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1. Einleitung

Von den im Jahr 2007 in der Bundesrepublik Deutschland verstorbenen Menschen sind rund
43% an Erkrankungen des Kreislaufsystems und davon rund 16% an einem akuten
Myokardinfarkt verstorben (100). Damit z&hlt die koronare Herzkrankheit und ihre Folgen
trotz einer breiten Aufklarung der Bevdlkerung Uber die Risikofaktoren und einer stetigen
Optimierung der medikamentdsen und interventionellen Therapie immer noch zu den
h&ufigsten Todesursachen.

Im akuten Koronarsyndrom (ACS) als Komplikation der koronaren Herzkrankheit ist das Ziel
der Therapie eine schnelle Wiederherstellung des koronaren Blutflusses und damit der
myokardialen Perfusion. Interventionelle MalRnahmen zur Revaskularisierung wie die
perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) und Stentimplantation sind
wirkungsvoll und verbessern sowohl die Symptome als auch die Prognose der betroffenen
Patienten. Jedoch sind nicht alle Menschen, wie zum Beispiel Patienten mit hoher
Komorbiditdt oder ausgepragter und schwerer GefaRokklusion, geeignet fir diese
Therapieformen. Darlber hinaus ist bei vielen Betroffenen das langfristige Ergebnis
interventioneller Therapien trotz ihrer optimalen Anwendung unbefriedigend.

In den letzten Jahren wurden deshalb zur Erweiterung der therapeutischen Mdoglichkeiten
biologische Prozesse untersucht, mit denen der Organismus aus sich heraus Organischdmien
entgegenwirkt. Dartber hinaus wird vor dem Hintergrund des gezielteren Einsatzes
therapeutischer MaRnahmen intensiv nach biologischen Markern zur Optimierung der
Risikostratifizierung gesucht.

Ein wichtiger Ansatzpunkt ist die Entschllsselung von Mechanismen der Neubildung von
Gefélen in ischdmischen Organen. Als Reaktion auf Gewebeischdmien bildet der Organismus
vermehrt Wachstumsfaktoren und mobilisiert zelluldre Elemente, die zusammenwirkend die
Ausbildung neuer Gefdle ermdglichen (29). Mehrere  Wirkungsweisen dieser
Wachstumsfaktoren, zu denen Zytokine wie der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
gehdren, konnten bereits experimentell entschliisselt werden. Sie wirken auf Endothelzellen,
stimulieren diese zur Proliferation und Migration und induzieren eine Mobilisation von
endothelialen und inflammatorischen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark, die an der
Gefalneubildung beteiligt sind. Experimentelle Studien haben gezeigt, dass VEGF,
Angiopoietin-1, Stromal cell derived factor-1 (SDF-1), Granulocyte colony stimulating factor
(G-CSF) oder Granulocyte-monocyte colony stimulating factor (GM-CSF) die Mobilisation



von endothelialen Vorldauferzellen (EPCs) in ischamisches Myokard fordern und dort zur
Neubildung von Geféalien beitragen (42, 78). Man geht davon aus, dass die in die periphere
Blutbahn mobilisierten Zellen im ischdmischen Organ in Geféalle eingebaut werden, die aus
bereits existierenden Gefélien aussprieRenden (Angiogenese) oder sich an der Bildung neuer,
vom Gefalisystem unabhangiger Gefalie beteiligen (Vaskulogenese, siehe Abb. 1) (93).

Ein Mitglied der VEGF-Familie, das in jungerer Zeit im Zusammenhang mit ischdmischen
Erkrankungen néher untersucht wurde, ist Placental Growth Factor (PIGF). PIGF scheint vor
allem unter pathologischen Bedingungen wie der Myokardischamie Einfluss auf das
Wachstum von GefaRen zu haben (21, 50) und steigert nicht nur die Angiogenese sondern ist
Uber seine Wirkung auf Entzindungszellen auch ein Mediator im Rahmen entziindlicher
Reaktionen (69). Da entziindliche Prozesse sowohl bei der Pathophysiologie der koronaren
Herzerkrankung als auch im Zusammenhang mit der Plaque-Destabilisierung im akuten
Koronarsyndrom eine wesentliche Rolle spielen, kdnnten Biomarker der Entziindungsreaktion
wie PIGF in Zukunft hilfreich sein, Patienten zu identifizieren, die ein erhéhtes Risiko flr
zukinftige kardiovaskuldre Ereignisse haben. Dartiber hinaus kénnte ein besseres Verstandnis
der entziindlichen Prozesse neue therapeutische Ansatze zur Behandlung der Atherosklerose

liefern.

1.1 Koronare Herzerkrankung und akutes Koronarsyndrom

Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist definiert als atherosklerotisch bedingte Verengung
der HerzkranzgefélRe, wobei durch die verminderte Durchblutung des Herzmuskels ein
Missverhdltnis  zwischen  Sauerstoffbedarf und -angebot im Myokard entsteht
(Koronarinsuffizienz). Zu den Risikofaktoren fir die Entstehung einer KHK zéhlen
Hypertonie, Hypercholesterindmie, Rauchen und Diabetes mellitus. Neben dem akuten
Koronarsyndrom sind als weitere Folgen der KHK pectangindse Beschwerden,
Herzrhythmusstérungen,  ischdmische = Herzmuskelschadigungen  mit  konsekutiver
Herzinsuffizienz sowie der plétzliche Herztod zu nennen.

Die KHK steht in engem Zusammenhang mit der vaskuldren Inflammation. Initiale
Lipideinlagerungen in die Gefalwand stellen einen inflammatorischen Stimulus dar (65), in
dessen Folge es nach Aktivierung der Endothelzellen zu einem Einwandern von
Entzindungszellen in die GefaBwand kommt. Durch die Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine kommt es zu einer Verstarkung der Entzindungsreaktion mit gesteigerter
Proliferation glatter Muskelzellen in der GefdRwand. Die so gebildete atherosklerotische



Plaque kann ab einer bestimmten GroRRe den koronaren Blutfluss und damit die myokardiale
Sauerstoffversorgung derart einschréanken, dass es, hervorgerufen durch bestimmte Stimuli
(zum Beispiel korperliche Belastung), zum Auftreten typischer pectangindser Beschwerden
kommen kann (stabile Angina pectoris, SAP).

Bei Voranschreiten der vaskuldaren Entziindung kann es schlieBlich zur Destabilisierung der
atherosklerotischen Plaque mit folgender Plaqueruptur und Thrombusbildung durch das

Freisetzen thrombogenen Materials kommen (65). Die Folge ist ein akutes Koronarsyndrom.

Unter dem Begriff des akuten Koronarsyndroms (ACS) werden der akute Myokardinfarkt
(AMI) mit ST-Streckenhebung (Q-wave MI, STEMI), der akute Myokardinfarkt ohne ST-
Streckenhebung (non-Q-wave MI, NSTEMI) und die instabile Angina pectoris (IAP)
zusammengefasst (31, 40). Die instabile Angina pectoris ist als Vorstufe des akuten
Myokardinfarktes anzusehen (Prainfarktsyndrom). Alle drei Erscheinungsformen stehen in
Zusammenhang mit einer Instabilitat der atherosklerotischen GefalRwandlasion, Plaqueruptur
und Thrombusbildung.

Als Anpassung an eine akute Myokardischamie reduziert das Myokard zunéchst seinen
Stoffwechsel zulasten der kontraktilen Funktion (sog. ,hibernating“ Myokard). In diesem
Stadium ist der Herzmuskel noch in der Lage, durch Reperfusion die kontraktile Funktion
wieder aufzunehmen. Ist die Ischdmie zu ausgepragt oder zu lang anhaltend, wird das
Myokard in seiner Struktur irreversibel verandert. Es degeneriert, wird nekrotisch und durch
fibrotisches Narbengewebe ersetzt (68).

Die Diagnose des akuten Koronarsyndroms wird durch das Auftreten charakteristischer
pectangindser Beschwerden im Zusammenhang mit typischen EKG-Veranderungen, einem
Anstieg kardialer biochemischer Marker wie der Creatinkinase (CK), der Muscle-Brain
Fraktion der Creatinkinase (CK-MB) und des Troponin im Serum sowie einer
koronarangiographisch gesicherten Stenose bzw. Verschluss gestellt.

Klinisch  weisen die pektanginésen Beschwerden im akuten Koronarsyndrom
differentialdiagnostisch zur stabilen Angina pectoris drei charakteristische Merkmale auf: sie
halten langer als 20 Minuten in Ruhe an, sind neu aufgetreten und zwingen zur Einstellung
der korperlichen Aktivitat oder sie sind in ihrer Intensitat ansteigend und dabei haufiger,
langer anhaltend und aus geringerem Anlass heraus aufgetreten als vorangegangene

pectangindse Beschwerden (13).



Die Therapie besteht in einem rechtzeitigen Einsetzen von Reperfusionsmalinahmen entweder
durch eine medikamentése Thrombolyse oder interventionell durch die PTCA und

Implantation einer Gefalstlitze (Stent).

1.1.1 Akutes Koronarsyndrom und Entziindungsreaktion

Das akute Koronarsyndrom geht mit einer systemischen Entziindungsreaktion einher (6)
wobei die Entziindung zundchst vom Gebiet der atherosklerotischen L&sion im Koronargefal}
ausgeht und einen Faktor bei der Destabilisierung und Ruptur des atherosklerotischen Plaque
darstellt (15, 108). Zu den systemisch entziindlichen Veranderungen, wie sie im akuten
Koronarsyndrom auftreten, zahlen u. a. erhéhte Plasmakonzentrationen von C-reaktivem
Protein und Interleukin-6 (44, 55, 89, 106). Eine klinische Relevanz dieser systemischen
Entzindungsreaktion im akuten Koronarsyndrom wurde in Studien aufgezeigt, die einen
Zusammenhang zwischen der Hohe des Interleukin-6-(1L-6)-Spiegels bzw. des C-reaktiven
Proteins (CRP) und dem Auftreten akuter koronarer Ereignisse aufzeigten (39, 44, 89). Eine
Myokardischamie, die in ihrer Dauer und Auspragung in einem Infarkt mindet, ruft eine
weitere Entziindungsreaktion hervor (33). Obwohl dadurch die urspringlich durch die
Gefallverletzung erhohten Entzundungsmarker verschleiert werden (6), konnte ein
Zusammenhang zwischen der Hohe des C-reaktiven Proteins und der Infarktmortalitét
aufgezeigt werden (66).

Einerseits legen diese Korrelationen zwischen systemischen Entziindungsmarkern und
Infarktmortalitat die Vermutung nahe, dass die Entziindungsreaktion ausschlieBlich negative
Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf hat. Andererseits hatten klinische Studien, in denen
Patienten mit akutem Myokardinfarkt antiinflammatorisch behandelt wurden, katastrophale
Ergebnisse (91). Darlber hinaus wird durch die Reperfusion des ischamischen Gewebes die
Entzindungsreaktion beschleunigt und verstérkt (33) und es konnte in diesem Zusammenhang
in experimentellen und Klinischen Studien gezeigt werden, dass im Infarkt die
Gewebereparatur durch die Rekanalisation des betroffenen Gefalles unterstutzt wird, auch
wenn kein kontraktiles Herzgewebe mehr durch die Reperfusion gerettet werden konnte (52,
59, 88).



