistischen Signifikanzniveaus betrugen hierbei p<0,01, p<0,025 und p<0,05. Bei der
Einnahme von Acetylsalicylsdure zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den bei-

den Patientengruppen (11 / 20 Infarktpatienten gegeniiber 14 / 20 CSA-Patienten).



Merkmal AMI-Gruppe |CSA-Gruppe |p
(n=20) (n=20)

Mittleres Alter in Jahren (Spanne) 61,8 (38-83) 59 (36-85) n.s.

Geschlecht: M/W 18:2 17:3 n.s.

Hypercholesterindmie 11 13 n.s.

Art. Hypertonie 8 9 n.s.

Nikotinabusus 9 8 n.s.

Diabetes mellitus 3 4 n.s.

EingefaBerkrankung 4 4 n.s.

ZweigefaBerkrankung 5 6 n.s

Dreigefaferkrankung 11 10 n.s.

Maximale Kreatinkinase (U/I) 1323 £ 1104 -

Max. CK-MB (U/1) 97,4 +85,3

Max. Troponin T (U/1) 6,77 £ 6,37 0,099 + 0,059 <0,01

CRP (mg/l) bei Aufnahme 105,8 +102,7 19,81 + 16,1 <0,01

Zielgefil3:

LAD 8 -

LCx 4 -

RCA 6 -

Venoser Bypass zur RCA 2 -

Aufnahmemedikamente:

ACE-Hemmer 6 14 <0,025

AT1-Rezeptor-Antagonisten 0 0

Nitrate 1 1

Statine 4 9 <0,05

Acetylsalicylsdure 11 14 n.s.

Betablocker 6 12 <0,05

Diuretika 4 12 <0,01

Tabelle 2: Charakteristika der untersuchten Gruppen. Die Daten sind als Mittelwert + Stan-
dardabweichung oder als Patientenzahlen angegeben.

AMI: Akuter Myokardinfarkt; CSA: chronische stabile Angina pectoris; LAD: left anterior
descending coronary artery, Ramus interventrivularis anterior; LCx: left circumflex coronary
artery, Ramus circumflexus; RCA: right coronary artery, Arteria coronaria dextra.



4.2 Erhohte Expression von EMMPRIN auf Monozyten im AMI

Die durchflusszytometrische Untersuchung von jeweils ca. 20000 Monozyten aus dem Blut
der insgesamt 60 Patienten / Probanden auf die Oberflichenexpression von EMMPRIN zeigte
eine erhohte EMMPRIN-Expression im Infarktzeitpunkt gegeniiber der Expression auf den
Monozyten, die von den CSA-Patienten und den gesunden Probanden gewonnen worden wa-

ren. Dieses Ergebnis erwies sich als hochsignifikant (p<0,001).

Im Vergleich mit den gesunden Probanden lag die EMMPRIN-Expression bei den CSA-Pati-

enten zwar geringfiigig hoher, der Unterschied erwies sich jedoch nicht als signifikant.

Die Abbildung 8 veranschaulicht diese durchflusszytometrisch ermittelten Ergebnisse.
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Abbildung 8: Durchflusszytometrische Analyse der Oberflichenexpression von EMMPRIN
auf Monozyten bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt (AMI) oder stabiler Angina pectoris
(CSA). Links iiberlagerte Histogramme von jeweils einem Patienten mit AMI bzw. CSA, die
parallel gemessen und analysiert wurden. Rechts die mittlere Fluoreszenz und die Standardab-
weichung bei gesunden Probanden (KON, n=20), CSA-Patienten (CSA, n=20) und Infarktpa-
tienten (AMI, n=20). * p<0,001



4.3 Erhohte Expression von MTI-MMP auf Monozyten im AMI

Auf der Erkenntnis aufbauend, dass EMMPRIN eine verstirkte Expression von MT1-MMP
induziert, stellte sich die Frage nach der Expression von MT1-MMP auf Monozyten beim
akuten Myokardinfarkt. Analog der EMMPRIN-Oberfachenexpression wurde diese daher aus
den gewonnenen Proben ermittelt. Ahnlich wie bei EMMPRIN zeigte sich eine erhohte Ex-
pression auf den Monozyten im akuten Infarkt, verglichen mit den CSA-Patienten und den ge-

sunden Probanden. Auch dieses Ergebnis erwies sich als hochsignifikant (p<0,001).

