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1. Einleitung

1.1 Koronare Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit (KHK) und ihre Folgen stehen an erster Stelle der
Todesursachenstatistik in der Bundesrepublik Deutschland und den anderen westlichen
Industriestaaten.

Trotz einer breiten Aufklirung der Bevolkerung iiber die Risikofaktoren fiir die Entstehung
einer KHK und einer stindigen Verbesserung der medikamentdsen und interventionellen
Therapie, versterben in Deutschland jéhrlich rund 170 000 Menschen an einer KHK und ihren
Folgen. Als klassische Risikofaktoren fiir die Entstehung von Arteriosklerose und einer
koronaren Herzerkrankung sind seit langem neben miannlichem Geschlecht, familidrer
Belastung und Lebensalter u.a. Hypercholesterinimie, Rauchen, arterielle Hypertonie und
Diabetes mellitus bekannt (52).

Die KHK ist definiert als Manifestation der Atherosklerose an den Herzkranzarterien. Bedingt
durch flusslimitierende Koronarstenosen kommt es zur Koronarinsuffizienz, einem
Missverhéltnis zwischen Sauerstoffbedarf und —angebot im Herzmuskel. Die dadurch

hervorgerufene Myokardischdmie hat verschiedene Manifestationsformen:

- Angina pectoris

- Herzinfarkt

- Ischdmische Herzmuskelschddigung mit Linksherzinsuffizienz
- Herzrhythmusstorungen

- Plotzlicher Herztod

1.2 Akutes Koronarsyndrom

Unter dem Begriff Akutes Koronarsyndrom (ACS) werden die Phasen der koronaren
Herzerkrankung zusammengefasst, die unmittelbar lebensbedrohlich sind (18,53). In der
klinischen Praxis unterscheidet man zwischen dem akuten Myokardinfarkt mit ST-
Streckenhebung (STEMI), dem akuten Myokardinfarkt ohne ST-Streckenhebung (NSTEMI)
und der instabilen Angina pectoris.

Die instabile Angina pectoris beinhaltet jede Erstangina, Schmerzanfille mit zunehmender

Schwere, Dauer und Haufigkeit, sowie jede Ruhe-Angina. Bei instabiler Angina besteht ein



akutes Infarktrisiko. Der Ubergang zum Infarkt wird meist durch einen Riss im atheromatdsen
Plaque mit nachfolgender Koronarthrombose eingeleitet.

In unserer Arbeit erfolgte nach der fritheren Einteilung der American Heart Association die
Definition einer instabilen Angina pectoris als Troponin T positiv, in Abgrenzung zum akuten
Myokardinfarkt, sobald zusétzlich die Creatinkinase und das Isoenzym MB erh6ht waren.
Jéhrlich werden in Deutschland ca. 350 000 — 400 000 Patienten mit akutem Koronarsyndrom
behandelt. Leitsymptom ist der akute thorakale Schmerz, der allerdings eine niedrige Spezifitét
hat und von funktionellen Beschwerden bis zur akut lebensbedrohlichen Myokardischimie
reichen kann (76,115). Verdichtig fiir das Vorliegen eines ACS und damit prognostisch
bedeutsam sind Ruhebeschwerden von mehr als 20 Minuten Dauer. Charakteristisch ist die
Besserung nach Gabe antiischdmischer Medikamente wie z.B. sublinguale Nitrate innerhalb
von wenigen Minuten. Bei jiingeren (<40Jahre) und é&lteren (>75 Jahre) Patienten, sowie
Diabetikern und Frauen ist der Schmerz haufig atypisch. Die instabile Angina und der akute
Myokardinfarkt sind zumeist Komplikationen der koronaren Herzerkrankung und stehen in
Zusammenhang mit einer Myokardischdmie bedingt durch eine instabile atherosklerotische
Lision der GefdBwand, Plaqueruptur und Thrombusbildung. Zunéchst reduziert das Myokard
im Sinne einer Anpassungsreaktion an das verminderte Sauerstoffangebot seinen Stoffwechsel
zulasten der kontraktilen Funktion (sog. ,.hibernating* Myokard). Zu diesem Zeitpunkt ist der
Herzmuskel noch in der Lage, durch Reperfusion die kontraktile Funktion wieder
aufzunehmen. Erst wenn die Ischdmie zu lange anhélt, degeneriert das Myokard, wird
nekrotisch und durch fibrotisches Narbengewebe ersetzt (91). Der Myokardinfarkt ist die Folge
einer Myokardischdmie, die durch eine Unterbrechung der Koronardurchblutung zur
Ausbildung einer Gewebsnekrose fiihrt. Der Infarktpatient ist hauptsdchlich durch das
Auftreten von Rhythmusstorungen gefdhrdet, die in Kammerflimmern iibergehen kénnen. Die
Prognose des Infarktpatienten wird weitgehend durch die GroBe des Infarktareals bestimmt und
kann durch rechtzeitige Reperfusionsmalinahmen verbessert werden (32). Hierzu stehen die
konservative Therapie mit Aktivatoren der Fibrinolyse (Thrombolyse) und die akute perkutane
transluminale Koronarintervention (PCI) als Therapieoptionen zur Wahl.

In der Evaluierung des Patienten mit ACS ohne ST-Hebung sind biochemische Marker heute
unverzichtbar. In der klinischen Routine stehen Marker der Zellnekrose fiir die Akutphase und
Marker der Inflammation fiir die langfristige Prognosebeurteilung zur Verfiigung.

Als Marker der Zellnekrose sind die Kreatinkinase (CK) und das Isoenzym MB bekannt und
haben bei Erh6hung prognostische Aussagekraft (57,136).



Troponin T und Troponin I sind hinsichtlich Sensitivitit und Spezifitét {iberlegen (46,66) und
nehmen eine zentrale Stellung bei Diagnosestellung und Risikostratifizierung ein (12,17).

Neue Erkenntnisse tiber inflammatorische Prozesse beim ACS haben nicht nur unser
Verstindnis beziiglich der Pathophysiologie dieses Krankheitsbildes verdndert, sondern
konnten uns zukiinftig in der Identifizierung von Risikopatienten entscheidend helfen. Eine
groBe Herausforderung besteht hierbei in der klinischen Etablierung neuer Biomarker, die eine

Gefahrdung dieser Patienten friihzeitig anzeigen.

1.3  Stabile Angina pectoris

Die stabile Angina pectoris ist durch kurzzeitig (Minuten) anhaltende Beschwerden
charakterisiert, die durch korperliche Anstrengung, Kélte, oder ausgiebige Mahlzeiten
ausgelost werden konnen. Die thorakalen Schmerzen sind unangenehm, haben jedoch selten
starkste Auspragung.

Die Beschwerden manifestieren sich von Anfall zu Anfall relativ gleichartig. Korperliche Ruhe
und die Gabe von Nitropraparaten fiihren regelmifBig innerhalb von Minuten zu einer
Besserung der Symptome.

Die stabile Angina hat unterschiedliche Verlaufsformen und kann von der stummen Ischimie
(Grad 0 nach der CCS Klassifikation) bis zur Angina bei geringster korperlicher Belastung
reichen (Grad IV nach der CCS Klassifikation).



1.4 Atherosklerose und Inflammation

Atherosklerose stellt die wichtigste und hiufigste krankhafte Verdnderung der Arterien dar,
verbunden mit Verhdrtung, Verdickung, Elastizititsverlust und Lumeneinengung. Der
Zusammenhang zwischen verschiedenen exogenen und endogenen Noxen bzw. Krankheiten
und der Entstehung und Forderung der Atherosklerose ist heute weitgehend bekannt.

Seit mehreren Jahrzehnten sind kardiovaskuldre Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus, Hyperlipoproteindmie und Nikotin bekannt, deren Prdsenz mit der
Entstehung und Progression atherosklerotischer Prozesse assoziiert ist.

Die Griinde jedoch, die zur Erosion oder Ruptur einer atherosklerotischen Plaque fithren und
somit als klinisches Korrelat ein akutes Koronarsyndrom auslosen, sind noch nicht vollstindig
aufgeklart.

Der Nachweis, dass nur die Hélfte der auftretenden akuten Koronarsyndrome durch die
traditionellen kardiovaskuldren Risikofaktoren erkldrbar sind, sowie die Erkenntnis, dass die
Mehrzahl der Myokardinfarkte auf dem Boden von Koronarstenosen < 50% entstehen, hat die
Suche nach neuen Risikofaktoren und pathogenetischen Mechanismen vorangetrieben (85).

Mit der Erkenntnis, dass der atherosklerotische Prozess ein entziindliches Geschehen darstellt,
wurde zunehmend die Bedeutung von systemischen Inflammationsmarkern untersucht.

In den vergangenen Jahren konnten durch groBle epidemiologische Studien neben den
klassischen Risikofaktoren auch einige neue Risikofaktoren identifiziert werden, z.B.
unspezifische Entziindungsparameter wie das C-reaktive Protein (CRP), Leukozytenzahl und
Fibrinogen, aber auch spezifische serologische Marker bakterieller und viraler Entziindungen
(5,26,27,33).

Obwohl Atherosklerose ein fokales Geschehen darstellt, konnten Serummarker der
systemischen Entziindungsreaktion mit dem Auftreten und der Prognose der KHK in
Verbindung gebracht werden.

Die Bedeutung dieser neuen Parameter ist nicht nur als Risikofaktor in der Entwicklung akuter
Koronarsyndrome zu sehen, sie bestimmen auch als AusmalBl der Entziindungsaktivitdt das
klinische Ergebnis und somit die Prognose der Patienten (7, 29, 151). Es konnte gezeigt
werden, dass eine CRP-Erhohung einen priadiktiven Aussagewert fiir den kardialen Tod besitzt.
Die Bestimmung des CRP-Wertes im Durchschnitt 9 Monate nach einem Myokardinfarkt in
der CARE-Studie ergab, dass erhohte CRP-Spiegel (>0,66 mg/dl) mit einem zweifach erhohten

Risiko fiir einen Reinfarkt oder Tod einhergehen.



Das proinflammatorische Zytokin IL-6 ist bei Patienten mit instabiler Angina pectoris erhdht
(14). Kiirzlich konnte auch bei initial gesunden Personen eine Assoziation eines erhohten IL-6
Spiegels mit vermehrter Mortalitdt und kardiovaskuldren Ereignissen nachgewiesen werden
(123). Diese Assoziation wurde auch fiir das Zytokin TNF-a gezeigt (122).

Die Ursache der Zytokinerhohung wird abgesehen vom akuten Myokardinfarkt kontrovers
diskutiert. Sie konnte einerseits durch die atheromatdsen Verdnderungen selbst entstehen und
somit deren Quantitit im Sinne der atheromatdsen Last widerspiegeln, oder auch deren
Qualitit, als inflammatorische Aktivitdt innerhalb der Plaque. Andererseits ist auch eine nicht
vaskuldre Herkunft der Zytokine vorstellbar, eine Zytokinerhhung konnte einen
proinflammatorischen Zustand widerspiegeln, wie er z.B. bei einer chronischen Infektion
herrschen konnte.

Bekannt ist, dass eine vaskulire Entziindung eine systemische Zytokinantwort
proinflammatorischer Molekiile wie Interleukin-1B, TNF-a oder Interleukin-6 hervorruft, die
ihrerseits zu einer gesteigerten Produktion der Akute-Phase-Marker CRP oder Fibrinogen fiihrt.
Durch diese neuen Erkenntnisse besteht nun die Vorstellung von Atherosklerose als ein
komplexes immunologisches Geschehen, in dem Entziindungsvorginge von Anfang an eine
wichtige Rolle spielen (130). Die pathogenetische Vorstellung von Arteriosklerose als Folge
einer mechanischen Ablagerung von Cholesterin an der GefiBwand ist somit in den

Hintergrund gertickt.

1.4.1 Vaskulare Inflammation und Atherogenese

Die erste physiologisch erkennbare Manifestation der Atherosklerose duflert sich in einer
verminderten Produktion von Stickstoffmonoxid (NO). Die endotheliale Dysfunktion entsteht
auf dem Boden einer Endothelverletzung, diese kann durch himodynamische Verdnderungen
(shear stress), oxidiertes oder enzymatisch verdndertes Low density lipoprotein (LDL), erhdhte
glykolisierte Endprodukte, Toxine im Nikotin, vasoaktive Amine, Immunkomplexe oder
Homozystein ausgelost werden. Somit gehen die klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren
mit einem Verlust der endothelvermittelten Vasodilatation einher.

Dieser Verlust der NO-vermittelten GefaBBerweiterung ist das Kennzeichen einer endothelialen
Dysfunktion, die bereits in der Frithphase der Atherosklerose nachweisbar und urséchlich mit
der Erkrankung verbunden ist. Endotheliale Dysfunktion beinhaltet ein Ungleichgewicht
zwischen Proliferation und Antiproliferation, zwischen Pro- und Antithrombogenitit und

zwischen Gefallwandkontraktion und —relaxation (132).

10



Der endothelialen Dysfunktion kommt nicht nur im Rahmen der frithen Atherogenese eine
zentrale Bedeutung zu, sondern auch im akuten Koronarsyndrom. Auf dem Boden einer
Plaqueruptur entwickelt sich eine Thrombozytenaktivierung mit nachfolgender Thrombose und
GefaBkonstriktion (11).

Ein entscheidender Schritt zur Bildung einer atherosklerotischen Lision ist die Anlagerung von
Leukozyten an die GefdBintima. Im Rahmen der Endothelverletzung werden spezifische
Adhisionsmolekiile wie P-Selektin oder vaskuldres Zelladhdsionsmolekiil (VCAM) exprimiert,
die den temporiren Kontakt zwischen Leukozyt und Endothelzelle vermitteln und tiberwiegend
auf Endothelzellen exprimiert werden, die iiber atherosklerotischen Lésionen liegen. Vaskuldre
Adhésionsmolekiile binden vor allem in der frithen Phase der Atherogenese Lymphozyten und
Monozyten fest an das Endothel und begiinstigen deren Einwanderung in den subendothelialen
Raum (25).

Zu Beginn der Atherogenese kommt es zu Lipideinlagerungen in die GefdBwand. Dabei stellt
der Lipidkern, anders als zunidchst vermutet, keine inerte Akkumulation dar, welche zur
stetigen GefaBBlumenreduktion fiihrt, sondern bildet vielmehr den inflammatorischen Stimulus.
Als Antwort auf die Einlagerung von Lipiden exprimieren Endothelzellen Adhédsionsmolekiile,
welche die Leukodiapedese von Monozyten und T-Zellen in die GefaBwand fordern. So ist die
endotheliale Adhdsion von Monozyten mit nachfolgender Migration in den subendothelialen
Raum ein zentraler Vorgang in der Entwicklung von frithen atherosklerotischen Lisionen
(,,fatty streaks®).

»Fatty streaks® sind mikroskopisch sichtbare, gelbliche Auflagerungen von lipidhaltigen
Makrophagen und T-Lymphozyten in der innersten Schicht der Intima (101).

Im subendothelialen Raum transformieren diese Zellen zu Makrophagen und entwickeln sich
schlieBlich durch unkontrollierte Aufnahme von oxidiertem LDL iiber den Scavenger-Rezeptor
zu den typischen Schaumzellen.

Ebenso induziert eine Verdnderung der Scherkraft an bestimmten Pridilektionsstellen des
Koronarsystems (laminare versus turbulente Stromung) die gesteigerte Expression von Genen,
die die Produktion von Adhésionsmolekiilen und Zytokinen regulieren.

Der Einwanderungsprozess der Leukozyten in den subendothelialen Raum wird vornehmlich
tiber das Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) gesteuert. Seine Bedeutung im
Rahmen der Atherosklerose wurde in mehreren Studien bestitigt. MCP-1 gehort zur CC-
Familie der Chemokine und wurde beim Menschen und beim Kaninchen in

makophagenreichen Anteilen atherosklerotischer Plaques gefunden (161). Bei Patienten mit

11



ausgepriagtem  kardiovaskuldrem  Risikoprofil oder klinisch evidenter koronarer
Herzerkrankung konnten erhohte MCP-1 Serumspiegel nachgewiesen werden (94).

Im Tierexperiment konnte gezeigt werden, dass in genetisch verdnderten Méusen, denen der
Rezeptor fir MCP-1 (CCR-2) fehlte, die Bildung atherosklerotischer Lédsionen vermindert war
(15). Ein Antikorper gegen MCP-1 verhinderte die Einwanderung von Monozyten durch das
Endothel in die Intima. MCP-1 verfiigt tiber sehr wirkungsvolle Anziehungskrifte auf
Monozyten, in vitro wird es von aktiverten Endothelzellen und von vaskulédren, glatten
Muskelzellen sezerniert (127). Die Freisetzung von MCP-1 scheint durch Mitglieder der
Familie des Tumor-Nekrosefaktors induziert zu sein (73). Es gibt Anzeichen dafiir, dass nicht
nur die Aktivierung durch Zytokine, sondern auch die Interaktion von aktivierten
Thrombozyten mit endothelialen Zellen oder Monozyten die Sekretion von MCP-1 induzieren
kann (43).