1.1.2 Entzindungsreaktion und Angiogenese

Im Rahmen der postnatalen Neubildung von GeféaRen spielt die Entzlindungsreaktion eine
wesentliche Rolle. Proangiogene und inflammatorische Faktoren wie VEGF, Basic fibroblast
growth factor (bFGF) und Interleukin-8 (IL-8) werden unmittelbar nach Auftreten der
Ischdmie im Myokard freigesetzt (57, 61, 64) und kdnnen damit zu einer Gefalineubildung im
Infarktgebiet beitragen. Untersuchungen haben gezeigt, dass die Angiogenese auf einer
komplexen Interaktion zwischen extrazellularer Matrix und Endothelzellen als Antwort auf
ein Ungleichgewicht zwischen angiogenen und angiostatischen Faktoren im betroffenen
Gewebe beruht (20, 22, 26, 28, 95). Dabei ist eine Voraussetzung fur die Bildung neuer
BlutgefalRe im Infarktareal und damit fur die Versorgung der Wunde mit Sauerstoff und
Né&hrstoffen das Einwandern von Entzindungszellen. In das Infarktgebiet eingewanderte
Monozyten, die sich zu Makrophagen differenzieren, dienen als Quelle fiir weitere Zytokine
und Wachstumsfaktoren (110) und regulieren die Bildung von extrazelluldrer Matrix durch

die Freisetzung von Metalloproteinasen und deren Inhibitoren (32, 35).

1.1.3 Zytokine

Zytokine sind kleine, 16sliche Proteine, die von Zellen produziert werden, um das Verhalten
oder die Fahigkeiten der produzierenden Zelle selbst oder von anderen Zellen zu beeinflussen.
Sie sind wichtige Mediatoren bei Immun- und Entziindungsreaktionen sowie Regulatoren der
Hé&matopoese. Daruber hinaus spielen Zytokine mit ihren stimulierenden oder hemmenden
Eigenschaften eine wichtige Rolle bei der Funktion von Endothelzellen, glatten Muskelzellen,
dendritischen Zellen, Makrophagen und T-Zellen (56).

Sie werden nach ihrer Struktur in verschieden Gruppen eingeteilt: Interferone, Chemokine,
Interleukine (IL), Die Gruppe der Tumor Nekrose Faktoren (TNF), und die Gruppe der
Wachstumsfaktoren, zu denen PIGF und VEGF gehéren.

1.1.3.1 Placental Growth Factor

Placental Growth Factor (PIGF) gehort wie VEGF zu den Wachstumsfaktoren und wurde
erstmals 1991 von Persico et al. in menschlichem Plazentagewebe beschrieben (71).
Darauffolgend wurden weitere Transskripte in verschiedenen Geweben nachgewiesen, z. B. in

Herz-, Lungen-, Schilddriisengewebe und im Skelettmuskel (85). PIGF tritt durch alternatives



Spleilen des PIGF-Gens in mehreren Isoformen auf, die sich in ihrer GroRe und in ihren
Bindungseigenschaften unterscheiden (19, 72): PIGF-1 (PIGFi3;), PIGF-2 (PIGFis;) und
PIGF-3 (PIGF33). PIGF-2 kann, im Gegensatz zu PIGF-1 und der l&ngsten Isoform PIGF-3,
aufgrund des C-terminalen Einbaus von 21 Aminosduren polyanionische Substanzen wie
Heparin binden und hat eine Affinitat zu den Korezeptoren Neuropilin-1 und Neuropilin-2
(36, 43, 75). Placental Growth Factor bindet (im Gegensatz zu VEGF-A) spezifisch am
VEGF-Rezeptor-1 (VEGFR-1, Fms-like tyrosine kinase, Flt-1 siehe 1.1.3.2.1) (82), wobei
VEGFR-1 in seiner membrangebundenen Form von Endothelzellen (7), glatten Muskelzellen
(14, 49, 109), Monozyten (8, 23, 76, 109) und auf hamatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen exprimiert wird (4) (siehe Abb. 2). Wahrend unter normalen Bedingungen nur
wenig PIGF und VEGFR-1 vom GefaRsystem gebildet wird, konnte gezeigt werden, dass
deren Freisetzung unter pathologischen Bedingungen, wie sie zum Beispiel im
postischdmischem Myokard vorherrschen, stark erhoht ist (21, 69) und dass der
Wachstumsfaktor und sein Rezeptor eine entscheidende Rolle bei der Gefalneubildung in
ischamischen Geweben, im Rahmen von Entzlindungsreaktionen und in Tumorgeweben
spielen (4).

Das Wachstum von BlutgefaBen unter pathologischen Bedingungen wird dabei durch
verschiedene Mechanismen bestimmt (siehe Abb. 1):

1. Durch Angiogenese, d. h. durch Aussprossung von GefaRen aus bereits bestehenden
Gefallen (A)

2. Durch Arteriogenese, wobei neu gebildete Gefastrukturen, die zundchst nur aus
Endothelzellen bestehen, durch eine Ummantelung mit glatten Muskelzellen
stabilisiert werden (B) (22)

3. Durch postnatale Vaskulogenese, zum Beispiel durch Rekrutierung aus dem
Knochenmark stammender endothelialer VVorlauferzellen (C) (21, 53, 54, 67, 102)

4. Durch ,,Remodeling* von Kollateralen, d. h. durch Wachstum und Vermehrung von
KollateralgefaRen (D)



A)
Angiogenese

B)

Arteriogenese

—
C)

Vaskulogenese

D)

»Remodeling*
von
Kollateralen

H

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Neubildung und des Wachstums von Blutgefaen durch A)

Angiogenese; B) Arteriogenese; C) Vaskulogenese; D) ,,Remodeling* von Kollateralen.
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In tierexperimentellen Studien und in vitro konnte gezeigt werden, dass PIGF einen direkten
Effekt auf das Wachstum, die Migration und das Uberleben von Endothelzellen und auf das
Kapillarwachstum hat (4). Er hat eine direkte Wirkung auf glatte Muskelzellen und
Fibroblasten, die auf ihrer Oberfliche VEGFR-1 exprimieren (37, 49, 69) und einen
indirekten Effekt auf die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen durch die
Freisetzung von Zytokinen aus aktivierten Endothelzellen (69). Darlber hinaus stimuliert
PIGF die Mobilisation VEGFR-1 positiver hamatopoetischer Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark (21, 70) und, Gber eine vermehrte Expression und Bereitstellung von VEGF-A,
die Rekrutierung VEGFR-2 positiver endothelialer VVorlauferzellen in ischdmisches Gewebe
(41, 69). Obwohl PIGF zur Familie der endothelialen Wachstumsfaktoren zahlt, hat er seine
pathophysiologische Bedeutung vor allem in der Vermittlung inflammatorischer Prozesse. Im
Rahmen der Entziindungsreaktion hat PIGF eine chemotaktische Wirkung auf Monozyten und
Makrophagen die VEGFR-1 exprimieren (69, 94) kann diese aktivieren und die Monozyten
ihrerseits zur Produktion von PIGF im Sinne eines positiven Feedbacks anregen (21).

Die durch die Entziindungsreaktion vermittelte Bildung extrazelluldrer Matrix ist eine
Voraussetzung flr die Migration glatter Muskelzellen wahrend des Kollateralwachstums (16)
(siehe 1.1.2). Dabei ist die Stimulation von Entzindungszellen (Monozyten/Makrophagen),
deren Einwanderung in die Umgebung des aktivierten Endothels der Kollateralgefalie und
Produktion und Freisetzung von Proteinasen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren in der
initialen Phase des ,,Remodelings“ von Kollateralen entscheidend, wohingegen in der spaten
Phase Fibroblasten in der Adventitia der Kollateralen fur die Feinabstimmung sorgen (17). Im
Gegensatz zu VEGF, das im Tierexperiment die Bildung unreifer und fragiler GefaRe
induzierte, stimuliert PIGF die Bildung haltbarer, reifer und stabiler Gefélie (69).

In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Assoziation zwischen PIGF und dem
Klinischen Verlauf besteht (50) und dass es eine Beziehung zwischen erhéhten Scherkraften in
myokardialen KollateralgefaRen und der Freisetzung von PIGF gibt (111). Dariber hinaus
gibt es Hinweise, dass PIGF bei Patienten mit Verdacht auf ein akutes Koronarsyndrom die
prognostische Information von traditionellen Entziindungsmarkern wie CRP erweitert (45).
Die Mechanismen der Freisetzung bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung sind dabei

weitgehend unklar.
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1.1.3.2 Vascular Endothelial Growth Factor

Als zusatzlicher, mit PIGF verwandter Faktor wurde in der vorliegenden Studie VEGF
untersucht. Im Jahre 1983 konnte erstmals ein von einem Tumor sezerniertes Protein isoliert
werden, das zunachst als vaskularer Permeabilitatsfaktor (VPF) bezeichnet wurde (97) und in
der Lage war, spezifisch das Endothelzellwachstum zu stimulieren. Das heute unter der
Bezeichnung Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF-A) bekannte Zytokin ist ein
dimeres Glykoprotein, das durch alternatives SpleiBen in verschiedenen Isoformen mit
unterschiedlicher Aminosauresequenz vorkommt (63, 107) und von nahezu allen Zellarten
produziert wird (63). Die am besten untersuchte und in der vorliegenden Arbeit gemessene
Isoform ist VEGFgs.

Aufgrund ihrer strukturellen Identitdt wurden weitere Zytokine der Familie der
Wachstumsfaktoren zugeordnet: VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und Placental Growth Factor
(PIGF, siehe 1.1.3.1) (103). Die VEGF Isoformen vermitteln ihre biologische Wirkung tber
Tyrosinkinaserezeptoren, VEGF-Rezeptor-1 (VEGFR-1, auch bekannt als Flt-1, siehe Abb. 2)
und VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR-2, auch bekannt als KDR im menschlichen Organismus oder
FlIk-1 in der Maus) (105). VEGF-A hat eine hohe strukturelle Ahnlichkeit mit PIGF. Trotzdem
haben Untersuchungen der dreidimensionalen Struktur von humanem PIGF gezeigt, dass die
Aminosauresequenz von PIGF nur zu 42 % mit der von VEGF-A ubereinstimmt (51). Dies ist
eine mogliche Erklarung fur die teils unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften und
Rezeptorspezifitaten der beiden Wachstumsfaktoren.

VEGF ist tiber verschiedene Mechanismen an der Neubildung von Geféalien beteiligt: Gber die
Migration von Endothelzellen aus bereits bestehenden, angrenzenden Gefédllen (10, 38, 47)
und durch Rekrutierung im peripheren Blut zirkulierender endothelialer VVorlauferzellen (70,
84, 87, 99).

Im Gegensatz zu PIGF hat VEGF als Mediator bei entzlndlichen Prozessen eine
untergeordnete Rolle, vielmehr hat VEGF Bedeutung als Mediator im Rahmen der Angio-

und Vaskulogenese.