Zwischen den CSA-Patienten und den gesunden Probanden gab es wiederum keine signifikan-

ten Unterschiede beziiglich der MT1-MMP-Expression.

Die Abbildung 9 veranschaulicht diese durchflusszytometrisch ermittelten Ergebnisse.
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Abbildung 9: Durchflusszytometrische Analyse der Oberflaichenexpression von MT1-MMP
auf Monozyten bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt (AMI) oder stabiler Angina pectoris
(CSA). Links tiiberlagerte Histogramme von jeweils einem Patienten mit AMI bzw. CSA, die
parallel gemessen und analysiert wurden. Rechts die mittlere Fluoreszenz und die Standardab-
weichung bei gesunden Probanden (KON, n=20), CSA-Patienten (CSA, n=20) und Infarktpa-
tienten (AMI, n=20). * p<0,001



4.4 Positive Korrelation der EMMPRIN- und MTI-MMP-Erhohung

Zur Beurteilung einer mdglichen Korrelation zwischen einer erhohten EMMPRIN- und MT1-
MMP-Expression im akuten Infarkt wurden die gewonnenen Daten einer Korrelations- und
Regressionsanalyse unterzogen. Es zeigte sich hierbei bei einem Bestimmtheitsmall R? =

0,545 eine positive Korrelation. Dieser Zusammenhang erwies sich als hochsignifikant
(p<0,001).

Die Abbildung 10 veranschaulicht diese positive Korrelation.
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Abbildung 10: Lineare Korrelations- und Regressionsanalyse der Oberfldchenexpression von
EMMPRIN und MTI-MMP auf Monozyten beim akuten Myokardinfarkt. R> = 0,545,
p<0,001.



4.5 Normalisierung der EMMPRIN- und MTI-MMP-Expression

Im Rahmen einer Kontroll-Koronarangiografie sechs Monate nach dem akuten Myokardin-
farkt konnten bei insgesamt acht der urspriinglich 20 Patienten erneut Blutproben gewonnen
und diese einer weiteren durchflusszytometrischen Untersuchung zugefiihrt werden. Wie be-
reits im Zeitpunkt des Infarktes wurde die Oberflachenexpression von EMMPRIN und MT]1-
MMP untersucht.
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Abbildung 11: Riickgang der Oberflichenexpression von EMMPRIN (oben) und MT1-MMP
(unten) auf den Monozyten der Infarktpatienten sechs Monate nach Infarkt. N=8.

Es zeigte sich ein deutlicher Riickgang der initial erh6hten Expression beider Molekiile auf
Werte, die denen von gesunden Probanden entsprechen (s. Abb. 11). Dieser Riickgang erwies

sich als signifikant (p<0,01).



4.6 Erhohte Plasmaaktivitit von MMP-9 im akuten Myokardinfarkt

Ausgehend von der bekannten Tatsache, dass MMP-9 durch EMMPRIN induziert wird (vgl.
1.3), sollte zusétzlich zu den gewonnenen Ergebnissen der FACS-Messungen untersucht wer-
den, ob die Gelatinase MMP-9 im akuten Infarkt eine erhohte Plasmaaktivitit aufweise. Hier-
zu wurde die MMP-9-Aktivitdt aus dem Plasma der Patienten und Probanden mit einer SDS-

PAGE-Zymografie bestimmt.
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Abbildung 12: Oben: Relative Erh6hung der optischen Dichte (O. D.) der Patienten mit aku-
tem Myokardinfarkt (links), verglichen mit Patienten mit stabiler Angina pectoris (rechts).
Quantitative Analyse. n=20 fiir beide Gruppen, p<0,01.