Monozyten wandern in die Intima ein, einem Konzentrationsunterschied von MCP-1
folgend, der durch die Aktivierung von endothelialen Zellen und Monozyten entsteht.
Sobald die Intima erreicht ist, wird die Wirkung verstérkt, indem jeder einzelne Monozyt
eigenes MCP-1 synthetisiert und sezerniert (128). MCP-1 ist auch fiir wichtige Schritte der
Angiogenese verantwortlich und fordert unter anderem die Proliferation und Migration von
Endothelzellen, sowie die Bildung von Gefaltubuli.

Als zentraler inflammatorischer Mediator wird das aus aktivierten Lymphozyten
freigesetzte Molekiil Interferon-y diskutiert (87). Interferon-y kann die Expression von
Adhisionsmolekiilen regulieren und proinflammatorische Zytokine wie Tumor-Nekrose-
Faktor-o (TNF-o) und Interleukin-13 (IL-1P) induzieren, die ihrerseits Monozyten,
Lymphozyten und Makrophagen aktivieren und somit den subendothelialen
inflammatorischen Prozef} unterhalten.

Der Tumor Nekrose Faktor ist ein pleiotropes Zytokin, das an der Vermittlung verschiedenster
zelluldrer Antworten beteiligt ist, wie an der nicht-adaptiven Immunantwort und an
Entziindungsreaktionen. Die Mehrzahl biologischer Antworten wird durch die Bindung von
TNF an den TNF-Rezeptor Typ 1 (TNR-R1) vermittelt. Es sind zwei bioaktive Formen von
TNF bekannt, die membranstéindige Form des TNF-Molekiils und eine 16sliche Form dieses
Zytokins, die durch proteolytische Abspaltung der membranstindigen Form entstehen kann.
Ein TNF-Signal resultiert entweder iiberwiegend in der Geninduktion/Expression von
proinflammatorischen Zytokinen, oder in der Induktion von Apoptose. Im Hypothalamus
stimuliert TNF die Freisetzung des Corticotropin-Releasing-Hormons (CRH), in der Leber die

Freisetzung des C-reaktiven Proteins (CRP). TNF-produzierende Zellen exprimieren oft auch
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TNF-Rezeptoren, inwieweit jedoch membranstindiges TNF an diesen autokrinen
Signalschleifen beteiligt ist, ist bisher unklar.

Die Priasenz von Entziindungszellen und Schaumzellen innerhalb der Intima ist zunichst noch
reversibel und hat keine klinischen Folgen, jedoch kann es zu einer Progression der
atherosklerotischen Plaque und zur Entwicklung einer fibrosen oder komplizierten Plaque
kommen.

Die Plaque besteht aus einer Deckplatte (Fibrous Cap), die fibroses Bindegewebe und glatte
Muskelzellen beinhaltet. Die glatten Muskelzellen der Deckplatte produzieren
Wachstumshormone, die ihre Proliferationsrate erhéhen. Ebenso produzieren sie auch
Matrixproteine wie Kollagen und Elastin. So triagt die Deckplatte, die den hoch thrombogenen,
lipid- und entziindungszellreichen Kern der Plaque vom Blutstrom trennt, zur Stabilitdt der

atherosklerotischen Lasion bei (160).

1.4.2 Plaguedestabilisierung und Plaqueruptur

Durch das Wachstum der fibrosen Plaque kommt es zur Ausweitung der GefdBwand. Sobald
die Elastizitdt nicht mehr ausreicht, kommt es zur Lumeneinengung des Gefidlles (48). Diese
Mechanismen, die eine {liber lange Zeit stabile arteriosklerotische Plaque in eine ruptur-
gefdhrdete Plaque verwandeln, sind von groBer klinischer Bedeutung. Die vulnerable Plaque ist
schlieBlich durch einen groBen Lipidkern, eine diinne Deckplatte und eine Vielzahl
inflammatorischer Zellen gekennzeichnet.

Da der Atherominhalt starke thrombogene Potenz besitzt, kommt es im Fall einer
Deckplattenruptur oder —erosion zu einem direkten Kontakt des Blutstroms mit den unter der
Faserkappe liegenden stark prokoagulatorischen Faktoren wie Kollagen, von-Willebrand-
Faktor (vWF) und Gewebsthromboplastin. Es kommt zu einer Thrombozytenaktivierung, zu
einer Aktivierung der Gerinnungskaskade mit konsekutiver Thrombose und dem Auftreten
eines akuten Koronarsyndroms (86).

Die Adhédsion der Blutplittchen an exponierte Matrix wird als initialer Schritt der
Thrombusformation angesehen. Blutplittchen adhérieren an den von-Willebrand-Faktor und
an Kollagen liber membranire Adhésionsrezeptoren (Glykoprotein Ib/IX/V bzw. Glykoprotein
VI). Nach der Thrombozytenadhidsion kommt es zur Thrombozytenaktivierung und zur
Transformation des Fibrinogenrezeptors und des Kollagenrezeptors (Integrinrezeptoren), die
die feste Bindung zu den entprechenden Komponenten der extrazelluldren Matrix (EZM)

vermitteln (70). Der Fibrinogenrezeptor und der Kollagenrezeptor haben unterschiedliche
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(patho-) physiologische Bedeutung. Der Kollagenrezeptor wird auf ruhenden Thrombozyten
exprimiert. Die Bindung an Kollagen aktiviert den Thrombozyten, was eine
Konformationsdnderung und Aktivierung des Fibrinogenrezeptors auslost. Der so aktivierte
Fibrinogenrezeptor kann nun an plasmatisches Fibrinogen binden. Da ein Fibrinogenmolekiil
an zwei Fibrinogenrezeptoren unterschiedlicher Thrombozyten binden kann, kommt es zur
Aggregation. Der Fibrinogenrezeptor bindet auch an subendotheliales Fibronectin so, dass ein
Aggregat aktivierter Thrombozyten direkt mit der subendothelialen Matrix eine feste
Verbindung eingehen und weiter Thrombozyten an die Endothelldsion rekrutieren kann.
Normalerweise verhindert ein intaktes, nichtaktiviertes Endothel die Thrombozytenadhésion an
Bestandteile der extrazelluldren Matrix. Wiahrend ein intaktes Endothel die Reaktivitit der
Thrombozyten iiber inhibitorische, modulierende Mechanismen kontrolliert, wobei die
Cyclooxygenase-2 (COX-2), Prostacyclin (PGI2) und das Prostaglandinsystem beteiligt sind,
entwickelt entziindliches Endothel adhisionsvermittelnde Eigenschaften.

Neben den physikalischen Kriften, die durch die Stromungsgeschwindigkeit des Blutes, den
Gefafldurchmesser und die Elastizitit der Gefdlwand bestimmt werden (69) zéhlen wu.a. die
Sezernierung von Matrix-Metalloproteinasen durch Makrophagen (13, 147) und das
Einwachsen neuer Kapillaren (Angioneogenese) in das Plaque zu den destabilisierenden
Mechanismen (28, 84).

Eine groBe Bedeutung kommt der Aktivitit der Entziindungszellen im arteriosklerotischen
Plaque zu. An besonders ruptur-gefidhrdeten Stellen einer Plaques finden sich viele, teils
aktivierte Entziindungszellen, wie Makrophagen, T-Lymphozyten und Mastzellen (54, 97,
153).

Wir wissen heute, dass Thrombozyten neben ihrer Rolle bei der H&mostase und
Thromboseentstehung eine Vielzahl verschiedener inflammatorischer Reaktionen regulieren
und eine Schliisselrolle in der Atherothrombose einnehmen. Da atherothrombotische
Erkrankungen die Hauptursache der Morbiditdt und Sterblichkeit in den hochentwickelten
Industrienationen darstellen, stellt das Verstindnis der Rolle der Thrombozyten bei der
vaskuldren Inflammation und Atherosklerose eine wichtige Herausforderung dar. Die weitere
Aufkldrung der spezifischen Mechanismen der Pldttchenadhédsion an das Endothel konnte zur
Entwicklung neuer therapeutischer Strategien fiihren.

Der 16sliche CD 40-Ligand (sCD40L) hat sich als ein Marker herausgestellt, der die komplexe
Interaktion zwischen Inflammation und Thrombozytenaktivierung widerspiegelt. Die
Plaqueruptur fiihrt zur Aktivierung von Thrombozyten und gesteigerter Expression und

Freisetzung von oberflichenstdndigem CD 40-Ligand. Dieser aktiviert CD40- Rezeptoren auf
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Endothelzellen, Monozyten und T-Zellen und fithrt {iber die Induktion von
Matrixmetalloproteinasen, ,tissue factor* wund proinflammatorischer Zytokine zum

Voranschreiten der Plaqueinstabilitit.

1.4.3 Myokardiale und systemische Inflammation

Von der Entziindungsreaktion im Rahmen der Plaqueentstehung, ist somit die
inflammatorische Reaktion abzugrenzen, die einem akuten Myokardinfarkt folgt.

Eines der wichtigsten Ziele in der modernen Kardiologie ist, Therapiemdglichkeiten zu
entwickeln, um die Nekrose des Myokards nach einem Infarkt zu minimieren und die
korpereigenen Reparaturmechanismen zu optimieren.

Eine Voraussetzung hierzu ist die Analyse der zelluliren und molekularen Mechanismen,
welche die inflammatorische Reaktion nach Myokardischdmie und Reperfusion regulieren.
Durch die myokardiale Ischdmie kommt es zur Freisetzung der Nekrosemarker Creatinkinase,
des MB-Isoenzyms und des kardialen Troponin T und I, die in der klinischen Routine etablierte
Marker fiir eine Risikoevaluation darstellen und entscheidend fiir die Therapiestrategie sind.
Die myokardiale Nekrose induziert eine Komplementaktivierung und die Bildung von freien
Radikalen, was schlieBlich eine Kaskade an Zytokinen aktiviert. Makrophagen, Monozyten,
Lymphozyten und Mastzellen sezernieren Tumornekrosefaktor-o,, einen zu den Zytokinen
zdhlenden Signalstoff, der EinfluB nimmt auf die Entziindungsreaktion und als Initialfaktor
anzusehen ist.

Falls es zur Reperfusion eines Infarktareals kommt, zieht diese eine ausgedehnte
Entziindungsreaktion nach sich. Die Synthese von Interleukin 8 (IL8) und die Aktivierung des
Komplementfaktors C5a spielen eine bedeutende Rolle in der Anlockung von Neutrophilen
Granulozyten im ischdmischen, reperfundierten Myokard.

Interleukin-8 ist ein Chemokin der CXC-Familie und wird u.a. durch Epithelzellen,
Endothelzellen, Monozyten und Fibroblasten produziert. Die wesentliche biologische Wirkung
von IL-8 auf Granulozyten beinhaltet die Forderung der Chemotaxis, die Stimulation der
Expression von Adhdsionsmolekiilen und die Aktivierung mit Freisetzung von
Sauerstoffradikalen und Granula. IL-8 ist ein bedeutender Regulator der Neutrophilen
Einwanderung und der Aktivierung inflammatorischer Prozesse, {iibt jedoch auch
proangiogenetische Wirkungen aus und konnte bei der Wundheilung eine bedeutende Rolle
spielen (119). Es konnte gezeigt werden, dass IL-8 die Mobilisierung von Stammzellen

induziert, was eine Aktivierung von MMP-9 beinhaltet (117). In experimentellen
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Infarktmodellen kam es dabei zur Hochregulation von IL-8 in inflammatorischen Zellen im
Infarktrandgebiet und in mikrovaskuldren Endothelzellen. In Studien konnte gezeigt werden,
dass bei einem akuten Myokardinfarkt der IL-8 Spiegel mit zirkulierenden Vorlduferzellen
assoziiert ist. Zusétzlich zum proangiogenetischen Potential von IL-8 und VEGF, konnte dieser
Mechanismus zur Bildung von neuen Gefdlen beitragen und dadurch die myokardiale
Funktion verbessern (140).

Erhohte CRP-Spiegel treten hédufig im Rahmen eines Akuten Koronarsyndroms auf und
wurden als pridiktiver Wert fiir weitere kardiovaskulire Ereignisse identifiziert (151). Uber
zwanzig grof} angelegte Studien zeigen, dass der inflammatorische Biomarker high-sensitivity
C-reaktives Protein ein unabhéngiger Pradiktor fiir zukiinftige kardiovaskuldre Ereignisse ist,
der zusitzlich das Risiko der Inzidenz einer arteriellen Hypertonie und Diabetes hervorsagt
(121). Die Aktivierung endothelialer Zellen und Leukozyten innerhalb der Mikrozirkulation im
Bereich der rupturierten Plaque oder der myokardialen Nekrose konnte zu dieser systemischen
Entziindung beitragen.

Bei post-mortem-Untersuchungen der Koronararterien von an akutem Myokardinfarkt
verstorbenen Patienten, fand sich eine diffuse T-Zell-Aktivierung sowohl in betroffenen, wie
auch in nicht betroffenen Gefdllen (143). Von dieser diffusen T-Zell-Aktivierung scheinen
nicht nur die Koronararterien, sondern auch das nicht in das Infarktgeschehen einbezogene,
vermeintlich ,,gesunde* Myokard betroffen zu sein (1).

Die Aktivierung von Entziindungsvorgingen im ACS ist somit nicht ausschlieflich auf das
Kornargefaf3system und das ischdmische Myokard beschrinkt, sondern beinhaltet auch die
Stimulation zirkulierender Monozyten und die folgende Induktion von Akute-Phase Proteinen
(19). Da die Aktivierung von Monozyten zumindest teilweise von Interferon abhdngig ist,
konnte die Aktivierung von T-Lymphozyten und die adaptive Immunantwort zu den
inflammatorischen Verdnderungen beim Akuten Koronarsyndrom beitragen (107).

Monozyten tragen als Bestandteil des angeborenen Immunsystems direkt zur
Atherosklerosebildung bei, wohingegen T-Zellen als Teil des erworbenen Immunsystems das
Voranschreiten und die Aktivitit der atherosklerotischen Plaque beeinflussen (9). Beim Akuten
Koronarsyndrom ist in den verantwortlichen Lisionen der prozentuale Anteil von aktivierten
T-Zellen signifikant erhoht und es konnte gezeigt werden, dass Proben aus Atherektomie-
Material von Patienten mit instabiler Angina, jedoch nicht mit stabiler Angina eine
Proliferation von Lymphozyten induzieren, was vermuten 148t, dass Antigenstimuli im Bereich

der verantwortlichen Lésion liegen konnten (22).
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Studien fiihrten zu der Annahme, dass der Ubergang einer stabilen zu einer instabilen Plaque
T-Zell gesteuert ist und eine immunologische Aktivierung beinhaltet. Unterstiitzt wird diese
Hypothese zudem durch die Korrelation von interferonproduzierenden, zirkulierenden
CD4+CD28 T-Zellen und der Monozytenaktivierung (89). Aus dem Blut stammende
CD4+CD28 T-Zellen konnten die koronare Plaque infiltrieren und eine Inflammation als
Antwort auf lokal exprimierte Antigene induzieren.

Chemokine und Zytokine sind wichtige Faktoren fiir die Anlockung und Aktivierung von
Leukozyten und konnten dadurch zur Plaqueinstabilitit beitragen. Entsprechende
Chemokinrezeptoren werden unterschiedlich auf T-Zellen exprimiert, abhidngig von ihren
Antigenpriagungen und ihrem Polarisierungstyp. CXCR3 wird auf den meisten peripheren
Gedichtniszellen exprimiert, auf Th1 Zellen stirker, als auf Th2 Zellen, wohingegen CCR3 mit
Th2 Zellen assoziiert ist (134). Das charakteristische Th1l Zytokin Interferon-gamma (IFN-y)
inhbiert Th2 Antworten. Interleukin 6 (IL-6) und Interleukin 10 (IL-10) blockieren die Thl
abhingige Zytokinfreisetzung und Proliferation, wohingegen Interleukin 1B (IL-1P),
Interleukin 12 (IL-12), p 70 und RANTES die Th1 Antwort verstdrken (145).

Da die spezifische Lymphozytenaktivierung und zirkulierende Zytokine zur Plaqueinstabilitét
und zum myokardialen Remodeling beitragen konnten, wurden diese nun in Studien mit
Patienten mit akutem Myokardinfarkt, instabiler und stabiler Angina untersucht.

Bei Patienten mit instabiler Angina kommt es zu einer spezifischen Lymphozytenaktivierung
im Sinne einer Thl Polarisierung. Dies konnte durch eine verstirkte IFN-y, IL-12, p70 und
RANTES Freisetzung der T-Lymphozyten, erhdhte Spiegel an Thl induzierenden Zytokinen
und einer verminderten Expression von CCR3 nachgewiesen werden was eine Suppression von
Th2 widerspiegelt (9). Bei Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt dominiert eine
systemische Inflammation mit verstarkter Expression der frithen Aktivierungsmarker CD 69
auf Lymphozyten. Dies war auch mit erhohten Spiegeln der Zytokine IL-6 und IL-10
verbunden, welche die Th1 Aktivierung unterdriicken (9).