1.1.3.2.1 Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor-1 und -2

Die VEGF-Rezeptoren gehoren zur Familie der Rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitat und
besitzen sieben extrazellulare Domanen. Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor-1
(VEGFR-1, Flt-1) wird auf Endothelzellen, Trophoblasten der Plazenta, Osteoblasten,

12



Monozyten/Makrophagen, renalen Mesangiumzellen, glatten Muskelzellen und auf einigen
h&matopoetischen Stammzellen exprimiert (114). VEGFR-1 bindet VEGF-A, VEGF-B und
PIGF mit hoher Affinitat (siehe Abb. 2). VEGFR-1 vermittelt nur schwache mitogene Signale
in Endothelzellen. Jedoch ist VEGFR-1 in der Lage, mit VEGFR-2 Heterodimere zu bilden,
welche uber starkere Signaleigenschaften in Endothelzellen verfiigen (48). Die Aktivierung
von VEGFR-1 durch PIGF fordert die Angiogenese vermutlich tber einen intrazellularen
,Cross-talk“ mit VEGFR-2, indem die Aktivierung von VEGFR-1 eine intermolekulare
Transphophorylierung von VEGFR-2 induziert (5). VEGFR-1 ist dartber hinaus mit
Monozyten-Chemotaxis und der Rekrutierung von Vorlauferzellen (,,Progenitor Cells*) aus
dem Knochenmark assoziiert. Die Expression von VEGFR-1 wird im Rahmen der
Angiogenese und unter hypoxischen Bedingungen hochreguliert. Weiter existiert VEGFR-1
in l6slicher Form (SVEGFR-1), bestehend aus der extrazellularen Doméne von VEGFR-1.
SVEGFR-1 ist durch Bindung von VEGF in der Lage, die Wirkung von VEGF zu hemmen.

Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor-2 (VEGFR-2, KDR, Flk-1) bindet VEGF-A,
VEGF-C und VEGF-D. VEGFR-2 ist der wesentliche Rezeptor bei der Transduktion von
Signalen, die durch Bindung von VEGF-A am VEGFR-2 ausgeldst werden (114), ndmlich
Vasodilatation, Migration von Endothelzellen und Proliferation (siehe Abb. 2). AulBer auf
Endothelzellen konnte VEGFR-2 auch auf endothelialen Vorléuferzellen nachgewiesen
werden (27).

Waéhrend VEGFR-2 somit fast ausschlieBlich wvon Endothel- und endothelialen
Vorléuferzellen gebildet wird, wird VEGFR-1 durch verschiedene Zellarten exprimiert,
einschlieBlich Monozyten und glatten Muskelzellen. VEGFR-2 ist der entscheidende
Rezeptor flr die Transduktion zelluldrer Signale zur Proliferation, Differenzierung und
Migration von Endothelzellen (74, 80, 98), wohingegen VEGFR-1 wichtiger fur das
»-Remodeling“ von Gefdlen zu sein scheint (siehe 1.1.3.1) (30) und im Rahmen
inflammatorischer Prozesse eine Rolle spielt.

Die intrazelluldaren Signaltransduktionswege von VEGFR-1 und VEGFR-2 sind in Abb. 2
dargestellt.
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Abbildung 2: Signaltransduktion von VEGFR-1 und VEGFR-2.
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1.1.3.3 Interleukin-6

Interleukin-6 ist ein Mediator bei Entziindungs- und Immunreaktionen. Als multifunktionelles
Protein wird IL-6 unter anderem von Monozyten bzw. Makrophagen, Fibroblasten und
Endothelzellen produziert. Die Expression von IL-6 wird durch mitogene Faktoren und durch
Antigene wie Lipopolysaccharide, Interleukin-1, TNF, Platelet-derived growth factor (PDGF)
und Viren beeinflusst. Es stimuliert die Produktion von akute Phase Proteinen wie CRP in der
Leber (9) und hat eine Kolonie-stimulierende Wirkung auf hamatopoetische Stammzellen (60,
112). Im Tierexperiment konnte nachgewiesen werden, dass IL-6 eine wichtige Rolle bei
Wundheilungsprozessen spielt (34).

IL-6 hat im akuten Koronarsyndrom als systemischer Marker Bedeutung erlangt. Es ist bei
Patienten mit instabiler Angina pectoris erhéht (11) und bei initial gesunden Personen konnte
eine Assoziation eines erhoéhten IL-6-Spiegels mit vermehrter Mortalitdt (39) bzw.
kardiovaskuldren Ereignissen (90) nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wird IL-

6 als unspezifischer Marker der systemischen Entziindungsreaktion herangezogen.

2. Zielsetzung

Ziel der Arbeit ist es, die bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung bislang noch wenig
erforschte Freisetzung von PIGF im Zusammenhang mit der koronaren Stentimplantation und

der systemischem Entziindungsreaktion zu untersuchen.
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3. Patientengut und Methodik

3.1 Patienteneinschlusskriterien

In die Studie wurden insgesamt 62 Patienten mit koronarer Herzerkrankung aufgenommen,
die zur invasiven kardialen Diagnostik in das Deutsche Herzzentrum Minchen, Klinik der
Technischen Universitat Munchen, eingeliefert wurden. Bei insgesamt 27 Patienten mit
stabiler Angina pectoris wurde eine elektive Herzkatheteruntersuchung durchgefuihrt, wobei
14 Patienten interventionsbedlrftige Stenosen aufwiesen (Patienten mit SAP). Bei den
ubrigen 13 Patienten wurde eine Angiographie mit Darstellung des linken Ventrikels und der
HerzkranzgefaBe ohne koronare Intervention durchgefuhrt (Patienten mit koronarer
Herzerkrankung, SCAD). Keiner der Patienten mit stabiler Angina pectoris hatte drei Monate
vor bzw. drei Monate nach Aufnahme in die Studie ein akutes Koronarsyndrom.

35 Patienten wurden mit einem akuten Koronarsyndrom zur intensivmedizinischen Betreuung
in das Deutsche Herzzentrum eingeliefert. Entsprechend der klinischen Symptomatik,
spezifischer oder unspezifischer EKG-Veranderungen sowie des Verlaufes der kardialen
Marker konnte bei 13 Patienten eine instabile Angina pectoris (IAP), bei 7 Patienten ein
akuter Myokardinfarkt (AMI) ohne ST-Streckenhebung (NSTEMI) und bei 15 Patienten ein
akuter Myokardinfarkt mit ST-Streckenhebung (STEMI) diagnostiziert werden. Die Diagnose
einer IAP basierte auf der anamnestischen Angabe typischer pectanginéser Schmerzen,
laborchemisch erhohter Troponin T (TnT)-Serumwerte sowie unspezifischer EKG-
Verénderungen (ST-Streckensenkungen, T-Negativierungen). Patienten mit STEMI hatten bei
Aufnahme (Gber mehr als 20 Minuten persistierende pectangindse Beschwerden,
laborchemisch neben erhohten TnT-Serumspiegeln im Verlauf einen Anstieg der
Creatinkinase (CK) duber das Zweifache des Ausgangswertes sowie im EKG ST-
Streckenhebungen oder einen neu aufgetretenen Linksschenkelblock. Im Unterschied zu den
Patienten mit STEMI hatten Patienten mit NSTEMI neben einem Anstieg der CK (ber das
Zweifache des Ausgangswertes lediglich unspezifische EKG-Veranderungen (ST-
Streckensenkungen, T-Negativierungen). Die Einschlusskriterien der Studienpopulation sind
in Tabelle 1 aufgefihrt.
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Studienpopulation

SCAD (n=13) | SAP (n=14) ACS (n=35)
keine Intervention |PTCA/Stent IAP (n=13) NSTEMI (n=7) STEMI (n=15)
® TnT < 0,03 ng/ml e TnT > 0,03 ng/ml e TnT > 0,03 ng/ml e TnT > 0,03 ng/ml

o kein signifikanter CK -Anstieg

o typische pectangindse
Beschwerden

o keine EKG-Veranderungen

o kein signifikanter
CK-Anstieg

o typische pectangindse
Beschwerden

o unspezifische
EKG-Veréanderungen

o CK-Anstieg > 2-facher
Wert bei Aufnahme

o typische pectangindse
Beschwerden

o unspezifische
EKG-Verénderungen

o CK-Anstieg > 2-facher
Wert bei Aufnahme

o typische pectangindse
Beschwerden

o signifikante
ST-Streckenhebung

oder

e neu aufgetretener

Linksschenkelblock

Tabelle 1: Einschlusskriterien der Studienpopulation

Die Genehmigung des Studienprotokolls durch die Ethikkommission lag vor, alle Patienten

waren eingehend aufgeklart worden und hatten eine schriftliche Zustimmung zur Teilnahme

an der Studie gegeben.

3.2 Patientenausschlusskriterien

Aufgrund einer moglichen Beeinflussung der Studienergebnisse konnten Patienten mit

interferierenden chronisch entziindlichen, malignen, infektidsen oder schweren systemischen

Erkrankungen sowie Patienten mit vorangegangener antiinflammatorischer Medikation — mit

Ausnahme von 100 mg Aspirin pro Tag — nicht an der Studie teilnehmen. Ein weiteres

Ausschlusskriterium war die fehlende schriftliche Zustimmung zur Teilnahme an der Studie.
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3.3 Studienprotokoll

3.3.1 Studiengruppe

Alle Studienpatienten wurden entsprechend ihrer Diagnose einer notfallmaiigen, dringlichen
oder elektiven koronarangiographischen Diagnostik unterzogen. Die Patienten mit ACS und
14 Patienten mit SAP zeigten koronarangiographisch interventionsbedurftige Stenosen und
erhielten eine perkutane koronare Intervention mit Stentimplantation.

Die periinterventionelle Medikation dieser Patienten bestand aus 500 mg Aspirin und
gewichtsadaptiert 5000 bis 10 000 Einheiten Heparin intravends sowie 600 mg Clopidogrel
oral.

Bei 13 Patienten mit stabiler Angina pectoris (SCAD) konnten interventionsbedurftige
Stenosen koronarangiographisch ausgeschlossen werden. Diese Patienten erhielten 100 mg
Aspirin und 600 mg Clopidogrel oral sowie 2500 Einheiten Heparin intravends.

Zur Durchfiihrung der Herzkatheteruntersuchung wurde allen Patienten in die rechte
Femoralarterie eine Schleuse in ,Seldinger“-Technik gelegt. Die Darstellung der
Koronargefdle und der linken Herzkammer erfolgte unter Verwendung des
Réntgenkontrastmittels Imeron® (Wirkstoff lomeprol, Altana Pharma, Konstanz, siehe
Tabelle 4). lomeprol wird nicht metabolisiert und unveréndert Uber die Nieren ausgeschieden.
Die Plasmahalbwertszeit betragt 2 Stunden, nach 96 Stunden werden zwischen 87,1 % und
91,5 % ausgeschieden (92).

Die Stentimplantation war bei allen Patienten der Studiengruppe erfolgreich.

Das postinterventionelle Procedere war in allen Gruppen gleich. Innerhalb der ersten vier
Stunden nach Stentimplantation wurde die arterielle Schleuse entfernt, sobald die aktivierte
partielle Thromboplastinzeit unter 80 Sekunden fiel. Es erfolgte eine sorgféltige manuelle
Kompression am Ort der Einstichstelle fir mindestens 20 Minuten zur lokalen Blutstillung
mit anschlieBendem zirkularem Kompressionsverband, sowie eine engmaschige Kontrolle der
Gerinnungsparameter. 24 Stunden nach der Stentimplantation wurde der Druckverband
entfernt.
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Blutabnahmeschema

Vor der Intervention, 24 Stunden und 48 Stunden postinterventionell wurden in allen Gruppen
peripher-vendse Blutproben im EDTA-ROhrchen entnommen. Die Abnahme unmittelbar nach
PTCA erfolgte arteriell aus der Katheterschleuse. Die Blutproben wurden, auf Eis gekiihlt,

nach unten stehenden Protokollen verarbeitet.