Unten: Eine reprisentative SDS-PAGE-Zymografie zeigt eine erhohte Plasmaaktivitit von
MMP-9 bei einem Patienten mit akutem Myokardinfarkt (AMI), verglichen mit einem Patien-
ten mit stabiler Angina pectoris (CSA).



Als MaB fiir die Quantifizierung wurde der relative Anstieg der optischen Dichte verwendet.

Die Abbildung 12 zeigt beispielhaft die MMP-9-Banden jeweils eines reprasentativen AMI-
und CSA-Patienten sowie den relativen Anstieg der optischen Dichten in den beiden Patien-

tengruppen.

Es zeigt sich, dass die Plasmaaktivitdit der MMP-9 im akuten Infarkt hoher lag als bei der
CSA. Dieses Ergebnis erwies sich als signifikant (p<0,01).



4.7 Normalisierung der Plasmaaktivitit von MMP-9

Neben den oben erwihnten durchflusszytometrischen Untersuchungen wurde bei acht AMI-
Patienten zum Zeitpunkt sechs Monate nach Infarkt auch die Plasmaaktivitit von MMP-9 er-
neut bestimmt. Analog dem Riickgang der Oberflichenexpression von EMMPRIN und MT1-
MMP auf normale Werte hatte sich auch die Plasmaaktivitdt der MMP-9 normalisiert.

Dieser Riickgang erwies sich als signifikant (p<0,05). Er wird in der Abbildung 13 veran-

schaulicht.
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Abbildung 13: Eine reprisentative SDS-PAGE-Zymografie (unten) sowie eine quantitative
Analyse von acht Patienten zeigen eine Normalisierung der Plasmaaktivitit von MMP-9 sechs
Monate nach erfolgreicher Revaskularisierungstherapie (p<0,05).



5 Diskussion

5.1 Bedeutung der gewonnenen Erkenntnisse

Zum gegenwirtigen Zeitpunkt stehen klinisch keine validen diagnostischen Untersuchungs-
verfahren zur Verfligung, die die Detektion instabiler, rupturgefdhrdeter atherosklerotischer
Plaques ermdglichen. Dariiber hinaus exisitieren bisher noch keine therapeutischen Moglich-
keiten, mit deren Hilfe der proteolytische Umbau extrazelluldrer Matrix und die daraus resul-

tierende klinisch bedeutsame Plaqueruptur wirksam verhindert werden kénnten.

Aus diesem Grunde erscheint die Erweiterung der bestehenden Kenntnisse iiber die Regulati-
on der proteolytischen Aktivitit im Rahmen der Atherogenese und der Plaqueruptur mit der
Folge eines akuten Koronarsyndroms sinnvoll, auch in Hinblick auf die Entwicklung neuer

Therapeutika, die diese Regulation beeinflussen konnten.

Die proteolytische Aktivitdt im Rahmen der Atherogenese und Plaqueprogression kommt zu
einem groBen Teil durch die Klasse der Matrix-Metalloproteinasen zustande. Insbesondere die
Anwesenheit von MTI-MMP, MMP-2 und MMP-9 in der atherosklerotischen Plaque wird
mit einer instabilen Erscheinungsform der Plaque mit einem daraus resultierenden erh6hten
Rupturrisiko in Verbindung gebracht (Libby et al. 1997, S.136). Es zeigte sich, dass innerhalb
atherosklerotischer Plaques Monozyten bzw. Makrophagen / Schaumzellen (Galis et al. 1995,
S. 402-406) sowie glatte Muskelzellen (Galis, Muszynski et al. 1994, S. 181.189) die Haupt-
quellen fiir die intraldsionale MMP-Aktivitat darstellen.

Im Rahmen der Regulation proteolytischer MMP-Aktivitit kommt dem Glykoprotein EMM-
PRIN als Induktor eine wesentliche Bedeutung zu.