Unter Stimulation mit einem Antigen differenzieren sich CD4+ T-Zellen in Thl und Th2
Subtypen, die sich durch die Freisetzung bestimmter Zytokine auszeichnen. Thl Zellen
sezernieren IFN- y und induzieren die Aktivierung von Makrophagen. Th2 Zellen sezernieren
IL-4, IL-6, IL-10 und inhibieren die Thl Antwort, indem sie die lokale Inflammation herunter
regulieren (135). Die T-Zell Polarisierung wird hauptsdchlich durch Wirkung von Zytokinen
nach Antigenprasentation bestimmt. Obwohl bei instabiler Angina und akutem Myokardinfarkt
dhnliche proinflammatorische = Verdnderungen beobachtet wurden (113), konnten

unterschiedliche Zytokinprofile identifiziert werden. Bei instabiler Angina  sind Thl
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induzierende Zytokine wie IL-1, IL-12, p70 und RANTES erhoht, wohingegen die anti-Thl-
Zytokine IL-6 und IL-10 bei akutem Myokardinfarkt dominieren (19).

Es ist bekannt, dass eine myokardiale Nekrose und folgende Reperfusion mit einer
kaskadenartigen Aktivierung von Zytokinen einhergeht (134). Erhohte IL-6 und IL-10
Plasmaspiegel bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt konnten daher als Teil einer
systemischen Inflammation angesehen werden. Nachdem IL-12, p70, IL-1 und RANTES nicht
im infarzierten Myokard nachgewiesen werden konnten, konnte die Zytokinfreisetzung im
Rahmen einer instabilen Angina durch eine immunologische Aktivierung durch
antigenprasentierende Zellen verursacht sein. Passend zu dem Zytokinmuster bei Patienten mit
instabiler Angina wurde eine verstirkte IFN-y Sekretion von aktivierten T-Zellen und eine
erhohte Anzahl von CD4+CD28 Zellen gefunden, einer Subgruppe von T-Zellen, die grof3e
Mengen an IFN-y freisetzen und ein hohes proinflammatorisches und gewebezerstorendes
Potential besitzen.

Wenn die systemische T-Zellansammlung und das Zytokinmuster eine lokale Inflammation im
KoronargefaB3system widerspiegeln, konnte die Assoziation von erhohter Thl Zellzahl bei der
instabilen Angina, nicht aber beim akuten Myokardinfarkt oder stabiler Angina mit einem
Ubergang einer stabilen Plaque in eine instabile Plaque verbunden sein (9).

Des weiteren konnte bei isolierten CD4+CD28 Zellen aus instabilen Plaques eine Zytotoxitét
gegenliber vaskuldren Zellen beobachtet werden (105). Aktivierte T-Zellen konnten in
atherosklerotische Lisionen einwandern und gewebezerstérende immunologische Prozesse
einleiten, wie die IFN-y vermittelte Aktivierung von Makrophagen und Zytolyse glatter
Muskelzellen oder Endothelzellen, was schlieBlich zur Progression und Plaqueinstabilitit fiihrt.
Fremde Antigene wie Chlamydia pneumoniae oder Zytomegalievirus und Autoantigene wie
oxidiertes LDL und Hitzeschockprotein (HSP 60) werden als potentielle Antigenstimuli
vermutet (55).

Seit kurzem wissen wir, dass die Stresshormone Glukokortikoide und Katecholamine die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-12 und IFN-y inhibieren und die
Produktion antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10, IL-4 und Transforming growth factor-
beta (TGF-B) stimulieren. Besonders beim akuten Myokardinfarkt kommt der exzessiven
Aktivierung der Stresshormone eine bedeutende Rolle zu, indem ein negatives Feedback
erzeugt wird, das den Organismus vor einer liberschieBenden Anzahl an inflammatorischen
Zytokinen und anderer gewebezerstorender Produkte aktivierter Makrophagen schiitzt (31).

Dies konnte eine erhdhte Anzahl CD69+ T-Zellen mit reduzierter Interferon-y Produktion im
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akuten Myokardinfarkt erkldren. Steroide und Katecholamine mobilisieren T-Zellen,

reduzieren jedoch ihre inflammatorische Aktivitét (9).

Inzwischen konnten auch antiinflammatorische Marker identifiziert werden, die von grofer
Bedeutung sind. CXCL10 wurde urspriinglich als CSIF (Cytokine synthesis inhibitory factor)
beschrieben und ist in erster Linie ein Produkt aktivierter Th2-Zellen und endotoxin-
stimulierter Makrophagen (98). Seine Wirkung entfaltet das Zytokin iiber Bindung an den
CXCR3 Rezeptor. Es inhibiert den nukledren Faktor-(NF-)xB, den zentralen
Transkriptionsfaktor in der Entziindungskaskade und supprimiert die Zytokinproduktion in
Monozyten.

CXCL10 inhibiert die Produktion von IL-1a, IL-1B, TNF-a, 11-6 und IL-8 durch aktivierte
Makrophagen und unterdriickt damit die inflammatorische Reaktion z.B. nach Myokardinfarkt.
CXCLI10 konnte auch eine bedeutende Rolle in der Bildung von extrazelluldrer Matrix spielen,
indem es die Expression von Metalloproteinasen und ihren Inhibitoren steuert (81). Auf die
Angiogenese wirkt CXCL10 hemmend.

Auch CXCL9 =zihlt neben CXCL10 und CXCL11 zu den Angiogenese hemmenden
Chemokinen, die durch Interferon-a,-B und -y hochreguliert werden. Alle drei Chemokine
entfalten ihre Wirkung iiber den Rezeptor CXCR3, der vorwiegend auf aktivierten T-Zellen
exprimiert wird. CXCL 9 und CXCL 10 wirken inhibierend auf Neovaskularisation,

hdmatopoetische Stammzellen und Tumorwachstum.

Fir die Entwicklung eines ACS spielen somit auch entziindliche Prozesse im Blut eine
bedeutende Rolle. Es handelt sich hierbei um die simultane Aktivierung entziindlicher und
prothrombotischer Signaltransduktionskaskaden im peripheren Blut von Patienten mit ACS.
Durch die Nekrose von Myozyten kommt es im Rahmen einer Akut-Phase-Reaktion zur
Freisetzung inflammatorischer Mediatoren wie IL-103, IL-6 und TNF-a, worauf die Leber mit
einer gesteigerten CRP-Bildung reagiert. Durch die myokardiale Inflammation als Reaktion auf
eine Ischamie und Nekrose folgt nun eine systemische Inflammation.

Dabei kommt der Reperfusion eine wichtige Rolle zu. Trotz rechtzeitiger Wiederherstellung
der Sauerstoffzufuhr kommt es zu einer Zunahme des Gewebeschadens. Durch den Mangel an
Sauerstoff verliert die Zelle ihre Fihigkeit Adenosintriphosphat (ATP) zu synthetisieren und
kann schlieBlich das Gleichgewicht zwischen intra- und extrazellulirem Raum nicht mehr
aufrecht erhalten. Es kommt zu einem Verlust von wichtigen Ionen und Enzymen in den

Extrazelluldarraum ("cellular leakage"), wéhrend andererseits Calcium, Ionen und freies Wasser
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in die Zelle stromen und so zur Schwellung der Zelle fiihren. Wihrend der Ischdmie kommt es
auBBerdem zur Bildung von hochreaktiven freien Sauerstoffradikalen (156). Wird das
verschlossene Koronargefall rekanalisiert, kommt es durch den Blutfluss zu einem Auswaschen
wichtiger Enzyme, durch den gestorten Calciumstoffwechsel zu einem Verlust der
Kontraktilitat des Myokards und moglicherweise zu lebensgefihrlichen
Herzrhythmusstorungen. Die schwer geschadigten Zellen sind nicht in der Lage den jetzt
wieder vorhandenen Sauerstoff zu verarbeiten, wodurch zusétzlich freie Sauerstoffradikale
entstehen. Dies setzt durch Komplementaktivierung und Zytokine eine Entziindungskaskade in
Gang, wodurch es zu einer Aktivierung von Leukozyten, zur Infiltration des Gewebes u.a.
durch Neutrophile, zu einem Odem des betroffenen Gewebes, zu Schiden an den kleinen
Blutgefden und zu einer Verstopfung der Mikrozirkulation durch Thrombozyten und
Leukozyten ("microvascular plugging") kommt. Das Gewebe profitiert trotz Rekanalisation der
Koronararterie nicht von der Sauerstoffzufuhr, was als ,,Low" bzw. "No Reflow*-Phinomen
bezeichnet wird (40). Ein solches Szenario ist bei etwa einem Drittel der primir mit PTCA
behandelten Patienten mit akutem Myokardinfarkt zu beobachten. Die Infiltration der
Neutrophilen in das Myokard wird dabei durch Adhdsionsmolekiile vermittelt. Wesentlich ist
dabei die Interaktion von CD11b mit ICAM-1 (162).

Um Patienten mit einem erhohten Risiko flir kardiovaskuldre Ereignisse bzw. einen schlechten
Verlauf bei eingetretenem Ereignis zu identifizieren und einer geeigneten Therapie zuzufiihren
ergibt sich die Notwendigkeit zur Etablierung zusitzlicher inflammatorischer Biomarker. Es
finden sich lediglich bei 22-50% der Patienten mit einem ACS erhdhte Konzentrationen von
Troponin im Serum (6). Dariiber hinaus haben troponinnegative Patienten immer noch ein
Risiko von 8,4% fiir Tod oder nicht tddlichen Myokardinfarkt innerhalb von 6 Monaten nach
ACS (149). Erhohte CRP-Konzentrationen stellen bei Patienten mit troponinnegativem ACS
einen additiven Risikofaktor dar und identifizieren Patienten mit einer schlechten Kurz- und
Langzeitprognose (88). Bei Patienten mit ACS, welche einer friithen Revaskularisierung
zugefithrt werden, ist CRP ebenfalls pradiktiv fiir die langfristige Mortalitdt (104). Da die
Nekrose von Myozyten an sich eine Akute Phase-Reaktion der Leber mit gesteigerter CRP-
Bildung bewirkt, weisen Patienten mit positivem Troponin signifikant hdhere CRP-
Konzentrationen auf als solche mit negativem Troponin (56). Inwieweit diese gesteigerte CRP-
Freisetzung zur Aggravierung des Krankheitsverlaufes beitragt, ist derzeit unklar. Die Analyse

der GUSTO-IV-ACS Studiendaten weiflt darauf hin, dass die besondere Bedeutung von CRP
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insbesondere in der langfristigen Prognoseabschitzung (>1 Jahr) von Patienten mit ACS zum
Tragen kommt (68).

Weitere Untersuchungen zeigten einen engen Zusammenhang zwischen ACS, erhohten CRP-
Spiegeln sowie einer eingeschrinkten endothelabhingigen GefdBregulation, die als solches
auch ein unabhingiger Pradiktor fiir zukiinftige kardiovaskuldre Ereignisse ist (36).

Aufgrund des engen pathophysiologischen Zusammenhangs von Inflammation und
Atherosklerose liegt es nahe, Marker der Entziindung zur Diagnostik und Risikoabschdtzung

bei Patienten mit verschiedenen Stadien der KHK einzusetzen.

1.5 Zytokine und ihre Funktion

Zytokine vermitteln die Kommunikation zwischen Zellen des Immunsystems und den
restlichen Organen des menschlichen Kdérpers (141) und sind fiir eine normale Entwicklung
und die Aktivierung des Immunsystems essentiell. Zytokine sind an der Ontogenese,
Gewebereparatur, Immunabwehr, Entziindungsreaktion, Kontraktilitit in Herz und Gefal3en,
Aufrechterhaltung der Korperprozesse und des Zellsterbens beteiligt.

Dysregulierte Zytokine konnen Ursache von Immunerkrankungen sein. Diese Erkenntnis
fiihrte zu der Hypothese, dass eine gezielte Manipulation des Zytokinnetzwerkes eine gezielte
Manipulation des Immunsystems erlauben konnte. Grundsitzlich sind hier zwei gegensétzliche
Ansitze denkbar, die Substitution von fehlenden Zytokinen mithilfe von rekombinanten
Proteinen und die Hemmung von Zytokinen. Erste therapeutische Ansdtze wurden mit
rekombinant hergestellten, aber unverdnderten Zytokinen durchgefiihrt. Das Zytokin IL-2 wird
in der Tumortherapie eingesetzt (67), der Granulozyten-stimulierende Faktor (G-CSF) wird zur
Stammzellmobilisierung verwendet und rekombinantes Erythropoetin (EPO) wird zur
Steigerung der Bildung der roten Blutkérperchen eingesetzt. Die Funktion der Zytokine wird
durch die Interaktion mit dem entsprechenden Rezeptor, den darauf folgenden Signalweg und
die anschlieBende Genaktivierung definiert.

Wie wir heute wissen, kommt den Indikatoren einer systemischen Entziindungsreaktion
(Akutphase-Proteine, C-reaktives Protein (CRP), Zytokine, Blutsenkungsgeschwindigkeit
(BSG)) bei der koronaren Herzerkrankung (KHK) eine prognostische Aussagekraft zu.
Proinflammatorisch wirksame Zytokine sind zentrale Mediatoren der natiirlichen
Immunabwehr und werden bei einer Reihe von kardialen Erkrankungen erhoht im Blut
gefunden. Bei plotzlich auftretenden Prozessen wie dem akuten Koronarsyndrom mit

Herzinfarkt und instabiler Angina pectoris, der septischen Kardiomyopathie, wurden ebenso
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wie in chronischen Situationen wie der stabilen Angina pectoris und der Herzinsuffizienz
erhohte Konzentrationen von inflammatorischen Markern gemessen (14, 122, 123).

Hierbei muB3 zwischen Ursache und Wirkung von erhohten inflammatorischen Markern
differenziert werden. Von der Entziindungsreaktion im Rahmen der Plaqueentstehung ist die
inflammatorische Reaktion abzugrenzen, die einem akuten Myokardinfarkt folgt. In beiden
Situationen sind inflammatorische Marker erhoht und konnen zum einen die Entziindung
unterhalten, aber auch positive Wirkungen ausiiben indem Heilungsprozesse induziert werden,
im Sinne von Narbenbildung und Angiogenese.

Man unterscheidet vier Hauptgruppen von Zytokinen: Interferone (IFN), Interleukine (IL),
Tumornekrosefaktor und Kolonie-stimulierende Faktoren.

Interferone werden in Typ I-Interferone (IFN-a, IFN-, IFN-1, IFN-®) und Typ II-Interferone
(IFN-vy) unterteilt. Fiir [IFN-a sind zahlreiche Subtypen bekannt. Typ I-Interferone werden als
antivirale Zytokine und Typ II-Interferone als immunmodulatorische Zytokine mit antiviraler
Aktivitdit angesehen. Neben der antiviralen Aktivitdt, die u.a. durch die Aktivierung von
natiirlichen Killerzellen zustande kommt , wird den Interferonen eine antiproliferative Aktivitét
zugeschrieben. Interferon-y kann Makrophagen aktivieren und wurde frither auch als
»,macrophage activating factor (MAF) bezeichnet. Dariiber hinaus konnen alle Interferone
Molekiile der MHC-Klasse I (,,major histocompability class 1) induzieren. IFN-y induziert die
Exprimierung der MHC-Klasse II und kann die Antigenprédsentation beeinflussen.

Interleukine werden als Mediatoren angesehen, die in erster Linie Funktionen im Immunsystem
und zwischen Leukozyten vermitteln. Heute sind 23 verschiedene Interleukine bekannt. IL-18
ist ein von Monozyten hergestelltes Zytokin, das zur IL-1 Familie gehort und in
Zusammenarbeit mit IL-12 die IFN-y Produktion stimuliert. Die Funktionen der Interleukine
reichen tliber de Stimulierung der Produktion weiterer Zytokine, zahlreicher anderer Mediatoren
oder der Proliferation, bis hin zur Exprimierung von Membranenzymen (124).

Die Kolonie-stimulierenden Faktoren (CSF) wurden urspriinglich als Faktoren angesehen, die
in der Hamatopoese die Differenzierung und Proliferation von Vorlduferzellen regulieren. Zu
dieser Gruppe gehort der Granulozyten-stimulierende Faktor (G-CSF), der Makrophagen-
stimulierende Faktor (M-CSF) und der Granulozyten/Makrophagen-stimulierende Faktor
(GM-CSF), der die antimikrobielle Aktivitdt von Neutrophilen und die Zytokinproduktion von

Monozyten stimuliert.
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151 Tumornekrosefaktor

Neben dem Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) gehort auch der TNF-B, auch als
Lymphotoxin-as bezeichnet zu dieser Zytokinfamilie. Mittlerweile werden eine Reihe weiterer
Mediatoren (CD30L, CD40L, CD95L, TRAIL (TNF receptor-associated factors) oder NGF
(nerve growth factor)) dieser Familie zugeordnet. Die Aktivititen dieser Zytokine sind weit
gespannt, sie reichen von der Immunregulation (z.B. TNF-a, CD40L), iiber die Regulierung der
Lymphknotenentwicklung (Lymphotoxin-a,/B,), bis hin zur Antitumorwirkung (TNF-a) oder
Apoptose-Auslosung (z. B. TNF-a, TRAIL).