3.3.2 Gesunde Probanden

Als Vergleichsgruppe fir die Untersuchung der Heparinwirkung auf die PIGF-Freisetzung in
vivo dienten 9 Mitarbeiter des Labors im Alter zwischen 25 und 35 Jahren, die an keiner
bekannten immunologischen, entziindlichen, malignen oder kardiovaskularen Krankheit litten
und mindestens 14 Tage vor Abnahme der Blutproben keine Medikamente eingenommen
hatten. Unmittelbar vor, sowie 3 Minuten, 30 Minuten und 60 Minuten nach Gabe von 5000
Einheiten Heparin intravendés wurden peripher-vendse Blutproben im EDTA-R&hrchen

entnommen (siehe Tabelle 2).

Gesunde Probanden, n=9, Gabe von 5000 IE Heparin i.v.

Blutentnahmen:
Vor Heparin- 3 Min nach 30 Min nach 60 Min nach
injektion Heparininjektion | Heparininjektion | Heparininjektion

Tabelle 2: Blutabnahmeschema nach Gabe von 5000 IE Heparin intravends,

gesunde Probanden.

Die abgenommenen Blutproben wurden nach unten stehenden Protokollen verarbeitet.
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3.4 Methoden

3.4.1 Zellkultur

Zur Untersuchung der Kontrastmitteleinwirkung auf Endothelzellen in vitro wurden
Endothelzellen aus menschlicher Nabelschnur herangeziichtet. Die im Endothelial Cell
Growth Medium, bestehend aus ECGS/H 0.4 %, foetalem Kélberserum (FCS) 2 %, Epidermal
Growth Factor 0,1 ng/ml, Hydrocortison 1 pg/ml und basic Fibroblast Factor 1 ng/ml
(PromoCell, Heidelberg, Germany), herangeziichteten Zellen (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells, HUVEC; PromoCell, Heidelberg, Germany), Zellkulturpassage 13, wurden
mit 1 ml HepesBSS-Puffer (enthalt 30 mM Hepes, D-Glucose, NaCl, KaCl, NaPhosphat,
Phenol; PromoCell, Heidelberg, Germany) gewaschen und anschlieend mit 5 ml Trypsin /
EDTA Losung (Trypsin 0,04% / EDTA 0,03%; PromoCell, Heidelberg, Germany) von der
Zellkulturflasche abgelost. Die Trypsin/EDTA Losung wurde mit 5 ml Trypsin
Neutralisationslésung (TNS aus Sojabohnen 0,05%; PromoCell, Heidelberg, Germany)
neutralisiert und die gewonnene Zellsuspension in ein 50 ml Falcon berfiihrt. AnschlieRend
erfolgte die Zentrifugation der Zellsuspension 5 Minuten bei 1200 Upm. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Pellet in 6 ml Endothelial Cell Growth Medium (PromocCell,
Heidelberg, Germany) vorsichtig resuspendiert. Anschliefend wurden 10 ul der Suspension in
eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und die Zellzahl pro ml ermittelt.

Die HUVEC-Zellen wurden in einer 96-Well-Mikrotiterplatte zu je 8000 Zellen pro Well
ausgelegt. Nach einem Tag wurden die Zellen mikroskopisch auf Konfluenz und mdgliche
Infektion untersucht. Sobald 90 % der Bodenflache mit Zellen bedeckt war, wurde mit der

Stimulation der Zellen begonnen.

3.4.1.1 Zellstimulation

Nach Absaugen des Endothelial Cell Growth Mediums wurden jeweils 150 pl FCS-freies
Medium in jedes Well gegeben und die Zellen fur 3 Stunden ausgehungert. AnschlieRend
wurden die 150 pl FCS-freies Medium abgesaugt und die Wells mit Réntgenkontrastmittel
(Imeron®, Wirkstoff lomeprol, Altana Pharma, Konstanz, siehe Tabelle 4) in ansteigender
Konzentration nach dem in Tabelle 3 gezeigten Pipettierschema in Dreifachbestimmung fur

die Messung von VEGF und Sechsfachbestimmung fir die Messung von PIGF aufgefiillt.
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Kontrolle (kein 1% 10% 20%
Kontrastmittel) Kontrastmittel Kontrastmittel Kontrastmittel
(150 ul FCS-freies | (1,5ul Kontrastmittel | (15 pl Kontrastmittel | (30 pl Kontrastmittel
Medium) auf 1485 ul FCS-|auf 135 pl FCS-|auf 120 pl FCS-
freies Medium) freies Medium) freies Medium)

Tabelle 3: Pipettierschema der HUVEC-Kontrastmittelstimulation

Fur den Vergleich von hyperosmolarem mit isoosmolarem Kontrastmittel wurde ein Versuch
nach oben stehendem Protokoll mit dem isoosmolaren Kontrastmittel Visipaque® (Wirkstoff
lodixanol, Amersham Health, Braunschweig, siehe Tabelle 5) in 10%iger Konzentration
durchgefiihrt.

Nach einstiindiger Inkubation im Brutschrank bei 37° C und 5 %iger CO,-Sattigung wurde
das Medium bzw. das Medium-Kontrastmittelgemisch abpipettiert, zentrifugiert und jeweils
ca. 130 pl Uberstand bei —20° C zur spateren Zytokin-Bestimmung eingefroren. PIGF und
VEGF wurden quantitativ mit einem Sandwich Enzyme Immunoassay gemessen (siehe
unten). Bei einer Konzentration von 10 % Imeron wurde der Uberstand zusétzlich bereits
nach 5, 15 und 30 Minuten zur Bestimmung von PIGF und VEGF abpipettiert. Die HUVECs
wurden mit Hilfe einer Trypsin / EDTA Losung (Trypsin 0,04% / EDTA 0,03%; PromocCell,
Heidelberg, Germany) von der Wachstumsoberfldche abgel6st und wie unten beschrieben flr

die RNA-Isolierung aufbereitet.

Handelsname Imeron® Visipaque®
Wirkstoff lomeprol lodixanol
lonitat nicht-ionisch nicht-ionisch
lodgehalt 350 mg/mi 320 mg/mi
Osmolalitat bei 37°C 618 mosmol/kg Wasser 290 mosmol/kg Wasser
Viskositat bei 37°C 7,5 mPa:s 11,4 mPa's
sonstige Bestandteile  Trometamol Trometamol

Salzséure Salzséure

Wasser fur Injektionszwecke Calciumchlorid
Natriumchlorid
Natriumcalciumedetat
Wasser fiir Injektionszwecke

Tabelle 4: Eigenschaften des hyperosmolaren (Imeron®) und des isoosmolaren Kontrastmittels (Visipaque®)
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3.4.2 Quantitative Sandwich Enzyme Immunoassay

Fur die quantitative Bestimmung von PIGF, VEGF und IL-6 im Patientenplasma wurde das
nach oben beschriebenem Studienprotokoll im EDTA-RO6hrchen abgenommene peripher-
venose Blut 10 Minuten bei 3000 Upm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand bei —20°C
eingefroren.

Die Messung von PIGF, VEGF und IL-6 im Plasma bzw. die Messung von PIGF und VEGF
in den Zellkulturiberstanden erfolgte mit einem Sandwich Enzyme Immunoassay
(Quantikine®, R&D Systems, Minneapolis, USA).

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete humane PIGF Immunoassay diente der
quantitativen Bestimmung der Isoform PIGF-1 und wies laut Hersteller eine 5%ige
Kreuzreaktivitat mit PIGF/VEGF Heterodimeren sowie eine 50%ige Kreuzreaktivitat mit der
Isoform PIGF-2 auf.

Das verwendete humane VEGF Immunoassay diente der quantitativen Bestimmung der
VEGF-A Isoform VEGFs. Laut Hersteller gab es keine Interferenzen oder
Kreuzreaktivititen mit verwandten Faktoren, insbesondere mit VEGF/PIGF-

Heterodimeren.

3.4.2.1 Prinzip des Quantitative Sandwich Enzyme Immunoassay

Bei diesem Versuch wurde das zu untersuchende Patientenplasma, das Plasma der gesunden
Probanden und die asservierten Zellkulturliberstdnde je nach gesuchtem Zytokin in eine mit
einem monoklonalen Antikérper gegen PIGF, VEGF oder IL-6 beschichtete 96-Well-
Mikrotiterplatte pipettiert (Schritt 1, Abb. 3). Nachdem der am Plattenboden fixierte,
spezifische Antikorper das im Plasma vorhandene PIGF, VEGF oder IL-6 gebunden hat,
konnten ungebundene Molekiile mit Waschpuffer herausgewaschen werden (Schritt 2, Abb.
3). AnschlieRend erfolgte die Zugabe eines Meerrettichperoxidasekonjugierten, spezifischen
polyklonalen Antikdrpers gegen PIGF, VEGF oder IL-6 (Schritt 3, Abb. 3), das ungebundene
Antikdrper-Enzym Reagenz wurde herausgewaschen und als Substrat Hydrogenperoxid mit
Tetramethylbenzidin hinzugegeben (Schritt 4 und 5, Abb. 3). Das Substrat reagiert,
enzymatisch katalysiert durch die antikérpergebundene Merrettichperoxidase, mit einem
Farbumschlag (Schritt 6, Abb. 3), wobei der Farbumschlag nach einer bestimmten Zeit durch

die Zugabe von Schwefelséure gestoppt und die Intensitat der Farbe photometrisch bei 450
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nm mit einem ELISA-Reader (Amersham Biotrak Il Visible Plate Reader, GE Healthcare
Bio-Sciences, Little Chalfont, GroRRbritannien) bestimmt wurde (Schritt 7, Abb. 3).

Die Konzentration von PIGF, VEGF oder IL-6 im Plasma ist dabei proportional zum Ausmal}
des Farbumschlages und konnte anhand einer Standardreihe bestimmt werden. Die

Durchfuhrung des Quantitative Sandwich Enzyme Immunoassay erfolgte nach dem Protokoll

des Herstellers.
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Y Monoklonaler Maus-Antikdrper gegen PIGF, VEGF oder IL-6
L PIGF, VEGF oder IL-6
ﬂ% Polyklonaler Antikérper gegen PIGF, VEGF oder IL-5

- Meerrettichperoxidase

Abbildung 3: Prinzip des Quantitative Sandwich Enzyme Immunoassay
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3.4.3 RNA-Isolierung, reverse Transkription und Real-time PCR

3.4.3.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung der RNA aus den HUVECs erfolgte gemaR dem QlAamp RNeasy® Mini
Protokoll fur die Isolierung von RNA (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany). Hierzu wurden
die Zellen nach Inkubation mit Kontrastmittel unter den oben beschriebenen Konditionen
nach drei Stunden geerntet. Die Zellen wurden anschlieend zundchst bei 2000 Upm
zentrifugiert und das Zellpellet in 600 pl mit B-Mercaptoethanol versetzter Guanidin-
Isothiocyanat-haltiger Pufferlosung (Buffer RLT, QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) geldst.
Durch diesen Schritt wurden die Zellen vollstandig lysiert, d. h. die Zellmembran und die
Organellen wurden ,aufgebrochen”, und das Lysat konnte bis zur protokollgemaRen
Weiterverarbeitung bei -70°C eingefroren werden.

Nach dem Auftauen erfolgte die Homogenisierung der Zelllysate mit Hilfe von QIAshredder®
(QIAGEN), wodurch die Viskositat der Zelllysate reduziert und die Ausbeute an RNA erhoht
wurde. Nach Zugabe von 70%igem Ethanol zu dem homogenisierten Lysat wurde dieses auf
die RNeasy spin column® (QIAGEN) pipettiert und bei 10 000 Upm zentrifugiert. Hierbei
erfolgte die Bindung der RNA an eine Silica-Gel-Membran, verunreinigende Substanzen
wurden herausgewaschen.