Die vorliegenden Daten beleuchten erstmals eine potentielle pathophysiologische Rolle von
EMMPRIN bei der koronaren Herzerkrankung. Es gelang erstmals der Nachweis, dass EMM-
PRIN unter pathophysiologischen Bedingungen aut Monozyten in vivo quantitativ hochregu-
liert wird. So zeigte sich eine verstdrkte Oberflichenexpression von EMMPRIN auf Monozy-

ten bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt im Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina



pectoris und koronarangiographisch nachgewiesener koronarer Herzerkrankung. Dariiber hin-
aus wurde nachgewiesen, dass bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt die erh6hte Oberfla-
chenexpression von EMMPRIN in vivo mit einer verstirkten MT1-MMP-Expression auf Mo-

nozyten sowie einer erhdhten Plasmaaktivitit der Gelatinase MMP-9 einherging.

Diese Erkenntnisse konnten das Verstdndnis der pathophysiologischen Zusammenhinge auf

molekularer Ebene zum Zeitpunkt des akuten Myokardinfarkts vertiefen.



5.2 Weiter fithrende Ergebnisse

Die Betrachtung der erzielten Ergebnisse in vivo fiihrt zu der Frage, ob und inwieweit sich ein
kausaler Zusammenhang der verstirkten EMMPRIN- und damit einhergehenden MT1-MMP-
Expression mit der im Myokardinfarkt beobachteten erhohten MMP-9-Plasmaaktivitét fest-
stellen lasst und welche pathophysiologische Relevanz sich daraus fiir die Infarktgenese erge-

ben konnte.

Weiter flihrende /n-vitro-Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe legen einen solchen Zusam-

menhang nahe.

So zeigten In-vitro-Versuche, dass nach Adhésion von Monozyten entweder an EMMPRIN-
transfizierte so genannte CHO (chinese hamster ovary)-Zellen oder aber direkt an rekombi-
nantes EMMPRIN diese eine verstirkte MMP-9-Produktion aufnahmen. Umgekehrt konnte
gezeigt werden, dass eine Ausschaltung des EMMPRIN-Gens die durch Lipopolysaccharid
vermittelte MMP-9- und MT1-MMP-Induktion in Monozyten unterband. Diese Ergebnisse
lassen die Schlussfolgerung zu, dass EMMPRIN einen zentralen Regulator fiir die MMP-Ak-
tivitit bei Monozyten darstellt (Schmidt, Biiltmann et al. 2006, S. 837-839).

Auch hinsichtlich der Produktion der zweiten Gelatinase, der MMP-2, die vornehmlich in
glatten GefaBmuskelzellen erfolgt, konnte von unserer Arbeitsgruppe fiir EMMPRIN eine
wichtige Rolle nachgewiesen werden. So fiihrte die Adhédsion von EMMPRIN-transfizierten
Monozyten an glatte GefaBmuskelzellen bei diesen zu einer gesteigerten Sekretion von MMP-

2 (Schmidt, Biiltmann et al. 2006, S.838).

Aus diesen Daten lésst sich unter anderem die Schlussfolgerung ableiten, dass eine zelluldre
Aufregulierung von EMMPRIN in vivo beim akuten Myokardinfarkt zu einer Aktivierungs-
kaskade von MMPs fiihrt. Aus dem beobachteten Effekt, dass die Hemmung der Translation
des EMMPRIN-Gens zu einer Unterdriickung der Sekretion und Aktivitdit von MMP-9 fiihrt,
die durch eine Stimulation mit Lipopolysaccharid normalerweise hervorgerufen werden, lasst
sich dariiber hinaus ableiten, dass EMMPRIN moglicherweise nicht nur direkt zur MMP-In-
duktion fiihrt, sondern dariiber hinaus auch ein Schliisselelement darstellen konnte, ohne des-

sen Vorhandensein eine verstdrkte MMP-Expression nicht stattfindet.