Die potentielle Bedeutung des TNF bei kardialen Erkrankungen und insbesondere bei der
chronischen Herzinsuffizienz geht daraus hervor, dass bestimmte pathophysiologische
Phinomene der chronischen Herzinsuffizienz durch TNF imitiert werden kénnen. So ist
gesichert, dass der Tumornekrosefakor (TNF) kardiodepressive Wirkungen entfaltet, sowohl
im Tiermodell in vivo, als auch im Experiment in vitro (114). TNF fiihrt nach intravenoser
Gabe im Séaugetierorganismus zu einer Funktionseinschrankung des Herzens. In transgenen
Tiermodellen entwickelten Miuse mit robuster kardialer Uberexpression von TNF eine letale
Myokarditis, wihrend eine moderate Uberexpression das klinische Bild einer dilatativen
Kardiomyopathie ausloste. Diese Befunde belegen, dass TNF nicht nur als Immunzellmediator
mit endokriner Wirkung, sondern auch {iiber para- oder autokrine Mechanismen
kardiodepressiv wirken kann.

Experimentelle Daten weisen darauf hin, dass die kardiodepressiven Effekte von TNF in hohen
Konzentrationen iiber den Stickoxid (NO)-Stoffwechsel vermittelt werden (Induktion der
Kalzium-unabhingigen NO-Synthase (iNOS), konsekutive Aktivierung der Guanylatzyklase
durch NO und damit Erhdhung des cGMP). Unter Anwendung pathophysiologisch relevanter
TNF-Konzentrationen konnte im neonatalen Rattenkardiomyozytenmodell eine NO-
unabhingige Kardiodepression nachgewiesen werden (Suppression des Kalziumstroms (100),
der Phosphatidylinositolbiphosphat-Synthese (92) und der a- und B-Adrenozeptor-stimulierten
Kontraktilititszunahme (99)). Kardiomyozyten sind dariiber hinaus nicht nur Effektorzellen fiir
Zytokine, sondern konnen selbst Zytokine synthetisieren. So kann der TNF die Freisetzung
anderer inflammatorischer Zytokine wie z.B. IL-6 aus Kardiomyozyten stimulieren, welches
synergistisch mit TNF wirken kann (163). Die Wirkung von TNF auf das Herz beschrinkt sich
jedoch nicht allein auf die Kardiodepression, experimentelle Daten belegen ein potentiell
giinstiges antiarrhythmisches und trophisches Potential des TNF am Kardiomyozyten (118)

sowie eine protektive Wirkung bei Ischidmie (80).
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152 Wachstumsfaktoren

Ein Wachstumsfaktor ist eine natiirlich vorkommende, 16sliche Substanz, die das Wachstum
und die Teilung von nicht himatopoetischen Zellen beeinflussen kann, indem sie spezifisch an
bestimmte zelluldre Rezeptoren bindet und dadurch Signale in das Zellinnere iibertragt.
Wachstumsfaktoren wie Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF), Transforming Growth Factor (TGF-B) und Insulin Like Growth Factor (IGF)
spielen eine zentrale Rolle fiir die Regulation der Proliferation und Differenzierung
verschiedener Zelltypen des Bindegewebes wie z.B. Fibroblasten, Endothelzellen, aber auch
fiir die an entziindlichen Prozessen beteiligten Zellen des Immunsystems.

Bisher wurde diesen Wachstumsfaktoren eine zentrale Rolle vor allem in der Pathophysiologie
des Tumorwachstums zugeschrieben. Hier hat insbesondere der Finsatz von
Tyrosinkinaseinhibitoren, die wichtige Signaltransduktionswege der Wachstumsfaktoren
blockieren, zu wesentlichen Fortschritten in einigen Bereichen der Tumortherapie gefiihrt.
Neuere Untersuchungen sprechen flir eine wesentliche Rolle dieser Faktoren auch in der
Pathophysiologie rheumatischer Erkrankungen.

PDGF ist ein peptidischer Wachstumsfaktor der von zahlreichen Zelltypen inklusive
Thrombozyten, Fibroblasten und glatten GefaBmuskelzellen sezerniert wird und als Mitogen
fiir Zellen mesenchymalen Ursprungs fungiert (58). PDGF ist ein dimeres Protein, das aus
jeweils zwei der vier bekannten homologen Ketten (A, B, C, D) besteht, die durch
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind und sowohl Homo- (PDGF-AA, PDGF-BB) als
auch Heterodimere (PDGF-AB) bilden (129). Alle PDGF-Formen werden im
endoplasmatischen Retikulum als inaktive Vorstufen synthetisiert und miissen durch
proteolytische Spaltung in ihre aktive Form iibergefiihrt werden. Expressionsanalysen in
multiplen Geweben zeigten, dass die vier PDGF-Ketten ubiquitér exprimiert sind, jedoch weist
jedes Gen ein spezifisches, z.T. liberlappendes Expressionsmuster auf. Alle PDGF-Isoformen
werden sowohl im Herzen, als auch in der GefiBBwand exprimiert (42). PDGF reguliert die
Proliferation, Migration, Differenzierung und Transformation zahlreicher Zelltypen und ist an
der Regulation der Genexpression und Apoptose sowie der O,-Radikal-Bildung beteiligt
(80,155). Die Ligandenbindung der PDGF-Isoformen fiihrt zur Dimerisierung von 2
Rezeptoruntereinheiten (PDGF-o/-f) mit konsekutiver Erhéhung der intrinsischen
Tyrosinkinaseaktivitit und Autophosphorylierung des Rezeptors. Die unterschiedliche
Aktivierung einzelner Rezeptorsubtypen ist von Bedeutung, da sich die beiden PDGF-

Rezeptortypen sowohl hinsichtlich ihrer Signaltransduktionskaskaden als auch ihrer
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biologischen Eigenschaften unterscheiden. Die Bindung spezifischer
Signaltransduktionsmolekiile an phosphorylierte Tyrosine fithrt zur Aktivierung von
Signaltransduktionskaskaden, welche selektiv PDGF-induzierte zellulire Reaktionen
vermitteln, wie Proteinsynthese, Migration und die Induktion von ,,immediate early genes*
(IEGs) (63).

Seit seiner Identifizierung durch Senger und Ferrara, stellt der vaskuldre endotheliale
Wachstumsfaktor-A (VEGF-A), auch bekannt als vaskuldrer Permeabilititsfaktor (VPF), einen
der meist studierten Regulatoren des vaskuldren Systems dar (34). Inzwischen sind neben
VEGF-A andere Wachstumsfaktoren beschrieben die untereinander eine hohe strukturelle und
funktionelle Homologie aufweisen und als Familie der VEGF-Molekiile mit VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D, VEGF-E und plazentarer Wachstumsfaktor (PLGF) bezeichnet werden (112).
VEGF-A ist ein homodimeres Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 35-45 kDa.
Bisher wurden in humanen Zellen mindestens 6 verschiedene Isoformen identifiziert, die durch
alternatives Spleilen der Vorldufer-mRNA aus einem einzelnen Gen hervorgehen. Ein
wesentlicher biochemischer und letztlich funktioneller Unterschied der Isoformen besteht in
ihrer Bindungseigenschaft an extrazelluldr Matrixmolekiile und ihre unterschiedliche Affinitit
zu den VEGF-Rezeptoren (62). Die Expression von VEGF-A wird sowohl auf Transkriptions-
als auch auf Translationsebene reguliert. Als wichtige Regulationsfaktoren gelten der
Sauerstoffpartialdruck, Wachstumsfaktoren, Hormone, Zytokine, proinflammatorische
Mediatoren (TNF-a, IL-1, IL-6, Prostaglandine) und auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS).
Die Wirkung der VEGF-Proteine wird durch membranstindige Rezeptoren der
Tyrosinkinasefamilie VEGFR ;.53 vermittelt. Zusitzlich findet eine Regulation VEGF-
vermittelter Effekte liber die Korezeptoren Neuropilin.;,., und Heparansulfatproteoglykan statt.
Die Proteine der VEGF-Familie binden mit unterschiedlicher Affinitit an die VEGF-
Rezeptoren. Wiéhrend VEGFR., und VEGFR; im Wesentlichen die Vaskulogenese,
Angiogenese, Rekrutierung hdmatopoietischer Vorlduferzellen und Monozyten regulieren,
steuert VEGFR _; Prozesse der Lymphangiogenese. Die VEGF Rezeptoren werden iiberwiegend
auf proliferierenden Endothelzellen exprimiert, wurden aber auch auf inflammatorischen Zellen
(Neutrophile Granulozyten, Makrophagen, T-Zellen), hdmatopoetischen Vorlduferzellen und
Perizyten nachgewiesen.

Zusitzlich gilt VEGF-A als ein Schliisselmediator in der Regulation der GefiaBBpermeabilitét,
inflammatorischer Prozesse und der Rekrutierung hamatopoetischer und vaskuldrer
Vorlduferzellen. In zahlreichen experimentellen Modellen konnte fiir VEGF-A eine essenzielle

Rolle in physiologischen Prozessen wie der Wundheilung und Reproduktion, aber auch in
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pathologischen Prozessen, insbesondere der Tumorgenese, kardiovaskuldren Erkrankungen,
diabetischer Retinopathie, Erkrankungen der weiblichen Reproduktionsorgane und chronisch-
entzilindlicher Erkrankungen, nachgewiesen werden (59).

Fir das kardiovaskuldre System kann festgehalten werden, dass VEGF-A ein positiver
Regulator der Endothelzellfunktion und der Angiogenese ist durch die Freisetzung von NO
(79) sowie durch die Induktion der Proliferation und Migration von Endothelzellen (158).
Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, dass VEGF-A die Expression zahlreicher Proteine
modulieren kann (eNOS, iNOS, MCP-1, Wachstumsfaktoren) (78), die direkt oder indirekt an
der Regulation der Endothelfunktion und der Angiogenese beteiligt sind. VEGF-A ist weiterhin
ein wichtiger Mediator inflammatorischer Prozesse und vermutlich auch der Arteriogenese, da
es Monozyten chemotaktisch aktivieren kann (24). Monozyten koénnen durch MCP-1 und
VEGF-A chemotaktisch angelockt werden und {iber die Produktion von Wachstumsfaktoren
die Proliferation von Endothelzellen und glatten Muskelzellen induzieren. Diese Effekte
konnen durch eine VEGF-A induzierte Hochregulation der MCP-1-Expression verstarkt
werden (95).

In den letzten Jahren wurden Konzepte entwickelt, die sich mit der moglichen therapeutischen
Anwendung von VEGF-A im kardiovaskuldren Bereich beschéftigen. Zum einen handelt es
sich um ,therapeutische Angiogenese®, dariiber hinaus befindet sich das Konzept der
Pravention der Restenose durch Induktion der Reendothelialisierung mittels VEGF-A in
Erprobung (82).

Neben diesen positiven Funktionen von VEGF-A fiir das Endothel und das GefaBBwachstum
wurde jedoch auch in den letzten Jahren diskutiert, dass VEGF-A eine Rolle bei der
Plaqueangiogenese spielen konnte (110). Die Bildung von Plaques in den Gefiflen kann zur
Induktion von VEGF-A und damit zur Angiogenese fithren, da auf dem Boden von
ateriosklerotischen Plaques hypoxische Areale entstehen kénnen (65). Dies widerum induziert
die Bildung von Kapillaren mit dem Resultat der Destabilisierung der Plaques bis hin zur

Plaqueruptur mit dem nachfolgenden Ergebnis einer akuten Gewebeischdmie.

1.5.3 Chemokine

Als Chemokine bezeichnet man chemotaktisch wirkende Zytokine, die von dendritischen
Zellen und Gewebezellen sezerniert werden. Es handelt sich um relativ kleine Proteine, aus ca.

70-80 Aminosduren, die tiber ein Molekulargewicht von 8-14 kDa verfiigen. Man unterscheidet

vier Familien von Chemokinen: die C-, CC-, CXC- und CX;C-Chemokine, je nach relevanten

26



Zysteinen und Vorhandensein und Anzahl von Aminosduren zwischen den ersten beiden
Zysteinen (90).

Chemokine kénnen Leukozyten anlocken und aktivieren und spielen daher eine wichtige Rolle
bei der Regulation einer gerichteten Leukozytenwanderung bei Entziindungsprozessen.

Um die Rolle der Chemokine bei Entziindungsreaktionen zu verstehen, mu3 man die
Zusammenhdnge der Interaktion von Leukozyten und Endothel genauer betrachten. Im
Rahmen einer Entziindung werden von aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen
Chemokine ausgeschiittet, die von Endothelzellen présentiert, ein Signal fiir ,rolling
leukocytes darstellen (16). Diese ausgeschiitteten Chemokine sind dann im Sinne eines sich
selbstverstirkenden Regelkreises fiir die weitere Sekretion von Chemokinen und fiir die
Hochregulation chemokinpréisentierender Strukturen auf den Endothelzellen verantwortlich.
Das aktiviert chemotaktisch wirkende Protein des Komplementsystems C5a kann in diesem
Prozess auch die vermehrte endotheliale Expression von P-Selektinen induzieren. Zusétzlich
werden auf Leukozyten Chemokin vermittelt Integrine hochreguliert (62). Dies fiihrt zu einer
festen Bindung von Leukozyten an das Endothel und schafft damit die Grundlage fiir ihre
Extravasation. Durch die Fahigkeit der Chemokine {iber Heparansulfat enthaltende
Proteoglykane an die endotheliale Zell-Matrix zu binden, fungieren sie auch als direkte
leukozytire Adhisionsmolekiile an der Oberfliche von Endothelzellen (8).

Durch Chemokine hochregulierte und aktivierte Matrix-Metalloproteinasen sorgen fiir eine
Lyse der Basalmembran, ein Vorgang, der wiederum die Transmigration der Leukozyten
erleichtert (74). Durch all diese Mechanismen wird die Transmigration immunkompetenter
Zellen aus den Kapillaren ins betroffene Gewebe von chemotaktisch wirkenden Zytokinen
ermdglicht und verstérkt.

Chemokine wirken auch auf die Angiogenese ein, dabei sind solche, die das ,,ELR-Motiv*
enthalten (IL-8, CXCLI, CXCLS5) bedeutende Angiogenese fordernde Faktoren und
Chemokine ohne ,,ELR-Motiv* (IP 10, CXCL9, CXCL11) Angiogenese hemmende Faktoren.
Das ,,ELR-Motiv*“ wird durch die Aminosduresequenz Glutamin-Leucin-Arginin vor dem
ersten Zysteinrest bestimmt.