Zuletzt wurde nach dreimaligem Waschen der Membran mit verschiedenen Pufferldsungen
(Buffer RW1, Buffer RPE, QIAGEN) gemal Protokoll die isolierte RNA in RNase-freiem

H,0 geldst und die Konzentration spektrophotometrisch bei 260 nm bestimmt.

3.4.3.2 Prinzip der reversen Transkription

Um mit Real-time PCR RNA nachzuweisen, muss diese zunédchst durch das Enzym reverse
Transkriptase in DNA umgeschrieben werden.

Reverse Transkriptase ist ein multifunktionales Enzym, das drei verschiedene enzymatische
Aktivitaten aufweist:

1. RNA-abh&ngige DNA-Polymerase

2. RNA/DNA-Hybridabhéngige Exoribonuklease (RNase H)
3. DNA-abhéngige DNA-Polymerase

24



Bei der reversen Transkription in vitro werden die beiden zuerst genannten Aktivitaten
ausgenutzt. Die RNA-abhéngige DNA-Polymeraseaktivitat transkribiert das RNA-Template
in eine komplementare DNA (cDNA), die dann fur die PCR verwendet werden kann.

Die Exoribonuklease- oder RNase-H-Aktivitat der reversen Transkriptase baut spezifisch nur
RNA ab, die in RNA/DNA-Hybridmolekilen vorliegt wobei reine RNA durch diese

Enzymaktivitat nicht beeintrachtigt wird.

3.4.3.3 Prinzip der Real-time PCR

Die Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) dient der Vervielfaltigung
von DNA und ist urspringlich eine Methode, geringste Mengen DNA nachzuweisen. Sie

beruht prinzipiell auf drei sich wiederholenden Schritten:

1. Denaturierung der DNA: Durch Erhitzen trennen sich die beiden komplementaren
Strange der zu untersuchenden DNA.

2. Hybridisierung (Annealing): durch Herabsetzen der Temperatur verbinden sich die
sog. Primer mit einem ihnen komplementdren DNA-Abschnitt. Der Primer ist ein
Stiick DNA mit definierter Sequenz, das als Ansatzstelle der DNA-Polymerasen dient.

3. Verlangerung (Extension): Durch erneutes Anheben der Temperatur auf ein fur die
Polymerasen optimales Betriebsniveau erfolgt der Anbau weiterer komplementérer

Nukleotide durch die Polymerasen.

Durch standige Wiederholung der Schritte verdoppelt sich die Anzahl an kopierten DNA-
Molekdilen bei jedem Zyklus.

Um nach diesem Prinzip RNA nachzuweisen, muss diese zun&chst mittels reverser
Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden (siehe 3.4.3.2). Damit ist es fur den
quantitativen Nachweis von RNA theoretisch mdglich, aus der Menge der letztendlich
amplifizierten DNA die urspringlich vorhandene Menge an cDNA und damit die
ursprungliche Konzentration an RNA zu berechnen.

Da aber zu Beginn der PCR durch die geringe Menge an Matrizen (Templates) die DNA-
Polymerasen nicht optimal arbeiten kénnen und am Ende die Aktivitat der Polymerasen durch
die starken Temperaturschwankungen nachlasst, sind am Ende der PCR Riickschliisse von der

amplifizierten DNA auf die ursprunglich vorhandene Menge sehr ungenau.
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Daruber hinaus verringert sich im Laufe der PCR die Menge an Nukleotiden und die neu

gebildeten Matrizen verbinden sich vermehrt untereinander.

Bei der real-time PCR wird deshalb zum quantitativen Nachweis von RNA bereits nach jedem
Zyklus die Anzahl der neu gebildeten DNA-Molekile erfasst. Dabei wird zur Messung der
Kopien die exponentielle Phase der PCR gewéhlt, in der sich die Menge der DNA-Matrizen

bei jedem Durchgang annahernd verdoppelt.

Zum gezielten Nachweis der jeweiligen DNA-Kopie werden spezifische Sonden verwendet
(,,probe*). Diese Sonden sind kurze DNA-Stiicke, die mit einem mittleren Bereich der
Matrizen-DNA hybridisieren. Sie tragen an ihrem einen Ende einen Reporterfarbstoff (R) und
am anderen einen Quencher (Q). Quencher sind Molekile, welche die Fluoreszenz von
Farbstoffen in ihrer N&he unterdriicken. Die Polymerasen im PCR-Ansatz sind in der Lage,
die Sonden bei der Verdopplung der DNA-Vorlage abzubauen. Dabei setzen sie zunéchst den
Reporterfarbstoff frei, der somit aus dem Einflussbereich des Quenchers gelangt. Auf diese
Weise wird die Fluoreszenz des Farbstoffs nur dann messbar, wenn die Polymerase den
gewunschten DNA-Strang kopiert hat (siehe Abbildung 4). Jedes freigesetzte
Reporterfarbstoffmolekul steht fiir einen gebildeten DNA-Strang.

Bei Messung der Fluoreszenzstarke in jedem Zyklus zeigt sich typischerweise ein sigmoidaler
Kurvenverlauf, da nach der exponentiellen Phase (Kettenreaktion) die zur Verfugung

stehenden Substrate zunehmend verbraucht werden (Plateaueffekt).

Da die Quantifizierung in der exponentiellen Phase der Amplifikation durchgefihrt werden muss,
wird nach Antragen der Kurve im logarithmischen MafRstab im Bereich des linearen
Kurvenverlaufs ein Schwellenwert gesetzt. Die Zykluszahl, bei der die jeweilige Kurve diesen
Schwellenwert kreuzt, wird als Cr-Wert bezeichnet (C fur cycle, T fur threshold). Je groRer die

Menge an eingesetzter RNA-komplementarer cDNA ist, desto Kleiner ist der Cr-Wert.
Als interner Standard, auf den sich der C+-Wert jedes Zielgens bezieht, wurde in der vorliegenden

Arbeit als endogenes Kontrollgen Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)

verwendet.
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Abbildung 4: Prinzip der Real-time PCR mit Reporter- und Quencher markierter Sonde

3.4.3.4 Versuchsdurchfuhrung

Reverse Transkription:

Die reverse Transkription wurde mit Omniscript™ RT Kit (QIAGEN), SUPERaseeIn™
(Ambion, Austin, USA) als RNase-Inhibitor und Random Primers (Invitrogen, Carlsbad,
USA) durchgefihrt, wobei mit Hilfe einer DNA-Polymerase RNA-komplementare cDNA
entsteht. Die RNA wird im Anschluss daran durch das Enzym RNase H degradiert. Diese
RNase ist spezifisch fir RNA in RNA/DNA-Hybriden und greift reine RNA nicht an (siehe
3.4.3.2).
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Real-time PCR:

Die PCR wurde am Thermocycler ABI Prism™ 7700 Sequence Detection System von
Applied Biosystems (Darmstadt) durgefuhrt. Die Verwendeten Primer und 6-carboxy-
fluorescein (FAM)- bzw. VIC™-markierte Sonden stammten als Assays-on-Demand® von
Applied Biosystems (Darmstadt), der gPCR MasterMix inklusive HotGoldStar DNA
Polymerase stammten von Eurogentec (Seraing, Belgien). Ansatz und Zyklusprogrammierung
der PCR sind in den Tabellen 5 und 6 angegeben. Als Cr-Wert jeder Probe wurde der

arithmetische Mittelwert aus zwei Messungen genommen.

Reagenzien Endkonzentration Verwendetes
Material
gPCR MasterMix 1X
Forward Primer 900 nM
Reverse Primer 900 nM
Sonde 250 nM
DNA 150 ng aus HUVECs
Tabelle 5: Ansatz der Polymerasekettenreaktion
Schritt Zeit Temperatur

Uracil-N-Glykosylase(UNG)-Aktivierung| 2 Minuten 50°C
HotGoldStar-Polymerase-Aktivierung 10 Minuten 95°C

Amplifikation: Denaturierung 15 Sekunden 95°C
Annealing 20 Sekunden 60°C
Extension 40 Sekunden 72°C

Tabelle 6: PCR-Programmierung

Der erste Schritt dient zur Aktivierung des Enzyms Uracil-N-Glykosylase (UNG). Es baut

kontaminierende Amplikons ab und vermeidet so “carry-over*“-Kontaminationen.
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3.4.4 Kardiale Marker und Ejektionsfraktion

Die Bestimmung von Laborwerten wie der Creatinkinase und des Troponins in der
Studiengruppe erfolgte durch das Institut fir klinische Chemie im Deutschen Herzzentrum
Minchen. Da die kardialen Marker erst mit zeitlicher Verzégerung nach Auftreten der
Beschwerden ansteigen, wurden fir die Studie jeweils der Maximalwert des Troponin T, der
Creatinkinase und der MB-Fraktion der Creatinkinase nach Aufnahme der Patienten
verwendet.

Die Bestimmung der Ejektionsfraktion erfolgte angiographisch im Rahmen der

Herzkatheteruntersuchung.

3.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS fiir Microsoft Windows. Bei der Auswertung
der Patientendaten wurden Unterschiede zwischen mehr als zwei verbundenen Stichproben
mittels Wilcoxons matched pairs signed-ranks Test untersucht. Unterschiede zwischen den
Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney-Wilcoxon-Rangsummen Test berechnet. Eine
maogliche Korrelation zwischen einzelnen Parametern wurde mit linearer Regressionsanalyse
untersucht (Spearman-Rangkorrelationskoeffizient). Differenzen zwischen Mittelwerten der
in vitro-Versuche wurden mit dem t-Test ermittelt. Alle Tests wurden zweiseitig durchgefihrt
und p-Werte Kleiner als 0,05 wurden als signifikant gewertet. Darstellung der Daten als
Mittelwert + SEM (Standardfehler).
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4. Ergebnisse

4.1 Klinische Daten des Patientenkollektivs

In die Studie wurden 62 Patienten mit koronarer Herzerkrankung aufgenommen, davon waren
49 Patienten mannlich (79 %) und 13 weiblich (21 %). Die Patienten waren in einem Alter
von 48 bis 89 Jahren. VVon insgesamt 27 Patienten mit stabiler Angina pectoris erhielten 14
eine elektive Herzkatheteruntersuchung mit koronarer Intervention bei signifikanten
Koronarstenosen, bei 13 Patienten mit stabiler Angina pectoris wurde eine
Koronarangiographie ohne Intervention durchgefiihrt. 35 Patienten wurden mit einem akuten
Koronarsyndrom in das Deutsche Herzzentrum eingeliefert, davon hatten 22 Patienten einen
akuten Myokardinfarkt (15 Patienten mit STEMI, 7 Patienten mit NSTEMI) und 13 eine
instabile Angina pectoris. Die Patienten hatten ihrer Diagnose entsprechende Verldufe der
kardialen Marker. Alle Patienten, die eine Intervention erhielten, wiesen in der
Koronarangiographie relevante Stenosen oder einen Verschluss einer oder mehrerer
Herzkranzarterien auf, die mittels koronarer Intervention mit Stentimplantation erfolgreich
behandelt werden konnten und nach der Intervention einen Fluss von TIMI Grad 3
(Thrombolysis In Myocardial Infarction Trial) erreichten.