In einer Studie jlingeren Datums gelang einer Arbeitsguppe um Matias-Roman der Nachweis,
dass MT1-MMP auf Monozyten fiir die Transmigration von Monozyten durch Endothelzellen
erforderlich ist (Matias-Roman et al. 2005, S. 3956-3964). Dariiber hinaus zeigten Daten un-
serer Arbeitsgruppe, dass einerseits EMMPRIN bei der Regulation von MT1-MMP eine wich-
tige Rolle spielt und dass zum anderen MT1-MMP an der EMMPRIN-vermittelten Aktivie-
rung der MMP-2 benachbarter glatter Muskelzellen ganz wesentlich beteiligt ist. Aufgrund
dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass EMMPRIN und MT1-MMP die Migration von
Monozyten in den subintimalen Bereich ermodglichen. Dort wiederum differenzieren sich die
eingewanderten Monozyten einerseits zu Makrophagen und Schaumzellen und stimulieren an-
dererseits glatte Muskelzellen zur MMP-2-Sekretion. Die so ablaufende Kaskade aus EMM-
PRIN, MT1-MMP, MMP-9 und MMP-2 kénnte einen wesentlichen Beitrag zur atherosklero-

tischen Plaqueprogression und -instabilitét leisten.

Einen wichtigen Beitrag zur Erforschung der Regulation von EMMPRIN auf Makrophagen
leisteten kiirzlich Abe und Mitarbeiter. Sie konnten an peritonealen Makrophagen von Ratten
zeigen, dass die EMMPRIN-Expression (und gleichzeitig die MMP-9-Expression) von der
Konzentration des C-reaktiven Proteins (CRP) in der Umgebung der Zellen abhéngig ist. Er-
hohte CRP-Spiegel fithren demnach zu einer erhohten EMMPRIN-Expression auf Makropha-
gen und einer erhohten MMP-9-Aktivitét in ihrer Ndhe. Interessanterweise lieB3 sich dieser Ef-
fekt durch den HMG-CoA-Reduktasehemmer Fluvastatin hemmen (Abe et al. 2006, S. 1021-
1028).

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse lassen in Zusammenschau mit der
oben skizzierten weiter gehenden Forschung die These zu, dass es sich bei EMMPRIN um

einen moglichen Angriffspunkt fiir neue kardioprotektive Therapeutika handeln konnte.



5.3 Limitationen

Einschriankungen hinsichtlich der Interpretation der vorliegenden Ergebnisse konnten sich un-
ter Umstédnden aus der unterschiedlichen Medikation der verglichenen Patientengruppen erge-
ben. Patienten mit bereits bekannter koronarer Herzerkrankung nahmen signifikant haufiger
ACE-Hemmer und Statine ein als die Patienten der Kontrollgruppe, was moglicherweise die
Vergleichbarkeit einschrinken konnte. Ein daher durchgefiihrter Vergleich zwischen den
Myokardinfarktpatienten, die eine solche Medikation erhielten, einerseits und den Patienten
ohne eine entsprechende Medikation andererseits erbrachte jedoch keine signifikanten Unter-

schiede im Hinblick auf eine differierende EMMPRIN-Expression.

Auch zwischen Patienten mit stabiler Angina pectoris und gesunden Probanden ohne Medika-
tion fanden sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der EMMPRIN- und MTI1-
MMP-Expression. Aufgrund dieser zusitzlich durchgefiihrten Analysen ist davon auszugehen,
dass die gefundenen Unterschiede tatsdchlich auf das Vorliegen eines akuten Myokardinfark-

tes und nicht auf die unterschiedliche Medikation zuriickzufiihren sind.

Hinsichtlich einiger Fragestellungen liefern die Ergebnisse dieser Arbeit nur unzureichende

Antworten:

So lassen die vorliegenden Ergebnisse ebenso wie die weiter gehenden Untersuchungen unse-
rer Arbeitsgruppe keinen Riickschluss auf den genauen molekularen Mechanismus des zu be-

obachtenden Effekts eines hochregulierten EMMPRIN auf die MMP-Aktivierung zu. Dieser

ist, wie oben angefiihrt, nach wie vor als weitgehend unverstanden zu betrachten.