Nach einem akuten Myokardinfarkt wird die Expression von Chemokinen in der
Heilungsphase deutlich hochreguliert. Chemokine steuern die Leukozyteninfiltration und
Aktivitdt und regulieren die Angiogenese und den Abtransport von fibrosem Gewebe. Dabei
nimmt das CC-Chemokin Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) eine bedeutende Rolle
ein. MCP-1 negative Méuse zeigten in Studien eine verminderte Infiltration und Aktivierung

von Makrophagen, eine unterdriickte Zytokinsynthese, eine verspétete Phagozytose
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abgestorbener Kardiomyozyten, eine verminderte Akkumulation von Myofibroblasten und ein
vermindertes ventrikuldres Remodeling nach Myokardinfarkt (108). CXC Chemokine wie
Interleukin 8 werden ebenfalls in der Heilungsphase nach Myokardinfarkt induziert und
konnten die Rekrutierung und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und die Bildung
neuer Gefille beeinflussen. Die Induktion des Angiogenese hemmenden Chemokins CXCL10
hingegen konnte dazu dienen, eine vorzeitige Angiogenese zu verhindern, bevor das verletzte

Myokard von abgetoteten Zellen befreit und eine fibrinreiche Matrix gebildet ist.
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Tabelle 1: CXC-Chemokine und ihre Rezeptoren

Name
CXCL1
CXCL2
CXCL3
CXCL4
CXCL5
CXCL6
CXCL7
CXCL8
CXCL9
CXCL10
CXCLI11
CXCL12
CXCL13
CXCL14
(CXCL15)
CXCL16
XCL1
XCL2
CX3CL1

Ligand (human)

GRO«
GROB
GROy
PF4
ENA-78
GCP-2
NAP-2
IL-8

MIG
IP-10
I-TAC
SDF-1a/p
BCA-1
BRAK
unbekannt
CXCL16
Lymphotactin
SCM-1p

Fractalkine

Ligand (murin)
GRO/MIP-2/KC?
GRO/MIP-2/KC?
GRO/MIP-2/KC?
PF4

GCP-2/LIX?
GCP-2/LIX?
unbekannt
unbekannt

MIG
IP-10/CRG-2
I-TAC
SDF-1/PBSF
BLC

BRAK

Lungkine
CXCL16
Lymphotactin
unbekannt

Neurotactin/ABCD-3
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Chemokinrezeptor
CXCR2>CXCR1
CXCR2

CXCR2
unbekannt
CXCR2

CXCRI1, CXCR2
CXCR2

CXCRI1, CXCR2
CXCR3

CXCR3

CXCR3

CXCR4

CXCRS5
unbekannt
unbekannt
CXCR6

XCRI1

XCRI1

CX3CRI1



Tabelle 2: CC-Chemokine und ihre Rezeptoren

Name
CCLI1
CCL2
CCL3
CCL3L1
CCL4
CCL5
(CCL6)
CCL7
CCLS8
CCL9
CCL10
CCL11
(CCL12)
CCL13
CCL14
CCL15
CCL16
CCL17
CCLI18
CCL19
CCL20
CCL21
CCL22
CCL23
CCL24
CCL25
CCL26
CCL27
CCL28

Ligand (human)
1-309
MCP-1/MCAF
MIP-1a

LD78pB

MIP-1p
RANTES
unbekannt
MCP-3

MCP-2
unbekannt
unbekannt
Eotaxin
unbekannt
MCP-4

HCC-1
HCC-2/MIP 16
HCC-4/LCC-1
TARC
DC-CK1/PARC

MIP-3B/ELC-exodus-3
MIP-3a/LARC/exodus-1
6Ckine/SLC/exodus-2

MDC/STCP-1
MPIF-1/CKB8

Eotaxin-2/MPIF-2

TECK
Eotaxin-3
CTACK/ILC
MEC

Ligand (murin)
TCA-3/P500
JE?

MIP-1a
unbekannt
MIP-1p
RANTES
C10/MRP-1
MARC?
MCP-2?
MRP-2, MIP-1y
CCF18

Eotaxin

MCP-5
unbekannt
unbekannt
unbekannt
unbekannt
TARC/ABCD-2

unbekannt

MIP-3B/ELC-exodus-3
MIP-3a/LARC/exodus-1
6Ckine/SLC/exodus-2

ABCD-1
unbekannt
MPIF-2
TECK
unbekannt
ALP/CTACK

unbekannt
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Chemokinrezeptor
CCR8

CCR2

CCRI1, CCR5

CCRI1, CCR5

CCR5

CCR1, CCR3, CCR5
unbekannt

CCRI1, CCR2, CCR3
CCR3, CCR5

CCR3

CCR2

CCR2, CCR3
CCRI1, CCR5
CCRI1, CCR3
CCRI1, CCR2
CCR4
unbekannt
CCR7

CCR6

CCR7

CCR4

CCRI1

CCR3

CCR9

CCR3
CCRI10
CCR3/CCRI10



1.6 Endothelzellfunktion

Das Endothel ist die Zellschicht, die das Innere der Blutgefal3e auskleidet und als erstes mit den
zirkulierenden Mediatoren in Kontakt kommt. Endothelzellen stehen {iiber Zellkontakte
miteinander in Verbindung. Je nach Bedarf, Funktion und Ort, finden wir Endothelien mit
unterschiedlichen Eigenschaften. Blutgefa3e sind groftenteils mit einem liickenlosen Endothel
ausgekleidet, das eine Permeabilitdtsbarriere zwischen Blut und umliegendem Gewebe bildet
und den Stoff- und Gasaustausch zwischen diesen Kompartimenten reguliert. Solche
Endothelien sind vor allem in Gefdflen zu finden, in denen ein geringer oder kontrollierter
Stoffaustausch stattfindet. Ein bekanntes Beispiel ist die Blut-Hirn-Schranke im Gehirn.
Umgekehrt sind in Geweben, die besonders hohe Stoffaustauschraten aufweisen, liickenhafte
Endothelien vorherrschend. Derartige GefdB3e ermdglichen den Austausch groferer Partikel und
Zellen und sind hauptsédchlich in der Leber, der Milz, in Teilen der Niere und im Darm zu
finden.

Aufgrund seiner Lage zwischen Blutstrom und solidem Gewebe erfiillt das Endothel eine Reihe
hochdifferenzierter Aufgaben. Diese betreffen vor allem die Regulation des vaskuldren Tonus
und die Aktivierung glatter Muskelzellen. Das Endothel kontrolliert die Permeabilitit und
Thrombogenitidt der GefiBe und kann inflammatorische und immunologische Prozesse
modulieren. Diese Vorgidnge werden durch eine Vielzahl von Molekiilen gesteuert, die vom
Endothel teilweise selbst gebildet werden, wie z.B. vasoaktive Substanzen (NO, Prostacyclin,
Endothelin, Angiotensin II), Zytokine und Wachstumsfaktoren (PDGF, VEGF-A, bFGF, TGF-
B, MCP-1), inflammatorische Modulatoren (ICAM, VCAM), himostatische und
thrombolytische Faktoren (t-PA, PAI-1, tissue factor). Aus klinischer Sicht hat sich der Begriff
der ,.Endothelfunktion® etabliert und beschreibt die Fahigkeit des Endothels, auf bestimmte
pharmakologische und mechanische Stimuli eine Vasodilatation zu vermitteln (77).
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren sind in entscheidender Weise an der Regulation der
Endothelfunktion beteiligt (159). Sie vermitteln die Proliferation und Migration von
Endothelzellen und glatten Muskelzellen und kénnen Monozyten chemotaktisch aktivieren.
Wachstumsfaktoren modulieren die GefdBpermeabilitit und die Produktion extrazelluldrer
Matrix und sind in umfassender Weise an der Regulation von inflammatorischen,
immunologischen, thrombolytischen und fibrinolytischen Prozessen des Endothels beteiligt.
Die lokale Regulation des GefaBtonus erfolgt iiber ein Zusammenspiel von Substanzen mit
vasodilatatorischen und vasokonstriktorischen Eigenschaften. Einer der wichtigsten Vertreter

unter den Vasodilatatoren ist das Stickstoffmonoxid (NO). NO wurde zunichst als
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Endothelium derived Relaxing Factor (EDRF) beschrieben und wird aus einer der terminalen
Guanidinogruppen des L-Arginin durch das Enzym NO-Synthase (NOS) gebildet. Die NOS
gehort zu einer Gruppe von Proteinen, in der die endotheliale NOS (eNOS), die induzierbare
NOS (iNOS) und die neuronale NOS (nNOS) vertreten sind. Die Aktivierung der NOS kann
durch verschiedene Mechanismen erfolgen. Neben der klassischen Ca®"-abhingigen
Aktivierung ist vor kurzem eine Aktivierung iiber die Proteinkinase Akt beschrieben worden
(30). Die Freisetzung von NO aktiviert die Guanylatzyklase in Endothelzellen und in glatten
Muskelzellen, was die Freistzung von cGMP (zyklischess Guanylatmonophosphat) induziert.
Neben der Regulation des Gefdltonus reguliert NO die Proliferation vaskuldrer Zellen, die
Expression von Wachstumsfaktoren und die Interaktion der Endothelzellen mit Leukozyten
und Blutpléttchen (20).

Dsyfunktionen des Endothels sind Ursachen fiir kardiovaskuldre Erkrankungen wie
Arteriosklerose mit den Sonderformen der Restenose nach Angioplastie und der
Transplantations-assoziierten Arteriosklerose. Arteriosklerotische Verdnderungen fithren zu
regionalen Gewebsischdmien. In der Folge konnen endogene Kompensationsmechanismen
initiiert werden, die als Angiogenese (die Neubildung von Gefdlen aus bereits bestehenden
GefiaBBen heraus) bzw. Arteriogenese (Wachstum praformierter Kollateralen in funktionell
bedeutsame Kollateralen) bezeichnet werden. Die Gefallneubildung ist ein adaptiver Prozess,
um die reduzierte Perfusion eines Organs zu kompensieren und somit die funktionelle Vitalitét
der ischdmischen Gebiete zu verbessern (138). Das Endothel spielt im Rahmen
arteriosklerotischer Prozesse eine wichtige Rolle, sowohl bei Reendothelialisierung nach
Ballonkatheterdilatation wie auch bei der Neovaskularisation als Folge einer Gewebsischidmie.
Neben den Funktionen bei der Strukturbildung und dem Stoffaustausch, erfiillen
Endothelzellen auch eine Reihe synthetischer Aufgaben und produzieren verschiedene Proteine
zum Aufbau der Basalmembran. Dabei handelt es sich hauptsdchlich um Kollagen IV, Laminin
und das Heparansulfat-Proteoglykan.

Ein weiteres Charakteristikum der Endothelzellen ist der Besitz spezieller Vesikel, die auch als
Weibel-Palade-Korperchen bezeichnet werden. Diese Organellen dienen der Speicherung einer
Reihe von Proteinen, die in der frithen Phase der Blutgerinnung von den Endothelzellen
sezerniert werden. Hierzu zdhlen der von-Willebrand-Faktor (vWF), Endothelin, P-Selectin
und IL-8. Der von-Willebrand-Faktor bewirkt die Adhésion von Blutpléttchen, und P-Selektin
ist verantwortlich fiir die Interaktionen mit Leukozyten an den betroffenen GefaBwianden.
Endothelzellen bilden eine Barriere zwischen Blut und Gewebe. Sie stehen in direktem Kontakt

mit Leukozyten, den Abwehrzellen des Blutes und bestimmen dariiber, wann und wo
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Leukozyten das System der Blutgefile verlassen konnen, um in Infektions- und
Entziindungsherde einzudringen. Die Abwehrzellen miissen im schnell stromenden Blut aus
dem intakten Blutgefdl heraus innerhalb von Sekunden erkennen, dass sie sich durch
entziindetes Gewebe bewegen. Dieses Erkennen wird durch Proteine vermittelt, die in
entziindetem Gewebe auf der Oberfliche von Endothelzellen exprimiert werden. Leukozyten
erkennen diese Proteine, sind in der Lage, an ihnen Halt zu finden und wandern durch die
Endothelbarriere und die darunterliegende Basalmembran hindurch (Diapedese) (157).

Endothelzellen haben somit die Féhigkeit, sich voneinander zu 16sen, zu migrieren und

Leukozyten den Durchtritt in Entziindungsgebiete zu ermoglichen.

1.7.  Mechanismen der Entwicklung von Blutgefaien

Das Blutgefdf3system ist das erste Organ, welches im Rahmen der Embryonalentwicklung
ensteht. Es ist essentiell fir die weitere Organentwicklung und Néhrstoffversorgung des
Embryos. Die Bildung von BlutgefiBen wéhrend der Embryonalentwicklung wird als
Vaskulogenese bezeichnet und beginnt mit der Differenzierung von Himangioblasten aus dem
Mesoderm, die sich dann zu zelluldren Aggregaten (Blutinseln) formieren. Die innere Schicht
dieser Blutinseln entwickelt sich zu hdmatopoetischen Vorlduferzellen, wéhrend sich die
duBere Zellschicht in primitive Endothelzellen differenziert. Im weiteren fusionieren die
Endothelzellen und bilden ein vaskuldres Netzwerk, was sich letztlich zu einem komplexen
vaskuldren System entwickelt (siche Abb. 1) (125).

Angiogenese bezeichnet den Proze8 der Bildung von Blutgefien {iberwiegend durch
Aussprossen (,,sprouting®) oder Einstiilpen (Intusseption) von vorbestehenden Gefdllen (siehe
Abb. 1) (72).

Ischdamie ist fiir die Angiogenese ein Hauptstimulus. Die Angiogenese ist von erheblicher
biologischer und medizinischer Bedeutung und spielt eine Schliisselrolle in zahlreichen
physiologischen und pathologischen Prozessen wie Wundheilung, Entwicklung von
Kollateralkreisldufen bei Ischdmie, diabetischer Retinopathie und dem Wachstum solider
Tumoren.

Initial spielen besonders eine Stickstoffmonoxid (NO)-induzierte Vasodilatation und eine durch
VEGF stimulierte erhohte Permeabilitdt der Gefdlle eine wichtige Rolle. Jiingste Daten zeigen,
dass NO ein wichtiger Mediator der Angiogenese ist. Knock-out Mause mit fehlender NO-

Synthase zeigten eine deutlich verschlechterte Ischdmie-induzierte Angiogenese, die auch
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durch die zusitzliche Gabe eines Angiogenesefaktors wie VEGF-A nicht verbessert werden
konnte (103).

Initiiert wird die Angiogenese durch die proteolytische Degradation der Basalmembran,
nachdem Metalloproteinasen und Plasminogen-Aktivatoren von Endothelzellen sezerniert
werden. Die Sezernierung von Proteinasen und die Ablosung der aktivierten Endothelzellen
von der Basalmembran sind somit wichtige Schritte in der Vorbereitung zur
Endothelzellmigration. Es kommt zur Freisetzung wund Aktivierung zahlreicher
Wachstumsfaktoren (bFGF, VEGF, IGF-1), wobei die VEGF-Isoformen (A, B, C, D) und
PLGF die Migration und Proliferation von Endothelzellen stimulieren. VEGF erhoht die
Permeabilitét so, dafl Plasmaproteine nun nach extravasal gelangen konnen. Die Enzyme 16sen
kleinste Locher in bereits bestehende Gefdle, Matrixmetalloproteinasen 16sen das Gewebe,
welches die sich neu bildenden Gefdfle umgibt auf. Obwohl eine erhdhte GefaBBpermeabilitit
eine Voraussetzung fiir die Angiogenese darstellt, kann eine enorme Leckage in Gefdllen zum
Kreislaufkollaps, intrakranieller Hypertension und Erblindung fiihren. Angiopoietin (Ang) 1,
ein Ligand des endothelialen Tie2 Rezeptors ist ein natiirlicher Inhibitor der
Gefidllpermeabilitit und schiitzt die Gefdlle vor Fliissigkeitsverlust, ohne ihre Morphologie zu
verdandern. Angiopoietin-2, ein Inhibitor von Tie2 Signalen konnte an der Loslosung der glatten
Muskelzellen und der Matrix beteiligt sein (93).

Das Gefall wird destabilisiert, Endothelzellen verlieren ihren engen Zellkontakt, kénnen durch
Proliferation und Migration in Richtung des angiogenen Stimulus gelangen und durch Fusion
mit anderen Gefédflen ein neues Lumen bilden. Zahlreiche Wachstumsfaktoren wie die VEGF-
Isoformen, PLGF, und ihre Rezeptoren VEGFR2, VEGFR3, Neuropilin-1, ein Korezeptor von
VEGFR2, haben in dieser Situation spezifische Funktionen: VEGF und sein Rezeptor VEGFR2
bewirken embryonale, neonatale und pathologische Angiogenese und sind therapeutische
Angriffsorte (45).

Nach der Bildung eines initialen endothelialen Plexus kommt es im weiteren Verlauf zur
Stabilisierung durch glatte Muskelzellen und Perizyten. Dieser Schritt wird u.a. durch PDGF-B
(platelet derived growth factor) und Angiopoietin (Ang-1) gesteuert. PDGF wirkt dabei als
,chemoattractant® fiir glatte Muskelzellen. VEGF stimuliert die Proliferation und Migration
von Endothelzellen und fordert somit den Aufbau eines vaskuldren Netzwerkes, Angiopoietin
stabilisiert dieses durch Stimulation der Interaktion von endothelialen und periendothelialen
Zellen. Zeitlich gesehen spielt Angiopoietin somit erst zu einem spiteren Zeitpunkt eine
bedeutende Rolle als VEGF. Die neugebildeten Kapillaren kénnen durch Remodelingprozesse

in groBere Gefdlle umgewandelt werden. Das Remodeling umfasst die Fusion und Regression
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von BlutgefiBen, Anderungen im Lumendurchmesser und der GeféBwanddicke, sowie die
Ablagerung von extrazelluldren Matrixkomponenten wie Elastin, Kollagen und Fibrillin (23).