Die Angabe der Medikamente entspricht dem Stand vor der Aufnahme der Patienten in das
Deutsche Herzzentrum. Unter den Patienten mit stabiler Angina pectoris waren bei Aufnahme
mehr Patienten mit Statinen, Betablockern, Clopidogrel oder ACE-Hemmern therapiert. Dies
war bei Statinen (p = 0,001) und Clopidogrel (p = 0,008) signifikant. Die Pravalenz eines
Diabetes mellitus war bei den Patienten mit stabiler Angina pectoris niedriger als bei den
anderen Gruppen. Bezlglich der ubrigen demographischen Daten (Alter, Geschlecht,
verbleibende Risikofaktoren) und beziglich der Anzahl der betroffenen GefaRe waren die
Patienten aller untersuchten Gruppen vergleichbar.

Die klinischen Daten der Patienten- und der Kontrollgruppe sind in Tabelle 7

zusammengefasst.
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sCAD SAP ACS
n=13 n=14 n=235
Alter (Jahre) 73,237 73,4+1,9 72,8+2,0
Geschlecht, m (w) 8(5) 10 (4) 31(4)
IAP, n (%) 0 0 13 (37,1%)
NSTEMI, n (%) 0 0 7 (20,0%)
STEMI, n (%) 0 0 15 (42,9%)
Kardiale Anamnese:
akuter Myokardinfarkt, n (%) 2 (15,4%) 2 (14,3%) 7 (20,0%)
ACVB, n (%) 1(7,7%) 2 (14,3%) 6 (17,1%)
Kardiovaskulare Risikofaktoren:
arterieller Hypertonus, n (%) 11 (84,6%) 13 (92,9%) 31 (88,6%)
Diabetes mellitus, n (%) 3(23,1%) 2 (14,3%) 11 (31,4%)
Hypercholesterindmie, n (%) 11 (84,6%) 12 (85,7%) 27 (77,1%)
aktueller Nikotinabusus, n (%) 3(23,1%) 3(21,4%) 7 (20,0%)
Medikamente bei Aufnahme:
Statine, n (%) 11 (84,6%) 11 (78,6%) 14 (40,0%)
ACE-Hemmer, n (%) 8 (61,5%) 8 (57,1%) 14 (40,0%)
Betablocker, n (%) 9 (69,2%) 9 (64,3%) 19 (54,3%)
Clopidogrel, n (%) 10 (76,9%) 12 (85,7%) 17 (48,6%)
Kardiale Marker:
maximale CK [U/1] 38,7+37 90,6+12,9 1299,3+263,9
maximales Troponin T [ng/ml] 0,00£0,0 0,01+0,0 2,8+3,3
Kreatinin bei Aufnahme [mg/dl] 1,13+0,08 1,04+0,11 1,26+0,07
Angiographische Daten:
Anzahl der betroffenen GefaRe
Eingefalerkrankung, n (%) 9 (69,2%) 3(21,4%) 7 (20,0%)
DreigefélRerkrankung, n (%) 3(23,1%) 9 (64,3%) 22 (62,9%)

Intervention

LAD, n (%) keine 5 (35,7%) 13(37,1)

RCA, n (%) keine 5 (35,7%) 10 (28,6%)

LCx, n (%) keine 4 (28,6%) 12 (34,3%)
LVEF, % 61,4+3,0 58,2+3,5 41,1425
totale Stentlange [mm] 0 37,1£8,0 36,9+4,4
Ballon-Spitzendruck [atii] 0 14,6+0,7 14,2404
Menge des injizierten 176,2+153 207,9+36,1 346,9+20,3

Rontgenkontrastmittels [ml]

elevation-myocardial-infarction, STEMI

Venen-Bypass;
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Tabelle 7: Daten des Patientenkollektivs. Angaben als Mittelwert + SEM oder Prozent; SCAD = stabile koronare
Herzerkrankung; SAP = stabile Angina pectoris; ACS = akutes Koronarsyndrom, IAP = instabile Angina
pectoris, SAP = stabile Angina pectoris; LVEF = linksventrikulare Ejektionsfraktion, NSTEMI = Non-ST-
ST-elevation-myocardial-infarction, ACVB = Aorto-Coronarer



4.2 Zytokine

4.2.1 Placental Growth Factor

4.2.1.1 PIGF bei Patienten mit perkutaner koronarer Intervention und

Stentimplantation

Unmittelbar nach koronarer Intervention mit Stentimplantation zeigte sich bei allen Patienten
ein signifikanter Anstieg der PIGF-Konzentration im Plasma (ACS: p < 0,001; SAP: p =
0,013). Nach 24 Stunden und nach 48 Stunden erreichten die Plasmaspiegel von PIGF bei
allen Patienten in etwa den Ausgangswert. Zu keinem Zeitpunkt ergaben sich signifikante

Unterschiede zwischen den PIGF-Spiegeln der Gruppen (siehe Abb. 5).
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Abbildung 5: Plasmakonzentrationen von PIGF vor der Intervention (,,PTCA/Stent*), unmittelbar nach, 24 und
48 Stunden nach der Intervention. * = Signifikanz von p < 0,05 gegeniiber ,,Vor PTCA/Stent*
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4.2.1.2 PIGF bei Patienten mit diagnostischer Koronarangiographie

Bei der Messung der Plasma-PIGF-Spiegel von 13 Patienten, die eine Angiographie ohne
Intervention (PTCA/Stent) erhielten, zeigten sich keine signifikanten
Konzentrationsunterschiede von PIGF durch die angiographische Darstellung der einzelnen
Koronargefale  mit Imeron® verglichen mit der Plasmakonzentration ohne
Kontrastmittelbelastung (siehe Abb. 6). Die Plasmakonzentrationen waren vergleichbar mit

denen der Patienten mit koronarer Intervention und Stentimplantation.
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Abbildung 6: Freisetzung von PIGF durch die Koronarangiographie ohne Intervention, n = 13. Keine
signifikanten Anderungen der Plasma-PIGF-Konzentration bei der Darstellung der einzelnen GefiRe. LV =
linker Ventrikel, RCA = rechte Koronararterie, LAD = Ramus interventricularis anterior, LCx = Ramus
circumflexus der linken Koronararterie.
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4.2.1.3 Auswirkungen von Heparin auf die Freisetzung von PIGF in vivo

In vitro bestehen Hinweise, dass Heparin eine Freisetzung von PIGF induziert. Um einen
maoglich Effekt von Heparin auf die Freisetzung von PIGF in vivo zu untersuchen, wurde 9
gesunden Probanden jeweils 5000 Einheiten Heparin intravends injiziert. Innerhalb von 60
Minuten nach der Injektion kam es zu keinen signifikanten Anderungen der Plasma-PIGF-
Konzentration verglichen mit dem PIGF-Spiegel vor Injektion des Heparins (siehe Abb. 7).
Die Plasmakonzentrationen waren vergleichbar mit denen der Patienten mit SAP, sCAD und
ACS.
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Abbildung 7: Freisetzung von PIGF nach intravendser Injektion von 5000 IE Heparin, n = 9. Keine signifikanten
Verénderungen des Plasma-PIGF nach 3 Minuten, 30 Minuten und 60 Minuten.
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422 VEGF bei Patienten mit perkutaner koronarer Intervention und

Stentimplantation

Als mit PIGF verwandter Faktor wurde VEGF untersucht. Ahnlich wie PIGF hat VEGF eine
Bedeutung als Mediator im Rahmen der Angio- und Vaskulogenese, jedoch hat VEGF als
Mediator bei entziindlichen Prozessen eine untergeordnete Rolle. Sowohl VEGF als auch
PIGF binden an VEGFR-1 (siehe 1.1.3.2). Bei allen Patienten zeigte sich unmittelbar nach
koronarer Intervention ein signifikanter Abfall der VEGF-Konzentration im Plasma (ACS: p
< 0,001; SAP: p = 0,018). Nach 24 Stunden ergaben sich keine Unterschiede verglichen mit
dem Wert vor der Intervention.

Zwischen den Gruppen (ACS und SAP) bestanden keine signifikanten Unterschiede in der
Konzentration von VEGF im Plasma (siehe Abb. 8).
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Abbildung 8: Plasmakonzentrationen von VEGF vor der Intervention (,,PTCA/Stent), unmittelbar nach und 24

Stunden nach der Intervention. * = Signifikanz von p < 0,05 gegeniiber ,Vor PTCA/Stent*
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4.2.3 1L-6 bei Patienten mit perkutaner koronarer Intervention und Stentimplantation

Um die Freisetzung von PIGF im Zusammenhang mit der systemischen Entziindungsreaktion
zu beleuchten, wurde IL-6 als Indikator der Inflammation untersucht. Wie bereits in
vorangegangenen Studie gezeigt werden konnte, waren die Plasma-1L-6-Spiegel bei Patienten
mit ACS signifikant hoher als bei Patienten mit SAP und zeigten einen signifikanten Anstieg
nach der Intervention (81). Die IL-6-Konzentrationen bei den Patienten mit SAP blieben

weitgehend unverandert nach Intervention (siehe Abb. 9).
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Abbildung 9: Plasmakonzentrationen von IL-6 vor der Intervention (,PTCA/Stent*), unmittelbar nach, 24 und
48 Stunden nach der Intervention. * = Signifikanz von p < 0,05 gegeniiber ,,Vor PTCA/Stent”; T = Signifikanz
von p < 0,05 gegeniiber SAP.
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4.2.4 Korrelationen der Zytokine im akuten Koronarsyndrom

24 Stunden nach der Intervention zeigte sich bei den Patienten mit ACS eine positive
Korrelation des VEGF-Wertes mit dem PIGF-Wert im Plasma. Daruber hinaus korrelierten
die Zytokine (PIGF, VEGF und IL-6) zu keinem Zeitpunkt miteinander. Insbesondere konnte

keine Assoziation von IL-6 mit PIGF aufgezeigt werden (siehe Tabelle 8).

[ SCAD,n=13 | SAP,n=14 | ACS,n=35 |
Korrelation

PIGF Zeitpunkt: 24 h nach PTCA/Stent
mit n.s. n.s. r=0,515

VEGF p = 0,003

PIGF

mit n.s. n.s. n.s.

IL-6
VEGF

mit n.s. n.s. n.s.

I1L-6

Tabelle 8: Korrelationen der Zytokine untereinander. n. s. = nicht signifikant.
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4.3 Multivariate Analyse

Um die Mechanismen der PIGF-Freisetzung in vivo weiter zu analysieren, wurden die
Plasma-PIGF-Spiegel im Zusammenhang mit den klinischen Daten der Patienten in einer
multivariaten Cox-Regressionsanalyse ausgewertet (Tabelle 9). Es zeigte sich, dass die PIGF-
Konzentrationen unmittelbar nach der koronaren Intervention weder mit der
linksventrikularen  Ejektionsfraktion bei Aufnahme als Marker der ischdamischen
Kardiomyopathie noch mit dem Serum-Kreatinin als Marker der Nierenfunktion korrelierten.
GleichermaBen bestand keine Assoziation zwischen Indikatoren langer und komplizierter
Interventionen wie der totalen L&nge der implantierten Stents oder dem Ballondruck mit den
PIGF-Spiegeln.

Obwonhl die laborchemischen Marker der myokardialen Nekrose und der Inflammation wie
TnT, CK und CRP nicht mit den PIGF-Spiegeln korrelierten, konnte ein Zusammenhang
zwischen dem Ausmal’ der Koronaratherosklerose mit den Plasma-PIGF-Spiegeln aufgezeigt
werden (r = 0,338, p = 0,008). Dabei zeigte sich, dass die DreigefaRerkrankung als Indikator
einer ausgepragten Atherosklerose positiv mit dem Plasma-PIGF korreliert, wohingegen die
Eingefalerkrankung negativ. mit der PIGF-Konzentration korreliert. Ischamie und
Inflammation, die in Zusammenhang mit dem Ausmal} der Atherosklerose stehen, kénnten

somit zu einer Freisetzung von PIGF beigetragen haben.