Auch in Hinblick auf die Frage, ob und inwieweit EMMPRIN an den Vorgingen, die letztlich
zur Plaqueruptur und auf diese Weise zur Infarktgenese fiihren, tatsdchlich urséchlich beteiligt
ist, liefern die Ergebnisse keine eindeutigen Erkenntnisse. Die Hochregulation von MMPs, die
im Rahmen der Plaqueprogression und im Zeitpunkt der Plaqueruptur zu beobachten ist, wiir-
de diesen Schluss nahelegen, liefert jedoch noch keinen endgiiltigen Beweis fiir diese Vermu-

tung.

Eine unterschiedliche Betrachtungsweise des Phinomens der EMMPRIN-Hochregulierung im

akuten Myokardinfarkt liefert einen anderen Erkldrungsansatz. Von diversen Autoren wurde



beschrieben, dass das akute Ereignis des Myokardinfarktes mit einer systemischen Inflamma-
tion mit erhohten Entziindungsparametern einhergeht (z.B. Elabbassi et al. 2006, S. 1799-
1803; Wasserman et al. 2006, S. 431-439). Bekanntermallen gehen systemische Entziindungs-
reaktionen mit vielféltigen und sehr komplexen biochemischen Verdnderungen einher (z.B.
Ceciliani et al. 2002, S. 211-223). Aus diesem Grund lieBe sich durchaus auch die Hypothese
aufstellen, dass eine Hochregulierung von EMMPRIN in erster Linie als Reaktion auf diese
inflammatorischen Verdnderungen zu betrachten sein konnte, die sich im Rahmen des In-
farktgeschens vollziehen, und weniger als deren Ausloser. Zur Klidrung dieser Frage werden

derzeit von unserer Arbeitsgruppe weiter fiihrende Forschungsarbeiten durchgefiihrt.



6 Zusammenfassung

Matrix-Metalloproteinasen spielen im Rahmen der Umbauvorgénge, die sich bei der Athero-
genese, der Plaqueprogression und schlieBlich der Plaqueruptur mit dem klinischen Korrelat
des akuten Infarktes vollziehen, eine wesentliche Rolle. Sie sind daher seit ldngerer Zeit Ge-
genstand der kardiovaskuldren Forschung. Das Protein EMMPRIN (extracellular matrix me-
talloproteinase inducer), das die Eigenschaft besitzt, MMPs induzieren zu konnen, war zu-
néchst auf Tumorzellen beschrieben worden. Erst seit wenigen Jahren wird die Bedeutung von

EMMPRIN in der kardiovaskuldren Forschung untersucht.

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten in vitro wichtige Beitrdge zum Verstdndnis der
Regulation von EMMPRIN leisten. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Verhalten der
Oberflachenexpression von EMMPRIN und der eng assoziierten MT1-MMP in vivo bei Pati-
enten mit akutem Myokardinfarkt zu charakterisieren. Zusitzlich sollte untersucht werden, ob
es zu einer Erhdhung der MMP-9 im Plasma kam. Als Vergleichsgruppe diente ein Kollektiv
von Patienten mit stabiler Angina pectoris. Dariiber hinaus sollte der Verlauf dieser Parameter

nach sechs Monaten untersucht werden.
Als Methoden wurden die Durchflusszytometrie und die SDS-PAGE-Zymografie angewandt.

Es zeigte sich eine signifikant erhohte Oberflichenexpression sowohl von EMMPRIN als
auch von MT1-MMP auf den Monozyten der Infarktpatienten. Auch die MMP-9 war im Plas-

ma signifikant erhoht.

Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass EMMPRIN in seiner MMP-induzierenden
Funktion eine Rolle bei der Infarktgenese spielen konnte. EMMPRIN wird dadurch zum einen
als diagnostisches Target fiir die Detektion instabiler, rupturgefdhrdeter Plaques interessant,
zum anderen jedoch auch als moglicher neuer therapeutischer Angriffspunkt zur Vermeidung

kardiovaskuldrer Komplikationen.

Weiter gehende Forschungsarbeiten sind diesbeziiglich jedoch nétig.
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