Bei der Angiogenese handelt es sich somit um einen sehr komplexen Prozess, bei dem die zur
Bildung der GefaBwinde notwendigen Endothelzellen, Perizyten und glatten Muskelzellen u.a.
durch den Wachstumsfaktor VEGF aktiviert werden. Hierbei wird das die Kapillare
umgebende Bindegewebe verdaut und es erfolgt die Wanderung kleiner Zellausldufer in das
Gewebe. Neue Kapillaren werden durch Migration und Proliferation von vorbestehenden

Endothelzellen gebildet. Die wesentlichen Schritte in der Angiogenese beinhalten somit:

1. Proteolytische Degradation der extrazelluldren Matrix
Direkte Migration und Proliferation von Endothelzellen

Bildung neuer extrazelluldrer Matrix

el

Formation der Gefédl3stringe und Anastomose von neu gebildeten Gefdaflen

Die Bildung von Blutgefdllen erfolgt tiberwiegend wéhrend der Embryonalentwicklung. Im
adulten Organismus findet die Bildung von Blutgefilen zyklisch in den GefiBlen des
Reproduktionstrakts und wéhrend der Wundheilung statt. Unter pathologischen Bedingungen
wie der Tumorprogression, der Inflammation und der Gewebsischdmie kommt es ebenfalls zur
Neubildung von Blutgetfd3en. Die iiberschieende oder fehlende Entwicklung von Blutgefiflen
wihrend derartiger pathologischer Prozesse kann zu Erkrankungen mit hohem Morbiditéts- und
Mortalitétsrisiko fithren (37).

Ein Beispiel fiir eine pathologisch vermehrte Neubildung von BlutgefiBlen ist die
Vaskularisierung solider Tumoren. Man geht davon aus, dass das Wachstum eines Tumors
durch seine Blutversorgung limitiert wird. Wenn ein Tumor nicht in der Lage ist, die Bildung
neuer Blutgefdfle zu initiieren, um sich besser mit Nahrstoffen und Sauerstoff zu versorgen, ist
sein Wachstum limitiert. Viele Tumorzellen sind deshalb in der Lage, das Wachstum von
BlutgefdBen tiber die Produktion und Freisetzung von Angiogenesefaktoren zu induzieren.
Durch den Anschlufl an das GefdBsystem konnen sie in andere Bereiche des Organismus
vordringen und Metastasen bilden. Die Hemmung der Neovaskularisierung von Tumoren stellt
aus diesem Grund ein attraktives therapeutisches Ziel dar, um das Wachstum und die
Metastasierung von Tumoren zu verhindern (39).

Anders verhilt es sich mit der Induktion der Angiogenese im minderperfundierten Gewebe.
Fortschreitende Verschliisse der BlutgefdBBe durch arteriosklerotische Verdnderungen fiihren

zu regionalen Ischdmien. Ischdmien sind in der Lage, einen adaptiven Mechanismus zu
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induzieren, der als ,.kompensatorische Angiogenese* bezeichnet wird und die funktionelle
Vitalitit des betroffenen Gebietes verbessern kann (30). Diese kompensatorischen
Mechanismen verlaufen jedoch sehr langsam und kénnen bei einem akuten GefaB3verschluf3 die
betroffenen Gebiete nicht ausreichend mit Sauerstoff versorgen. Ziel einer therapeutischen
Beeinflussung ist in diesen Féllen die Induktion der BlutgefdBbildung unter der Verwendung
angiogener Wachstumsfaktoren (38).

Arteriogenese ist das Wachstum priaformierter Kollateralen in funktionell bedeutsame
Kollateralen, wobei diese Arterien durch aktive Prozesse wie der Proliferation und des
Gefdumbaus aus kleinen Arteriolen entstehen. Hauptstimulus nach Gefdverschluf ist der
erhohte Shearstress, der nachfolgend eine Reihe von Prozessen initiieren kann, darunter die
Hochregulation von Adhésionsmolekiilen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren sowie die
nachfolgende Invasion von Monozyten, deren Reifung zu Makrophagen und Freisetzung von
Mediatoren. Diesen Vorgidngen folgt dann die aktive Phase der Proliferation von
Endothelzellen und glatten Muskelzellen. Am Ende dieser Umbauprozesse resultiert eine
funktionell relevante Kollaterale bzw. Arterie (137). Die Bildung von Kollateralen als Folge
eines Gefdlverschlusses stellt die effizienteste Moglichkeit dar, um die Perfusion eines
ischdmischen Gebietes funktionell zu kompensieren, da nur Kollateralen, jedoch nicht
Kapillaren in der Lage sind, ausreichende Mengen an Blut zu transportieren. Die therapeutische
Bildung von Kollateralen mittels Wachstumsfaktoren sollte deshalb das Ziel zukiinftiger

Bemiihungen sein, um eine adiquate Kompensation nach Gewebsischidmie zu erzielen (74).
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Abbildung 1:

A) Angiogenese: Bildung von BlutgefaRen durch Aussprossen aus vorbestehenden Geféien.

B) Vaskulogenese: Endotheliale Vorlauferzellen aus dem Knochenmark wandern ins Gewebe ein und lagern sich
in einem Netzwerk zusammen.
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1.7.1 Migration

Die Migration von Zellen ist ein unter physiologischen und pathologischen Bedingungen
stattfindender ProzeB. Er spielt eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung, bei
Immunreaktionen, bei der Wundheilung, bei Entziindungreaktionen, bei der Tumorentstehung
einschlieBlich Metastasenbildung, sowie bei der Angiogenese.

Die Migration beginnt mit einer Protrusion oder Extension der Basalmembran am vorderen
Teil der Zelle. Die Zellen ziehen sich iiber ein Netz an zytoskelettalen Aktinfilamenten
vorwirts. Der adhisive Komplex stabilisiert dabei diese Bewegung. Wenn die Zellen wandern,
wachsen kleine Adhdsionskomplexe und strecken sich in ldngere, besser organisierte
Komplexe. Schlielich wandert die Zelle indem sich die Adhdsion am hinteren Teil der Zelle
16st (61). Auf diese Weise ensteht ein gewisser Rhythmus, am Ende der Zelle miissen die
Befestigungen stetig gelost werden, am vorderen Teil miissen neue Komplexe gebildet werden.
Die Bedeutung der fokalen Adhésionskomponenten wurde in Studien genauer untersucht.
Dabei zeigte sich, dass ein Mangel an Scr-Kinase (75), ,,focal adhesion kinase* (142) und
calpain (64) (Adhédsionskomponenten) zu Migrationsdefiziten fithrt. Die Protrusion, die
Bildung neuer Adhésionen und das Stabilisieren von existierenden Adhédsionen wird tiber
Mitglieder der Rho-Familie, besonders iiber die GTPasen Cdc42 und Rac reguliert (50).
Extrazellulire Matrixproteine sind ein wichtiger Stimulus fiir die Bewegung der glatten
Muskelzellen, starker noch als PDGF.

Prinzipiell unterscheidet man vier verschiedene Mechanismen der Migration. Die Chemokinese
bezeichnet eine ungerichtete Migration ohne chemischen Stimulus, wohingegen Chemotaxis
eine ungerichtete Migration in Richtung (positive Chemotaxis) oder weg (negative
Chemotaxis) von ldslichen chemischen Substanzen beschreibt. Unter Haptotaxis versteht man
eine gerichtete Migration entlang eines substratgebundenen Konzentrationsgradienten oder
eines Gradienten an extrazelluldren Matrixproteinen.

Die Haptotaxis hat den groflten Effekt auf die glatten Muskelzellen (106). SchlieBlich gibt es
auch eine ziellose ungerichtete und spontane Zellmigration.

Die Matrixproteine (Laminin, Fibronectin, Kollagen I und IV) steuern die Zellmigration, indem
sie zahlreiche intrazelluldre Signale aktivieren. Dieser Mechanismus ist wenig erforscht, es gibt
jedoch viele Hinweise darauf, dass GTP-bindende Proteine (G-Proteine) eine wichtige Rolle
spielen (163). Die Migration wird reguliert durch Kontraktion von Aktin und Myosin,
Mikrotubulidynamik, G-Protein-Kaskade und Wechsel von Adhésion und Protrusion.
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1.7.2 Proliferation

Die Vermehrung von Zellen durch Zellteilungen ist eine Grundvoraussetzung fiir die
Aufrechterhaltung des Lebens. Zellteilungen miissen streng kontrolliert werden, um aus einer
Eizelle den komplexen Organismus zu bilden und ihn aufrecht zu erhalten. Dazu werden auch
beim Erwachsenen kontinuierlich geschédigte oder abgestoBBene Zellen durch Zellteilungen
ersetzt. Eine fehlerhafte Regulation der Zellteilung fiihrt beim Menschen zu verschiedenen
hyper- oder hypoproliferativen Erkrankungen, die fiir das Entstehen von lebensbedrohlichen
Erkrankungen verantwortlich sein kdnnen.

Bevor es zu einer Zellteilung kommt, werden mitogene und antiproliferative Signale
gegeneinander abgewogen. Nur wenn die mitogene Stimulation iiberwiegt, fithrt dies zur
Aktivierung der Zellzyklus-Maschinerie, die im Kern aus Cyclin-abhingigen Kinasen (CDKs)
besteht. Verschiedene mitogene oder antiproliferative Signale laufen auf Ebene der Regulation
von CDK-inhibitorischen Proteinen zusammen. Diese Proteine binden und regulieren CDKs.
Prinzipiell —unterscheidet man schnell und langsam proliferierende Zellen. Das
Proliferationspotential von Zellen wird dabei auch durch die Art des Stimulus der Proliferation
beeinflusst und iiber Wachstumsfaktoren vermittelt.

Betrachtet man Endothelzellen so spielt die Proliferation eine wichtige Rolle bei der
Angiogenese. Hierbei handelt es sich um einen komplexen Prozess, bei dem die zur Bildung
der GefaBwinde notwendigen Endothelzellen, Perizyten und glatten Muskelzellen vor allem
durch den Wachstumsfaktor VEGF zur Proliferation aktiviert werden. Neue Kapillaren werden
durch Migration und Proliferation von vorbestehenden Endothelzellen gebildet. Ischédmie ist fiir
die Angiogenese ein Hauptstimulus.

Fiir jede Teilung miissen Zellen ihre genetische Information vollstidndig verdoppeln und auf die
Tochterzellen verteilen. Um die Prizision dieser beiden zentralen Prozesse sicherzustellen,
lauft der Zellzyklus in eukaryotischen Zellen nach einem festgelegten Schema ab, das in vier
aufeinanderfolgende Phasen gegliedert werden kann. Die Verdopplung der DNA in der
Synthese oder S-Phase erfolgt zeitlich getrennt von der Verteilung auf die beiden
Tochterzellen, die in der Mitose wihrend der M-Phase stattfindet. Diese beiden Zellzyklus-
Phasen werden durch Zwischenphasen oder so genannte Gap-Phasen getrennt. Die Gap-Phasen
Gl und G2 ermoglichen die Kontrolle, ob eine vorhergehende Zellzyklus-Phase korrekt
abgeschlossen wurde und keine Schidigung der genetischen Information vorliegt. In der ersten
Gap-Phase G1 entscheidet die Zelle auch iiber den Beginn einer weiteren Zellteilung. Diese

Entscheidung hédngt von der Anwesenheit stimulierender (mitogener) Signale ab und kann
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durch hemmende (antiproliferative) Signale verhindert werden. Beim Uberwiegen
antiproliferativer Signale kann die Zelle den Zellzyklus verlassen und in einen Ruhezustand,
die GO-Phase eintreten. Bei mitogener Stimulation kann eine ruhende Zelle wieder in den
Zellzyklus eintreten. Antiproliferative Signale konnen Zellen auch zur Differenzierung
veranlassen und dazu fiihren, dass sie als hoch spezialisierte Zellen ihre Teilungen einstellen.
Der Entschluss zu einer neuen Zellteilung ist eine unwiderrufliche Entscheidung zum
Durchlaufen eines kompletten Zellzyklus und wird durch einen Abschnitt in der G1-Phase
markiert, der Restriktionspunkt genannt wird. Kurz nach dieser Entscheidung beginnt die Zelle
mit der Herstellung einer identischen Kopie ihrer Erbinformation und tritt damit in die zweite

Zellzyklus-Phase, die S-Phase ein.

2. Zielsetzung

In dieser experimentellen Studie sollte die Wirkung von im Plasma befindlichen Mediatoren
bei  verschiedenen  Ausprdgungen der  koronaren  Herzerkrankung  auf  die
Endothelzellfunktionen Migration, Proliferation und Angiogenese untersucht werden. Dazu
wurden bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt (positives Troponin T und erhohte
Creatinkinase), instabiler Angina (positives Troponin T, keine Creatinkinaseerhohung) und
stabiler Angina (keine Troponin T und Creatinkinaseerhohung) vendse Blutabnahmen vor
perkutaner Koronarintervention (PCI) und 72-96 Stunden danach durchgefiihrt. Das Plasma
wurde zur Stimulation von humanen Koronar-Endothelzellen (HCAEC) in funktionellen
Assays verwendet.

Um Mediatoren zu identifizieren, die fiir Angiogenese, Proliferation oder Migration von
Bedeutung sind, bestimmten wir mittels eines Immunoassays die Plasmakonzentration der
Zytokine und Chemokine CXCL10, MCP-1, CXCL9, IL8, TNF, VEGF und bFGF.

Inwieweit die Effekte der Plasmaproben auf Endothelzellen mit klinischen Parametern
korrelierten, untersuchten wir mittels Regressionsanalyse.

Unser Ziel war es somit, krankheitsspezifische Unterschiede im Plasma durch verschiedene
Bioassays zu identifizieren. Inwieweit diese funktionellen Effekte der Plasmaproben auf die
Endothelzellaktivierung fiir den klinischen Verlauf von Bedeutung sind, muf} in einem

grofBeren Patientenkollektiv untersucht werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

- TC-Platte 6 well, steril
Cellstar , greiner bio-one (Frickenhausen, Deutschland)
- 96- well-Platte, steril
Cellstar , greiner bio-one (Frickenhausen, Deutschland)
- Pipetten: Eppendorf Reference 100-1000p1
Multipipette
Eppendorf-Netheler, Hinz GmbH (Hamburg, Deutschland)
Falcon -Pipette 5, 10, 25 ml
Becton Dickinson Labware (New Y ork)
- Eppendorf-Reaktionsgefilie
Eppendorf-Netheler, Hinz GmbH (Hamburg, Deutschland)
- 10 ml, 50 ml Falcon-Zentrifugenréhrchen
greiner bio-one (Frickenhausen, Deutschland)
- Cell Proliferation ELISA , BrdU (colorimetric)
Roche Diagnostics GmbH (Penzberg, Deutschland)
- In Vitro Angiogenesis Assay Kit
Chemicon International (California, USA)
- Cytometric Bead Array (CBA) Human Angiogenesis Kit
BD Biosciences Pharmingen (California, USA)
- Neubauerkammer und geschliffenes Deckglas
Sigma (Deisenhofen, Deutschland)
- Stift: Lumocolor permanent NO.318 F
Staedtler (Chatsworth, USA)
- Geodreieck: 20cm
Rumold (Hannover, Deutschland)
- Zellkulturflaschen:
Sarstedt (Newton, USA)
- Monovette
- Zellscraper
- Software:

Word 2000, Exel 2000, Power Point 2000, SPSS (Microsoft Inc. (USA))
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Axiovision und Sigma Scan Pro 5

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

3.1.1 Gerate

3.1.2

Brutschrank: CO2-Auto-Zero

Heraeus GmbH (Hanau, Deutschland)
Mikroskop: Akiovert 100

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)
Axiocam

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Okular: E-PI 10x/20

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

Hoot: Hera Safe, Kendro Laboratory Products
Heraeus (Hanau, Deutschland)

Megafuge 10R Kendro

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Zellzéhler: Casey 1

Schirfe system (Reutlingen, Deutschland)
Photometer

Bio Trak (Del Mar, USA)
Durchfluflzytometer “FacScan”

Becton-Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Substanzen

Isotone Kochsalzlosung

Pharmacia GmbH (Erlangen, Deutschland)

Dubecco’s phosphate buffered saline

Sigma (St.Louis, USA)

Endothelial Cell Growth Medium / Low Serum

Promocell (Heidelberg, Deutschland)

Endothelial Cell Growth Medium MV for microvascular endothelial cells

42



Promocell (Heidelberg, Deutschland)
- Supplement Mix C-39215
Promocell (Heidelberg, Deutschland)

- inaktiviertes, steril filtriertes FCS 50ml, Invitrogen

Reagent Pack:

Hepes buffered saline solution 100 ml CC-5034
Trypsin / EDTA 100 ml CC-5012
Trypsin neutralizing solution 100 mI CC-5002

Bio Whittaker / Cambrex Bio Science (Verviers, Belgien)
- recombinant human VEGF (Positivkontrolle Angiogenese, Migration)
293-VE, R&D Systems (Wiesbaden-Nordenedstadt, Deutschland)
- recombinant human PDGF (Positivkontrolle Proliferation)
C-PF010, Oncogene Research Products (San Diego, USA)
- Zellkulturen:
HUVEC : PromoCell (Heidelberg, Deutschland)
HCAEC : PromoCell (Heidelberg, Deutschland)
- CPDA Plasma
Citrat Plasma
EDTA Plasma

- Heparin

3.2.1 Studienprotokoll
PatienteneinschluRkriterien

In die Studie wurden 84 Patienten (81% mainnlich) im Alter von 32 bis 88 Jahren (Median 64
Jahre) aufgenommen, die mit Verdacht auf ein akutes Koronarsyndrom zur
intensivmedizinischen Betreuung in das Deutsche Herzzentrum Miinchen (DHZ) eingeliefert
wurden. Die Diagnose eines akuten Koronarsyndroms basierte auf der klinischen Symptomatik
und erhohten kardialen Markern, wobei ein positives Troponin T (> 0,03 ng/ml) und eine um
das zweifache des maximalen Referenzwertes erhohte Creatinkinase (CK) im Serum als akuter
Myokardinfarkt (AMI) definiert wurde, darunter liegende Werte der Serum-CK wurden als
instabile Angina Pectoris (IAP) definiert. Des Weiteren wurden 20 Patienten mit stabiler
Angina pectoris aufgenommen, die zur elektiven PTCA mit Stentimplantation in das Deutsche

Herzzentrum Miinchen aufgenommen wurden. Bei jedem Patienten erfolgte nach Einlieferung
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in das DHZ eine koronarangiographische Diagnostik mit perkutaner transluminaler
Koronarintervention (PCI).