SEM B t p
Injizierte Kontrastmittelmenge 0,017 0,258 2,050 0,045
NSTEMI 7,305 0,298 2,570 0,013
STEMI 5,697 -0,364 -2,780 0,007
IAP 5,695 -0,189 -1,524 0,133
Dreigefélierkrankung 4,380 0,285 2,453 0,017

Tabelle 9: Untersuchung unabhéngiger Korrelate der Plasma-PIGF-Spiegel nach perkutaner koronarer
Intervention oder diagnostischer Koronarangiographie bei Patienten mit ACS, SAP und sCAD mittels

multivariater Cox-Regressionsanalyse.
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Im Rahmen der Analyse der klinischen Daten zeigte sich weiter, dass die Menge des wahrend
der Koronarangiographie und der koronaren Intervention injizierten Réntgenkontrastmittels

Imeron® mit den Plasma-PIGF-Spiegeln nach der Intervention assoziiert ist (siehe Abb. 10).
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Abbildung 10: Assoziation zwischen PIGF-Spiegeln und der Menge des injizierten Réntgenkontrastmittels
Imeron® bei Patienten mit ACS, SAP und sCAD.
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4.4 Zellkulturversuche
4.4.1 Wirkung von Kontrastmittel auf die Freisetzung von PIGF in Endothelzellen

Wéhrend der Einfluss von Ischdmie und Inflammation auf den PIGF-Metabolismus bereits
beschrieben wurde, war die Assoziation zwischen Plasma-PIGF und Réntgenkontrastmitteln
bislang unbekannt. Deshalb wurde der Einfluss von Kontrastmitteln auf Endothelzellen in
vitro untersucht. Nach Stimulation der Human umbilical vein endothelial cells (HUVECS) mit
dem Rontgenkontrastmittel Imeron® in aufsteigender Konzentration zeigte sich nach einer
Stunde Inkubation im Uberstand bei einer Kontrastmittelkonzentration von 10% ein
signifikanter ~ Anstieg des PIGF gefolgt von einem Abfall bei hoheren
Kontrastmittelkonzentrationen (siehe Abb. 11).
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Abbildung 11: Konzentrationsabh&ngige Freisetzung von PIGF nach einstlindiger Stimulation der HUVECs mit

dem Kontrastmittel Imeron®. * = p < 0,05 gegeniiber Kontrolle (kein Kontrastmittel).
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Bei Bestimmung der PIGF-Konzentration im Uberstand nach 5, 15, 30 und 60 Minuten zeigte
sich nach 60 Minuten Inkubation mit Imeron® in 10%iger Konzentration ein signifikanter

Anstieg des PIGF gegenuber der funfmindtigen Inkubationszeit (siehe Abb. 12).
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Abbildung 12: Messung von PIGF zu verschiedenen Zeitpunkten nach Stimulation der HUVECs mit 10%
Imeron® (lomeprol). * = p < 0,05 gegeniiber 5 Minuten Stimulation, T = p < 0,05 gegeniiber Kontrolle (kein
Kontrastmittel).
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4.4.2 Wirkung von Kontrastmittel auf die Freisetzung von VEGF in Endothelzellen

Bei der Stimulation der HUVECs mit Imeron® zeigte sich nach einer Stunde Inkubation im
Uberstand bei ansteigender Kontrastmittelkonzentration ein kontinuierlicher Abfall der
VEGF-Konzentration im Uberstand (siehe Abb. 13).
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Abbildung 13: Konzentrationsabhangiger Abfall von VEGF nach einstiindiger Stimulation der HUVECs mit dem

Kontrastmittel Imeron®. * = p < 0,05 gegeniiber Kontrolle (kein Kontrastmittel).
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Bei Bestimmung der VEGF-Konzentration im Uberstand nach 5, 15, 30 und 60 Minuten
zeigte sich im Verlauf nach Inkubation mit Imeron® in 10%iger Konzentration ein
kontinuierlicher Abfall des VEGF. Zu allen Zeitpunkten war die Konzentration des VEGF
nach Kontrastmittelstimulation signifikant niedriger gegenuber der Kontrolle (kein
Kontrastmittel, siehe Abb. 14).
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Abbildung 14: Messung von VEGF zu verschiedenen Zeitpunkten nach Stimulation der HUVECs mit 10%

Imeron® (lomeprol). T = p < 0,05 gegeniiber Kontrolle (kein Kontrastmittel) zum jeweiligen Zeitpunkt
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4.4.3 Zellmorphologie

In der lichtmikroskopischen Betrachtung der Zellkultur (Abb. 15) war nach einer
Inkubationszeit von einer Stunde sowohl bei der Kontrolle als auch bei einer Konzentration
von 1% und 10% Imeron® ein endothelzelltypisches, pflastersteinartiges, konfluentes
Wachstumsmuster zu erkennen.

Bei einer Konzentration von 20% Imeron® waren Ablésungen von Zellen aus dem
Zellverbund und ein sparlicheres Wachstumsmuster erkennbar. Der Zellrasen war nicht mehr
konfluent und die Zellen erschienen Kkleiner (siehe Abb. 15 D).

Abbildung 15: HUVECs Zellkulturpassage 13 nach einstiindiger Inkubation mit Imeron® (lomeprol) in
aufsteigender Konzentration. A: Kontrolle (kein Kontrastmittel); B: 1% Imeron® ; C: 10% Imeron® ; D: 20%

Imeron®
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4.4.4 Vergleich von Imeron® und Visipaque®

Da bekannt ist, dass die Osmolaritdt ein wesentlicher Faktor bei der Zytotoxizitat von
Rontgenkontrastmitteln ist (96), wurden HUVECs zusétzlich mit dem isoosmolaren
Kontrastmittel Visipaque® inkubiert. Beim Vergleich des Wachstumsmusters der HUVECs
nach Stimulation mit dem hyperosmolaren Kontrastmittel Imeron® und dem isoosmolaren
Kontrastmittel Visipagque® waren keine Unterschiede erkennbar (siehe Abb. 16).

Abbildung 16: HUVECs Zellkulturpassage 13 nach einstiindiger Inkubation mit 10% Imeron® (A) und 10%
Visipaque® (B).
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Beim Vergleich des Einflusses von iso- und hyperosmolarem Kontrastmittel auf die
Freisetzung von PIGF aus den Endothelzellen zeigte sich  bei  einer
Kontrastmittelkonzentration von 10% kein signifikanter Unterschied zwischen dem
hyperosmolaren Kontrastmittel Imeron® und dem isoosmolaren Kontrastmittel Visipaque®
(siehe Abb. 17). Gleiches galt fur die Wirkung des Kontrastmittels auf die Freisetzung von
VEGF aus den Endothelzellen (siehe Abb. 18).
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Abbildung 17: Wirkung von 10% Imeron® und 10% Visipaque® auf die Freisetzung von PIGF aus HUVECS
nach einstlindiger Inkubation. * = p < 0,05 gegeniiber Kontrolle (kein Kontrastmittel). Keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Kontrastmitteln.
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Abbildung 18: Wirkung von 10% Imeron® und 10% Visipaque® auf die Freisetzung von VEGF aus HUVECs
nach einstlindiger Inkubation. * = p < 0,05 gegeniiber Kontrolle (kein Kontrastmittel). Keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Kontrastmitteln
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4.4.5 mRNA-Expression von PIGF, VEGF und IL-6 in Endothelzellen nach Stimulation

mit Imeron®

Nach einstiindiger Kontrastmittelstimulation in aufsteigender Konzentration war in den
HUVECs keine Induktion von PIGF- und VEGF-mRNA durch die PCR nachweisbar.

Imeron® induzierte bei einer Konzentration von 1% die Expression von IL-6-mRNA (siehe

Abb. 19).

—a— PIGF - mRNA
3- —O— VEGF - mRNA
—— IL-6 - mMRNA

x-facher Anstieg

1% 10% 20%

Kontrolle o o o
Imeron Imeron Imeron

Abbildung 19: PIGF-, VEGF- und IL-6-mRNA-Induktion in Human umbilical vein endothelial cells (HUVECS)
nach einstiindiger Inkubation mit dem Kontrastmittel Imeron®. * = p < 0,05 gegeniiber Kontrolle (kein

Kontrastmittel).
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die perkutane koronare Intervention
mit Implantation eines Stents mit einem deutlichen Anstieg des Plasma-PIGF-Spiegels und
einem Abfall des VEGF-Spiegels assoziiert ist. Diese Verdnderungen von PIGF und VEGF
waren unabhéngig von der klinischen Diagnose der Patienten (akutes Koronarsyndrom oder
stabile Angina pectoris), der Heparingabe oder der Koronarangiographie. Sie korrelierten
jedoch mit dem Ausmall der Atherosklerose und mit der Menge des injizierten
Kontrastmittels. Darliber hinaus konnte nach in vitro Stimulation von Endothelzellen mit
Kontrastmittel ein vergleichbarer Anstieg von PIGF und ein Abfall von VEGF im

Zellkulturuberstand nachgewiesen werden.

5.1 PIGF im akuten Koronarsyndrom

Die Frage nach einem Effekt der perkutanen koronaren Intervention auf den PIGF-Plasma-
Spiegel ist relevant, da PIGF in letzter Zeit als Prédiktor der kardiovaskularen Mortalitat und
Morbiditdt bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom oder Diabetes mellitus Typ 1
Beachtung fand (45, 62, 104). Da diese Patienten oft mittels perkutaner koronarer Intervention
behandelt werden, sind mdogliche Einflussfaktoren auf den PIGF-Spiegel von Bedeutung.
Heeschen et al. konnten aufzeigen, dass bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom die
basalen Plasma-PIGF-Spiegel der vierten und funften Quintile ein Indikator fiir eine erhéhte
kardiovaskulare Mortalitat sind. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit konnten in dieser
Studie signifikant hohere PIGF-Spiegel bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom verglichen
mit denen bei Patienten mit stabiler Angina pectoris gemessen werden (45). Die
unterschiedlichen Ergebnisse kdnnten durch verschiedene Zeitfenster, innerhalb derer die
Blutproben entnommen wurden, oder durch Unterschiede in der Pravalenz der
Herzinsuffizienz bei den untersuchten Patienten erklart werden. Dahingehend zeigten weitere
Studien, dass die PIGF-Plasma-Spiegel im Zusammenhang mit der Auspragung der
Herzinsuffizienz bei ischdmischer Kardiomyopathie erhéht sind (79) und dass sie bei akutem
Myokardinfarkt zum Zeitpunkt der Aufnahme vergleichbar mit denen bei stabiler Angina
pectoris sind. Ein Anstieg des PIGF wurde erst drei Tage nach dem akuten Ereignis
nachgewiesen (50). Bemerkenswert ist, dass in der letztgenannten Studie der in der

vorliegenden Arbeit beschriebene PIGF-Anstieg im peripheren Blut unmittelbar nach
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Stentimplantation nicht aufgezeigt werden konnte, da periphere Blutproben nur bei

Aufnahme, nach einem und nach drei Tagen nach der Intervention entnommen wurden.