Alle Referenzpatienten und alle Infarktpatienten erhielten periinterventionell die gleiche
antithrombotische Medikation, bestehend aus 500 mg Aspisol intravends, 5000 Einheiten
Heparin intravends und 600 mg Clopidogrel oral. Alle Patienten wurden iiber die Ziele, die

wissenschaftliche Bedeutung und den Ablauf der Studie informiert und gaben ihr schriftliches

Einverstandnis.

Akuter Myokardinfarkt Instabile Angina Stabile Angina
(AMI) n=43 (1AP) n=21 (SAP) n=20

Troponin T > 0,03 Troponin T > 0,03 Troponin T < 0,03

CK > mind. 2-facher CK < mind. 2-facher maximaler CK < 2-facher maximaler

maximaler Referenzwert Referenzwert Referenzwert

EKG: ST-Hebungen von | EKG: unspezifische

mind. 0,1 mV in zwei Verdnderungen (ST-Senkungen,
Extremitatenableitungen, |negative T-Wellen)

oder mind. 0,2 mV in zwei
Brustwandableitungen.

Tabelle 3 : EinschluBkriterien der Studienpopulation

Patientenausschlusskriterien

Als AusschluBkriterien fiir die Beteiligung an der Studie der Patienten-

gruppe galten:
1 kardiogener Schock (Links- oder Rechtsherzversagen),
2 Malignom,
3. weniger als 3 Monate zuriickliegende Operationen oder Trauma,
4 zerebraler Insult innerhalb der letzten 3 Monate,
5 Einnahme entziindungshemmender Medikamente (Cortison, nichtsteroidale

Antiphlogistika, Ausnahme Aspirin 100 mg/d)
6. akute oder chronische Infektionen

7. fehlende schriftliche Einwilligung in die Studie
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3.2.2 Studiengruppe

Alle Patienten der Studiengruppen erhielten eine koronarangiographische Diagnostik und eine
primdrmechanische Rekanalisation durch perkutane transluminale Koronarintervention (PCI)
mit Zugang {iiber die Femoralarterie. Zwischen dem Auftreten der Symptome und der
Intervention lagen bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt und instabiler Angina 2-8
Stunden. Jeder Patient der Studiengruppe erhielt vor Studienbeginn 500 mg Aspirin intravends,
5000 Einheiten Heparin intravends, 1-3 mg Metoprolol und 600 mg Clopidogrel sowie, in
Abhingigkeit von der individuellen Antwort, 1 bis 2 mal 5 mg Morphin intravends. Vom
Zeitpunkt der Aufnahme im Deutschen Herzzentrum bis zur PCI erhielten die Patienten iiber
einen Perfusor intravends Nitroglycerin 0,24 — 2,4 mg pro Stunde, um einen systolischen Druck
zwischen 100 und 120 mm Hg aufrecht zu erhalten. Zur Durchfiihrung der
Herzkatheteruntersuchung wurde in der rechten Femoralarterie eine Schleuse in ,,Seldinger*-
Technik angelegt. Wahrend der Herzkatheteruntersuchung erhielten die Patienten 10 000
Einheiten Heparin, zur Darstellung der Koronargefa3e und der linken Herzkammer wurde das
Rontgenkontrastmittel Imeron verwendet. Die Stentimplantation war bei allen Patienten der
Studiengruppen erfolgreich, das postinterventionelle Procedere war in allen Studiengruppen
gleich. Sobald die aktivierte partielle Thromboplastinzeit unter 80 Sekunden fiel wurde die
arterielle Schleuse entfernt. Es erfolgte eine sorgfiltige manuelle Kompression am Ort der
Einstichstelle fiir mindestens 20 Minuten zur lokalen Blutstillung mit anschliefendem
zirkuldirem  Kompressionsverband, sowie  eine  engmaschige  Kontrolle  der
Gerinnungsparameter. 24 Stunden nach der Stentimplantation wurde der Druckverband

entfernt.

3.2.3 Blutentnahmen

Vor der Intervention und 72-96 Stunden postinterventionell wurden peripher-vendse
Blutproben entnommen, die Abnahme unmittelbar vor PCI erfolgte arteriell aus der
Katheterschleuse. Die Proben wurden auf Eis gekiihlt, moglichst schnell nach unten
beschriebenem Protokoll verarbeitet. Insgesamt wurden den Patienten 2 Monovetten CPDA-
Blut je 9 ml, sowie je eine Monovette Citrat, EDTA und Serum abgenommen.

Die Proben wurden zunéchst bei 3000 Umdrehungen/min fiir 10 Minuten zentrifugiert, bevor

das Plasma unter sterilen Arbeitsbedingungen unter der Sterilbank in Reaktionsgefile
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aliquotiert wurde. AnschlieBend wurden die Proben bei —20°C kryokonserviert. Zur

Stimulation der Endothelzellen in funktionellen Assays wurde das CPDA-Plasma verwendet.

3.2.4 Zellkultur

Human Coronary Artery Endothelial Cells (HCAEC)

Die humanen Koronar-Endothelzellen (Human Coronary Artery Endothelial Cells - HCAEC)
stammten aus gesundem menschlichen Gewebe, das bei chirurgischen Eingriffen gewonnen
wurde und iiber die Firma Promocell bezogen wurde. Wir verwendeten das fiir HCAEC
empfohlene Medium ,,Endothelial Cell Growth Medium MV* inklusive ,,Supplement Mix“ und
10% sterilem FCS (fetales Kdlberserum) der Firma Invitrogen. Die Zellkulturflaschen wurden
bei 37°C in einem CO2-Brutschrank inkubiert. Sobald der Zellrasen konfluent war, wurden die
Zellen geerntet, gezdhlt und auf die entsprechende Endkonzentration verdiinnt. Fiir die

Versuche wurden die Zell-Passagen 4-9 herangezogen.

3.25 Angiogeneseassay

Bei dem ,,In vitro Angiogenesis Assay Kit*“ der Firma Chemicon international handelt es sich
um ein einfaches Angiogenese Modell, in welchem die Bildung und die Inhibierung von Tubuli
(Rohrenstrukturen) durch exogene Signale in einem Zeitraum von 5-18h beobachtet werden
kann. Um angiogeneseinhibierende bzw. aktivierende Prozesse zu beobachten, werden die
Inhibitoren bzw. Stimulantien mit der Endothelzellsuspension vermischt und auf die wells
aufgetragen.

Am ersten Versuchstag wurde das ,,Matrigel” hergestellt. Die beiden Komponenten wurden
tiber Nacht im Kiihlschrank bei ca. 4°C auf Eis gelagert langsam aufgetaut. Dann wurden die
Komponenten des Angiogenesekits ,,ECMatrix* und ,,Diluent Buffer” im Verhiltnis 1:10 mit
einer sterilen Pipettenspitze in ein gekiihltes Reaktionsgefdl pipettiert und gemischt.
AnschlieBend wurde in jedes well einer eisgekiihlten 96 well Platte 50ul Matrigel pipettiert.
Die 96 well Platte musste dann fiir mindestens 1 Stunde bei 37°C inkubiert werden, damit sich
das Gel verfestigen konnte. Anschliefend wurden die Zellen der jeweiligen Zelllinie geerntet:
Als erstes nahm man das Medium ab, spiilte einmal mit ,Hepes buffer, gab S5ml
Trypsin/EDTA fiir 2 min auf die Zellen und neutralisierte dann mit Sml ,, Trypsin Nutralisation
Solution®. Alle drei fiir das Ernten der Zellen notwendige Substanzen wurden von der Firma

Bio Whittaker/Cambrex Bio Science als Reagent Pack erworben. Danach wurden die Zellen
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mit der Neubauerkammer gezdhlt, der Mittelwert bestimmt und die Menge an Medium
berechnet, um 10 000 Zellen in 100ul Medium (Endothelial Cell Growth Media) aufzunehmen.
Um auf eine Endkonzentration von 10 000 Zellen pro 100ul Medium zu kommen, gab man die
errechnete Menge an Medium dem gewonnenen Zellpellett hinzu. Auf jedes well pipettierten
wir 100ul Zelllosung. Als nédchstes wurden die Verdiinnungen der Stimulantien hergestellt.
Hierzu verwendeten wir CPDA-Plasma von Patienten mit akutem Myokardinfarkt, instabiler
Angina oder stabiler Angina pectoris in Konzentrationen von 10% und 50% in jeweils 100ul
Losung. Die 96-well Platte mit ,,Matrigel“, Endothelzellen, Medium und CPDA-Serum wurde
nun fiir 12h bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die wells mittels einer
Mikroskopkamera (4er + 10er Objektiv) photographiert (Abb.2). Die Linge sowie die Anzahl
der Verzweigungen der neugebildeten Tubuli (R6hrenstruktur) pro Gesichtsfeld wurde mit dem

Computerprogramm Sigma Pro Scan 5 ausgemessen und in Pixel angegeben.

Versuchsanordnung:

Versuch: Zusétze pro well:

Negativkontrolle 10 000 Zellen / 100ul Medium + 99ul Medium + 1ul Heparin

Positivkontrolle 10 000 Zellen / 100ul Medium + 97ul Medium + 2ul VEGF
(=1/100) + 1ul Heparin (=1/200)

CPDA-Serum

(AMI/IAP /SAP / gesund) in :

10% 10 000 Zellen / 100ul Medium + 79ul Medium + 20ul Plasma
+ 1ul Heparin (=1/200)

50% 10 000 Zellen / 99ul Medium + 100ul Plasma + 1l Heparin
(=1/200)

Tabelle 4: Versuchsanordnung Angiogenese-Versuch: pro Patient, Blutabnahme und unterschiedlicher

Plasmakonzentration wurden je zwei wells verwendet.
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Abbildung 2:  HCAEC Zellen auf ECMatrix, nach Stimulation mit Patientenplasma und 12h Inkubation bei
37°C. Vergrolerung 4-fach.

3.2.6 Migrationsassay (“Scratching- Versuch”)

Prinzip:

Die Versuchsanordnung lehnt sich an den Versuch der Wissenschaftler an der Universitit von
Toronto aus dem Jahre 2002 (Verma et al 2002) an. Dieser Versuch beruht auf dem einfachen
Prinzip, die Zellen, nachdem sie auf der Platte angewachsen sind, anhand einer konkreten
Grenze bei der Migration zu beobachten. Die quantitative Analyse besteht aus dem Auszédhlen
gewanderter Zellen iiber diese gezogene Zellgrenze, sowie der fotographischen Erfassung der

Migration.

Methodik:
Zuerst wurden auf einer 6-well-TC-Platte der Firma Cellstar Greiner Bio-one mit einem
wasserfesten, diinnen Stift (Staedtler™) zwei Linien von auBen auf den Boden jedes wells im

Abstand von 1,7 cm gezogen.
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Dann wurden die Zellen der jeweiligen Zelllinie mit dem Reagent Pack geerntet und gezéhlt.
Als erstes nahm man das Medium ab, spiilte dann mit 5ml ,Hepes buffer, gab S5ml
Trypsin/EDTA fiir 2 min auf den Zellrasen und neutralisierte dann mit 5ml , Trypsin
Neutralisation Solution®. Alle drei fiir das Ernten der Zellen notwendigen Substanzen waren
von der Firma Bio Whittaker/Cambrex Bio Science als Reagent Pack erhiltlich.

Danach wurden 10ul Zellsuspension in die Neubauerkammer gegeben, vier Quadrate
ausgezahlt, der Mittelwert bestimmt und die Menge an Medium berechnet, um 200 000 Zellen
in 2ml Medium zu 16sen. Wahrenddessen zentrifugierten wir die geernteten Zellen in einem
50ml Falcon bei 1200 Umdrehungen pro Minute ab.

Um auf eine Endkonzentration von 200 000 Zellen pro 2ml Medium zu kommen, gab man die
errechnete Menge an Medium dem gewonnenen Zellpellett hinzu. Auf jedes well pipettierten
wir 2ml Suspensionslosung. Die Platte wurde dann 24h Stunden in einem CO2 Brutschrank bei
37°C inkubiert. Nach 24h wurde die Flache zwischen den beiden Linien auf dem Boden des

wells mit einem ,,cellscraper* entfernt (Abb. 3).

Abbildung 3: Foto eines well-Abschnitts nach ,,Scratching®, die Endothelzellen auf der rechten Seite der

Markierung wurden mit Hilfe eines Zellschabers entfernt.

Die Kontrolle erfolgte unter dem Mikroskop. Die abgeldsten Zellen wurden zwei mal mittels
,Dubecco’s Phosphate Buffered Saline” von Sigma gewaschen. Daraufthin konnten die Zellen
mit den jeweiligen Stimulantien versehen werden. Zur Stimulation wurden nur noch 1,5ml
Gesamtlosung pro well verwendet. Zusitzlich fotographierten wir die wells mittels einer
Mikroskopkamera an markierten Stellen und inkubierten die Platte fiir weitere 24h im

Brutschrank bei 37°C. Nach 24h wurden die wells an den markierten Stellen der gezogenen
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Linien erneut photographiert. Die gewanderten Zellen wurden dann auf den

iibereinandergelegten Fotos ausgezéhlt.

Abbildung 4: Foto nach ,,Scratching®, Stimulation mit Patientenplasma und 24h Inkubation bei 37°C im
Brutschrank. Die Endothelzellen sind von links nach rechts migriert. Der Pfeil zeigt die gewanderte Distanz an.

Versuch: Zusitze pro well:

Negativkontrolle 200 000 Zellen / 1000ul Medium + 497ul Medium +
3ul Heparin (1/500)

Positivkontrolle

200 000 Zellen / 1000ul Medium + 482ul Medium

+ 15 ul VEGF (=1/100) 3ul Heparin (1/500)
CPDA-Serum

(AMI/IAP / SAP) in 25%:

200 000 Zellen / 1000 ul Medium + 122ul Medium
+ 375ul CPDA Plasma + 3ul Heparin (=1/500)

Tabelle 5: Versuchsanordnung ,,Scratching“-Versuch: pro Patient, Blutabnahme und Plasmakonzentration

wurden je zwei wells verwendet.
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3.2.7 Proliferationsassay

Prinzip:

Der ,,Cell Proliferate ELISA, BrdU (5-bromo-2-deoyuridine)* der Firma Roche Diagnostics
GmbH basiert auf der Replikation der DNA bei der Proliferation der Zellen. Diese Replikation
wird mittels Antikorper photometrisch erfasst (siche Abb. 5, S.52).

Methodik:

Am ersten Versuchstag wurden die Zellen nach dem gleichen Prinzip wie zum Migrations-
bzw. Angiogeneseassay geerntet und in einer Konzentration von 3000 Zellen in 200ul Medium
pro well auf die 96-well Platte aufgetragen.

Nach 24 Stunden im Inkubationsschrank gab man die Stimulantien auf die Zellen. Nach
einstiindiger Inkubation im Brutschrank gab man jeweils 10ul BrdU-Medium-Losung im
Verhiéltnis 1:100, d.h. 10ul BrdU + 990ul Medium, auf die Zellen, BrdU wurde nun als
Pyrimidin-Analogon anstelle von Thymidin bei der DNA-Replikation eingebaut.