Maogliche Faktoren, die Einfluss auf die PIGF-Freisetzung haben, kdnnten Medikamente
sowie ein ischdmischer Stimulus durch die Intervention und die Angiographie selbst sein.
Allerdings konnte bei den Patienten mit stabiler Angina pectoris, die eine diagnostische
Koronarangiographie ohne Intervention erhielten, kein PIGF-Anstieg beobachtet werden.
Dartiber hinaus erscheint ein Effekt auf die PIGF-Freisetzung durch die Injektion von Heparin
unwahrscheinlich, da bei gesunden Probanden, die vergleichbare Dosen an Heparin erhielten,

keine Verénderung des Plasma-PIGF eintrat.

5.2 PIGF im Zusammenhang mit Ischamie und Inflammation

Obwohl es Hinweise darauf gibt, dass PIGF sehr schnell im ischamischen Myokard von
Mausen (50) und in unter hypoxischen Bedingungen kultivierten Fibroblasten (37) exprimiert
wird, konnte in der vorliegenden Arbeit keine Korrelation des PIGF-Anstieges mit den CK-
und Troponin T-Spiegeln nachgewiesen werden. Ebenso hatten Indikatoren einer komplexen
und langwierigen Intervention, wie die totale L&nge der implantierten Stents oder der
Ballondruck, keinen Einfluss auf die PIGF-Freisetzung. Der PIGF-Anstieg im Plasma war bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom &hnlich ausgepragt wie bei Patienten mit stabiler
Angina pectoris, die eine elektive Intervention mit Stentimplantation erhielten. Weiter lief3
sich keine Korrelation von IL-6 mit PIGF nachweisen. Jedoch konnte durch
Korrelationsanalysen gezeigt werden, dass die PIGF-Plasma-Spiegel nach perkutaner
koronarer Intervention mit dem Ausmall der koronaren Herzerkrankung assoziiert sind. Je
ausgepragter die koronare atherosklerotische Lé&sion ist, desto groRer ist das Ausmal der
Ischdmie und, damit einhergehend, der Inflammation. Beide Faktoren scheinen somit in die

PIGF-Freisetzung nach perkutaner koronarer Intervention involviert zu sein.
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5.3 Einfluss von Rontgenkontrastmittel auf die Freisetzung von PIGF

In der vorliegenden Arbeit korreliert die PIGF-Plasmakonzentration mit der Menge des
wéhrend der Intervention injizierten Kontrastmittels. Diese Assoziation konnte durch in vitro
Experimente untermauert werden, die zeigten, dass Rontgenkontrastmittel einen dosis- und
zeitabhéngigen Anstieg der PIGF- und einen Abfall der VEGF-Konzentration im
Zellkulturberstand der kultivierten Endothelzellen induziert. Dabei entsprach die zur
Stimulation der Endothelzellen in vitro verwendete Kontrastmittelkonzentration von 10 % in
etwa der durchschnittlichen Konzentration, die intravasal im Rahmen einer perkutanen
koronaren Intervention vorherrscht. Die durchschnittliche Kontrastmittelkonzentration bei
einer rein diagnostischen Koronarangiographie liegt unterhalb dieses Wertes.

Wenngleich es nicht durch die Induktion einer gesteigerten PIGF-Transkription zum schnellen
PIGF-Anstieg kommt und dieser somit auf posttranslationaler Ebene stattfinden muss, bleibt
der genaue Mechanismus unklar. VVorangegangene Studien lieferten bereits Hinweise, dass
Rontgenkontrastmittel verschiedene Effekte auf zellularer Ebene haben. Diese beinhalten
oxidativen Stress, Storungen des Kalziumhaushaltes, Veranderungen der Zellpolaritt,
programmierten Zelltod, Dephosphorylierung von Akt und anderen Mediatoren der
intrazellularen Signalkaskade, Blutplattchen- und Thrombinaktivierung, Fibrinbildung sowie
die Freisetzung spezifischer Proteine wie Endothelin-1, von-Willebrand-Faktor oder
Thrombomodulin (2, 3, 25, 46, 86, 101).

Nach den Daten der vorliegenden Arbeit scheint ein kontrastmittelinduzierter Zelltod und
Zellzerfall eher unwahrscheinlich, da in der lichtmikroskopischen Betrachtung der
Zellmorphologie die kontrastmittelstimulierten Endothelzellen intakt zu sein schienen.
Vielmehr wurden die Endothelzellen durch die Kontrastmittelstimulation aktiviert. Dies
kommt durch die gesteigerte 1L-6-mRNA-Produktion zum Ausdruck (73), welche wiederum
nicht mit Apoptose oder Nekrose von Endothelzellen assoziiert ist. Diese Ergebnisse sind im
Einklang mit Studien, die zeigten, dass Roéntgenkontrastmittel das vaskuldre Endothelium
schadigen. Dort konnte anhand von elektronenmikroskopischen  Untersuchungen
nachgewiesen werden, dass ROntgenkontrastmittel (ber pinozytotische Vesikel in
Endothelzellen aufgenommen werden und diese dadurch schéadigen (83). In einer weiteren
Arbeit wurde eine inflammatorische Reaktion der Gefalwand nach Injektion von
Rontgenkontrastmittel histologisch nachgewiesen (58). Zusammenfassend ist es daher
naheliegend, dass der Anstieg von PIGF auf eine Stimulation des Endothels durch

Rontgenkontrastmittel zuriickzufuhren ist.
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5.4 Verlauf von PIGF und VEGF

Der genaue Mechanismus, (iber den Imeron® oder vielmehr die perkutane koronare
Intervention, zu einem Anstieg von PIGF fihrt, ist unbekannt. Beispielsweise wurde in
Untersuchungen des bronchialen Epithels eine durch die NO-Synthese getriggerte Expression
von PIGF nachgewiesen (77). Ebenso ist der genaue Mechanismus des VEGF-Abfalls sowohl
in vivo nach perkutaner koronarer Intervention als auch in vitro nach Stimulation mit Imeron®
unklar. Ein gegensétzlicher Verlauf der Expression von PIGF- und VEGF-Proteinen wurde
bereits beschrieben. So kommt es wahrend der Schwangerschaft zu einem Anstieg des PIGF
mit gleichzeitigem Abfall von VEGF (1). Weiterhin gibt es Hinweise, dass eine
Heterodimerisierung von PIGF und VEGF fur den Abfall von VEGF-Homodimeren
verantwortlich ist. In ansteigender Konzentration ist PIGF in der Lage, mit VEGF
Heterodimere zu bilden, damit einerseits VEGF-A-Homodimere zu depletieren und
andererseits die VEGFR-2-vermittelte Signaltransduktion und Genexpression zu verandern,
da die gebildeten Heterodimere nicht mehr in der Lage sind, den Rezeptor zu aktivieren (5,
12, 18, 24, 113). Folglich kommt es bei Tumoren, die PIGF (berexprimieren, zu einer
gesteigerten Freisetzung von PIGF-Homodimeren und PIGF/VEGF-Heterodimeren bei einem
gleichzeitigen Abfall von VEGF-Homodimeren. Gesteigerte Konzentrationen von PIGF
fiihren zu einer verminderten Bildung von VEGF-Homodimeren und steigern die Bildung von
PIGF/VEGF-Heterodimeren infolge der posttranslationalen Regulation (24). Da die
kontrastmittelinduzierte Freisetzung von PIGF aus Endothelzellen nicht mit einer gesteigerten
mRNA-Expression einherging, ist es naheliegend, dass diesem Vorgang posttranslationale

Mechanismen zugrunde liegen.

6. Studienbeschrankungen

Verschiedenen Einschrdnkungen der vorliegenden Studie sollte Beachtung geschenkt werden.
Die Studienpopulation ist klein und in Bezug auf die medikamentdse Therapie vor Aufnahme
in die Studie gibt es Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen. Eine genauere
Entschlusselung der Mechanismen der PIGF-Freisetzung bedarf weiterer Untersuchungen.
Wenngleich es naheliegend ist, dass der in der vorliegenden Arbeit aufgezeigte PIGF-Anstieg
durch Rontgenkontrastmittel bedingt ist, konnte keine direkte Beziehung zwischen Ursache

und Wirkung in vivo gezeigt werden.
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7. Zusammenfassung

Bei Patienten, die eine perkutane koronare Intervention erhielten, konnte ein Anstieg des
zirkulierenden PIGF beobachtet werden. Neben Ischamie und Inflammation kdnnten toxische
Effekte des RoOntgenkontrastmittels auf das Endothel diesen Anstieg bedingt haben.
Wenngleich PIGF ein vielversprechender Marker fur die Risikostratifizierung bei Patienten
mit koronarer Herzerkrankung bleibt, sollte bei der Bestimmung der PIGF-Plasma-Spiegel der
Zeitpunkt der Blutentnahme unter Berucksichtigung der perkutanen koronaren Intervention
oder einer moglichen Kontrastmittelexposition gesetzt werden. Zusétzlich zu seiner Rolle als
Mediator bei inflammatorischen Prozessen und im Rahmen der Angiogenese zeigen die
erhobenen Daten, dass PIGF ein sensitiver Marker fir die Aktivierung von Endothelzellen

durch Rontgenkontrastmittel sein konnte.
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8. Abklrzungen

ACS
ACVB
Akt
AMI
CK
CK-MB
CRP
DAG
DNA
EDTA
ELISA
eNOS
EPC
FAK
FCS
G-CSF
GM-CSF
HUVEC
IAP

IL

IP3
KHK
LAD
LCx
LVEF
MAPK
MRNA
NO
NSTEMI
PCR
PDGF
PGl,

akutes Koronarsyndrom
Aorto-Coronarer-Venen-Bypass
anti-apoptotische Kinase

akuter Myokardinfarkt

Creatinkinase

Muscle-Brain Fraktion der Creatinkinase
C-reaktives Protein

Diacylglycerol

Desoxyribonucleic acid (= Desoxyribonukleinsaure)
Ethylendiamintetraacetat

Enzyme linked immunosorbent assay
endotheliale Stickstoffmonoxidsynthetase
Endothelial progenitor cells

fokale Adhdsionskinase

Fetal calf serum (= fetales Kalberserum)
Granulocyte colony stimulating factor
Granulocyte-monocyte colony stimulating factor
Human umbilical vein endothelial cell
instabile Angina pectoris

Interleukin

Inositol 1,4,5,-Trisphosphat

koronare Herzkrankheit

Left anterior descending (= Ramus interventricularis anterior)

Ramus circumflexus
linksventrikulare Ejektionsfraktion
mitogen aktivierte Proteinkinase
“messenger” Ribonukleinsdure

Stickstoffmonoxid

Non-ST-elevation-myocardial-infarction (= Nicht-ST-Hebungsinfarkt)

Polymerase chain reaction (= Polymerase-Kettenreaktion)

Platelet-derived growth factor
Prostacyclin
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PI3K
PKC
PLC
PIGF
PTCA
RCA
sCAD
RNA
SEM
SAP
SDF-1
STEMI
TNF
nT
VEGF
VEGFR

Phosphoinositol 3-Kinase

Proteinkinase C

Phospholipase C

Placental growth factor

perkutane transluminale Koronarangioplastie

Right coronary artery (= rechte Koronararterie)

stable coronary artery disease (= stabile koronare Herzerkrankung)
Ribonucleic acid (= Ribonukleinsdure)

Standard error of the mean (= Standardfehler)

stabile Angina pectoris

Stromal cell-derived factor-1
ST-elevation-myocardial-infarction (= ST-Hebungsinfarkt)
Tumor necrosis factor

Troponin T

Vascular endothelial growth factor

Vascular endothelial growth factor receptor
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