Die erneute Inkubation dauerte 24 Stunden, daran schlof} sich das Absaugen des Mediums und
das Fixieren mittels je 200ul FixDenat an. Dadurch wurde die DNA denaturiert, um die
Bindung des Antikorpers zu ermoglichen. Die Platte wurde fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen und die Anti-BrdU-Losung vorbereitet, indem man das ,,Anti-
BrdU-Pod“ in 1ml destilliertem Wasser 10 Minuten aufgelost und gemischt wurde. Von dieser
Losung nahmen wir 100ul ab und verdiinnten sie mit 10 ml Antikdrperlosung. Nachdem das
,FixDenat™ abgesaugt worden war, lieBen wir 100ul pro well der so entstandenen Losung fiir
90 Minuten auf die Zellen einwirken. Die Zellen wurden anschlieBend mit Hilfe einer
Waschlosung (10ml ,,Washing Buffer Concentrate + 90ml destilliertes Wasser) drei Mal mit
jeweils 200-300ul Lésung pro well gewaschen. Nach dem Abklopfen der Platte wurde 100ul
der Substratlosung in jedes well gegeben. Das Ergebnis des Versuchs konnte nach 5 Minuten
photometrisch mittels ELISA reader bei einer Wellenldnge von 405 nm bzw. 492 nm erfasst

werden, als Mass fiir die Proliferation.
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Abbildung 5:  Prinzip des BrdU
- Normale S-Phase
- S-Phase in Anwesenheit von BrdU

- Immunfloureszenz durch einen gegen BrdU gerichteten Antikdrper
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Versuchsanordnung:

Versuch: Zusétze pro well:

Negativkontrolle 3 000 Zellen / well + 100ul Medium

Positivkontrolle 3000 Zellen / well + 99ul Medium + 1pl PDGF
(=1/100)

CPDA-Serum

(AMI/IAP /SAP) in :

10% 3000 Zellen / well + 90ul Medium + 10ul Plasma

25% 3000 Zellen / well + 75ul Medium + 25u1 Plasma

>0% 3000 Zellen / well + 50yl Medium + 50ul Plasma

Tabelle 6: Versuchsanordnung BrdU Inkorporationsassay: pro Patient, Blutabnahme und unterschiedlicher

Plasmakonzentration wurden je vier wells verwendet

3.2.8 Immunoassay

Ein "Cytometric Bead Array" ist ein Detektions-System um 16sliche Produkte, wie z.B.
Zytokine im Zellkulturiiberstand oder aus dem Serum quantitativ zu bestimmen. Vom Prinzip
her handelt es sich dabei um einen Sandwich-ELISA (Enzyme Linked Immuno Assay), bei
dem der Capture-Antikorper jedoch nicht an eine Microtiterplatte, sondern an
Polymerkiigelchen (=Bead) gekoppelt ist; diese Beads wiederum tragen Fluoreszenzmolekiile
in sich, die sie in einem DurchfluBzytometer eindeutig identifizierbar machen. Fiir jedes zu
bestimmende Zytokin existiert eine Population an spezifischen Capture Beads, die sich in ihrer
Fluoreszenzeigenschaft (Farbe und Intensitdt) und/oder ihrer Grofle unterscheiden. In einem
zweiten Schritt bindet der spezifische Detektionsantikorper, der in einer anderen Fluoreszenz
(FL-2) eingesetzt wird, an den Komplex aus Capture-Bead und Zytokin. Die Messung erfolgt

am Durchflu8zytometer.

Die Plasmakonzentrationen von TNF, VEGF, bFGF, IL8, MCP-1, CXCL9 und CXCL10
wurden mittels eines Cytometric Bead Array (CBA) der Firma Becton Dickinson bestimmt.
Das Assay wurde gemif der Anleitung durchgefiihrt. Die Nachweisbarkeitsgrenze lag fiir TNF
bei 1,2 pg/ml, VEGF 3,4 pg/ml, bFGF 2,9 pg/ml und IL8 0,8 pg/ml.
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3.2.9 Myokardszintigraphie

Bei der Szintigraphie des Herzmuskels handelt es sich um ein nuklearmedizinisches Verfahren,
das die Darstellung und Beurteilung vital perfundierten Myokardgewebes, nekrotisch
infarzierten Myokardgewebes, der Ventrikelfunktionsverhiltnisse und der
Stoffwechselaktivitit des Herzmuskels in Ruhe und unter Belastung ermdoglicht.

Die Indikation ergibt sich zur der Darstellung der Perfusionsverhiltnisse, der InfarktgroB3e und
Lokalisation des nekrotischen Myokards und wird routineméfig am Deutschen Herzzentrum
Miinchen durchgefiihrt. Dem Patienten wird nach Belastung (z.B. Fahrradergometrie) das
Radionuklid *™Technetium-Isonitril injiziert und die Aktivitit im Myokard gemessen. Nach 3-
4 Stunden wird ein Ruheszintigramm durchgefiihrt. Thallium bzw. Technetium wird als
Kalium-Analogum iiber das Na'-K"-ATPase-System des Myokards aufgenommen. Regelrecht

perfundierte Areale werden markiert, nekrotische Areale kommen nicht zur Darstellung.

3.2.10 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS fiir Microsoft Windows. Unterschiede zwischen
mehr als zwei verbundenen Stichproben wurden mittels Wilcoxons matched pairs signed-ranks
Test iberpriift. Der Gruppenvergleich wurde mit Hilfe des Mann-Whitney Tests fiir
unabhéngige Stichproben durchgefiihrt. Eine mogliche Korrelation zwischen einzelnen
Parametern wurde mit dem Spearman-Rangkorrelationskoeffizient untersucht. Alle Tests
wurden zweiseitig durchgefiihrt und p-Werte < 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 84 Patienten mit akutem Myokardinfarkt, instabiler und stabiler Angina
pectoris aufgenommen, davon waren 68 Patienten ménnlich (81%) und 16 weiblich (19%). Die
Patienten waren in einem Alter von 32 bis 88 Jahren (Durchschnittsalter 64,2 Jahre). 43
Patienten hatten einen akuten Myokardinfarkt, 21 Patienten wurden mit einer instabilen
Angina, 20 Patienten mit einer stabilen Angina pectoris ins Deutsche Herzzentrum Miinchen
eingeliefert. Alle Patienten hatten ihrer Diagnose entsprechende Verldufe der kardialen Marker,
wobei sich bei Patienten mit instabiler Angina pectoris im Vergleich zu den Patienten der mit
stabiler Angina pectoris ein signifikanter Unterschied bei der Plasmaenzymaktivitit der CK,
der CK-MB und bei der Konzentration des Troponin T zeigte. Alle Patienten wiesen in der
Angiographie eine hochgradige Stenose oder einen Verschluss einer oder mehrerer
Herzkranzarterien auf, die mittels PCI und Stentimplantation erfolgreich rekanalisiert werden
konnten.

Die Gruppe der Patienten mit stabiler Angina setzte sich aus 20 Patienten zusammen
(Durchschnittsalter 63,6 Jahre), 15 Ménner (75%) und 5 Frauen (15%), mit einer stabilen,
belastungsabhidngigen Angina pectoris und angiographisch  gesicherter koronarer
Herzkrankheit, die eine elektive PTCA und Stentimplantation der betroffenen Koronararterie
erhielten.

Die Patienten aller untersuchten Studiengruppen waren beziiglich ihrer demographischen Daten
(Alter, Geschlecht, Risikofaktoren) und beziiglich der Anzahl der betroffenen Gefélle
vergleichbar.

Die klinischen Daten der Patientengruppe sind in Tabelle 7 zusammengefasst.
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(oy3) (n31) (r?:AZFC’)) AMI vs. SAP 1AP vs. SAP
Alter 60,7+2,1 71,2+2,9 63,6+2,5 n.s. p=0,005
Geschlecht m (w) 36 (7) 17 (4) 15 (5) n.s. n.s.
Risikofaktoren (%)
Nikotin 50+7,8 28,6+10,1 45+11,4 n.s. n.s.
Hypertonie 50+7,8 95,2+4.8 75+9,9 n.s. p<0,001
Hypercholesterinamie  47,6+7,8 75+9,7 55,7+3,2 n.s. p=0,044
Diabetes mellitus 31+7,2 9,546,9 40+11,2 n.s. n.s.
EF (%) 43,1+1,9 45,1+3,5 55,7+3,2 p<0,001 n.s.
max. CK (U/l) 2031,9+303,3 190,1+27,9 100+9,1 p<0,001 p<0,001
max. CK-MB (U/l) 27540 35,9+5,8 17,2+1,2 p<0,001 p<0,001
max. TnT 3,3+0,5 0,6+0,2 0,05+0,015 p<0,001 p<0,001
Anzahl GefaRe
1-GE 69% 43% 58% p<0,001 p=0,04
2-GE 24% 43% 37% p<0,001 p=0,04
3-GE 7% 14% 5% p<0,001 p=0,04
CRP 22,48+9,53 10,4+3,68 3,15+0,56 n.s. n.s.
Leukozyten 11,68+0,56 8,03+0,51 6,35+0,33 p<0,001 p<0,001

Tabelle 7: Charakteristika des Patientenkollektivs. Angaben in Mittelwert oder Prozent + SEM; n.s. = nicht

signifikant; ACS = akutes Koronarsyndrom, AMI = akuter Myokardinfarkt, IAP = instabile Angina pectoris, SAP

= stabile Angina pectoris; EF = Ejektionsfraktion; GE = GefalRerkrankung.
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4.2  Die Wirkung der Plasmaproben auf Angiogenese, Proliferation und Migration von
Endothelzellen

Um die Wirkung von im Plasma befindlichen Mediatoren bei verschiedenen Auspridgungen der
koronaren Herzerkrankung auf Endothelzellfunktionen zu untersuchen wurden bei Patienten
mit stabiler Angina pektoris, instabiler Angina pektoris und akutem Myokardinfarkt vor
koronarer Stentimplantation und 4-5 Tage danach vendse Blutabnahmen durchgefiihrt, CPDA
Plasma abzentrifugiert und in funktionellen Assays untersucht. Die Migration wurde in einem
»scratching assay* bestimmt, die Angiogenese in einem Matrigelassay und die Proliferation
mittels BrDU Inkorporationsassay.

Es zeigte sich, dass im Verlauf nach koronarer Stentimplantation nur die Proliferationsrate
signifikant vermindert war (Abb. 6a), wiahrend die Effekte des Plasmas auf die Migration (Abb.
6b) und Angiogenese (Abb. 6¢) sowohl vor Stentimplantation, als auch nach Stentimplantation
in allen Gruppen unverindert waren.

Im Vergleich zu Patienten mit stabiler und instabiler Angina pectoris war das angiogenetische
Potential der Plasmaproben im akuten Myokardinfarkt signifikant erhoht (Abb. 7a), wahrend
die Migrations- und die Proliferationsrate im akuten Myokardinfarkt verringert waren.

Bei Patienten mit stabiler und instabiler Angina pectoris war die Migrationsrate signifikant
erhoht im Vergleich zu Patienten mit akutem Myokardinfarkt (Abb. 7b). Das migratorische
Potential des Plasmas von Patienten mit IAP und SAP war vergleichbar.

Bei Patienten mit stabiler Angina pectoris war das proliferative Potential der Plasmaproben

signifikant erhoht im Vergleich zu Patienten mit akutem Myokardinfarkt (Abb. 7¢).
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Abb.6a: Signifikanter Abfall des proliferativen Potentials von Endothelzellen (HCAEC) nach PTCA/Stent.
Akuter AMI = Myokardinfarkt, IAP = Instabile Angina pectoris, SAP = Stabile Angina pectoris. * = p < 0,05
vs. ,,Vor PTCA/Stent*
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Abb. 6b: keine signifikanten Unterschiede im migratorischen Potential von Endothelzellen (HCAEC) vor-
und nach PTCA/Stent. Akuter AMI = Myokardinfarkt, IAP = Instabile Angina pectoris, SAP = Stabile

Angina pectoris.
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Abb. 6¢: keine signifikanten Unterschiede im angiogenetischen Potential von Endothelzellen (HCAEC) vor-
und nach PTCA/Stent. Akuter AMI = Myokardinfarkt, IAP = Instabile Angina pectoris, SAP = Stabile

Angina pectoris.
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Abb. 7a: Signifikante Erhéhung des angiogenetischen Potentials bei akutem Myokardinfarkt (AMI) im
Vergleich zur instabilen Angina pectoris (IAP) und stabilen Angina pectoris (SAP). Die Endothelzellen
wurden mit 10% Patientenplasma stimuliert, das vor PTCA/Stent abgenommen wurde. * p < 0,001 vs AMI,
** p=0,002.
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Abb 7b: Signifikante Erhdhung des migratorischen Potentials bei stabiler und instabiler Angina pectoris im
Vergleich zum akuten Myokardinfarkt. Die Endothelzellen wurden mit 25% Patientenplasma stimuliert, das
vor PTCA/Stent abgenommen wurde. T p =0,025 vs. AMI, 1 p = 0,038 vs. AMI.
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Abb.7c: Signifikante Erhdhung des proliferativen Potentials bei stabiler Angina pectoris (SAP) im Vergleich
zum akuten Myokardinfarkt. Die Endothelzellen wurden mit 10% Patientenplasma stimuliert, das vor

PTCA/Stent abgenommen wurde. T p = 0,034 vs. AMI.
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Abbildung 8: Die Effekte des Plasmas auf die Angiogenese waren sowohl vor PTCA/Stent (a), als auch nach
PTCA/Stent (b) in allen Gruppen (AMI=1, IAP=2, SAP=3) vergleichbar. Gezeigt sind Représentative

Beispiele, Endothelzellen wurden mit CPDA-Serum stimuliert, fiir 12h bei 37°C inkubiert und anschliefend
fotografiert.
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Abbildung 9 (S.63): Die Effekte des Plasmas auf die Migration waren sowohl vor PTCA/Stent (a), als auch
nach PTCA/Stent (b) in allen Gruppen (IAP=2, SAP=3) vergleichbar. Gezeigt sind reprasentative Beispiele,
Endothelzellen wurden mit CPDA-Serum stimuliert, fir 24h bei 37°C inkubiert und anschliefend
fotografiert. Der Pfeil zeigt die gewanderte Distanz an.

Abbildung 10: Geringeres migratorisches Potential im akuten Myokardinfarkt (AMI=1) im Vergleich zur

stabilen Angina pectoris (SAP=3). Gezeigt sind représentative Beispiele, Endothelzellen wurden mit CPDA-
Serum stimuliert (a), fir 24h bei 37°C inkubiert (b) und anschlieend fotografiert. Der Pfeil zeigt die
gewanderte Distanz an.
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Abbildung 11: Erhohtes angiogenetisches Potential im akuten Myokardinfarkt (AMI=1) im Vergleich zur
stabilen Anjina pektoris (SAP=3).

Gezeigt sind représentative Beispiele, Endothelzellen wurden mit CPDA-Serum stimuliert, fir 12h bei 37°C
inkubiert und anschlieRend fotografiert.
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4.3  Die Konzentration von Chemokinen und Zytokinen im Plasma und Assoziation

mit Endothelzellfunktionen

Um Mediatoren zu identifizieren, die fiir Angiogenese, Proliferation oder Migration von
Bedeutung sind bestimmten wir die Plasmakonzentration der Zytokine und Chemokine IL-8,
CCL2/MCP-1, CXCL9, CXCL10, Tumor-Nekrose Faktor-alpha, VEGF und bFGF.

Bei der univariaten Regressionsanalyse zeigte sich eine Korrelation des Chemokins CXCL10
mit dem angiogenetischen Potential von Plasmaproben bei Patienten mit stabiler Angina
pektoris (p=0,008) und eine Korrelation von CCL2/MCP-1 mit dem proliferativen bzw.
migratorischen Potential bei Patienten mit stabiler (p=0,015) und instabiler Angina pektoris
(p=0,007). Des weiteren zeigte sich eine Korrelation des Chemokins CXCL9 mit dem
angiogenetischen Potential bei Patienten mit stabiler Angina pektoris (p=0,018). Bei Patienten
mit stabiler Angina pektoris zeigte sich eine Assoziation der Migrationsrate mit den VEGF-
Plasmakonzentrationen (p=0,007), bei Patienten mit instabiler Angina pektoris eine

Assoziation der Angiogeneserate mit den VEGF-Plasmakonzentrationen (p=0,017) (Tabelle 8).
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[pg/ml] Migration Angiogenese Proliferation

CXCL10 AMI 870,2+ 181,5 n.s. n.s. n.s.
IAP 807,5+198,1 n.s. n.s. n.s.
SAP 505,8+ 86,9 n.s. 0,008 n.s.
MCP-1 AMI 179,3+ 35,8 n.s. n.s. n.s.

IAP 142,4+ 28,9 n.s. n.s. 0,007

SAP 163+ 47,9 0,031 n.s. 0,015
CXCL9 AMI 4541+ 71,5 n.s. n.s. n.s.
IAP 351,5+ 83,6 n.s. n.s. n.s.
SAP 360,8+ 105,4 n.s. 0,018 n.s.
CXCL8 AMI 41,546 n.s. n.s. n.s.
IAP 28,645,4 n.s. n.s. n.s.
SAP 25,6+4,2 n.s. n.s. n.s.
VEGF AMI 357,2+455,3 n.s. n.s. n.s.
IAP 340,7+117,7 n.s. 0,017 n.s.
SAP 127,5+30,6 0,007 n.s. n.s.
bFGF AMI 36,8+ 11,8 n.s. n.s. n.s.
IAP 43,8+ 14,8 n.s. n.s. n.s.
SAP 24,6+ 2,1 n.s. n.s. n.s.

Tabelle 8: Assoziation zirkulierender Chemokine und Zytokine mit dem angiogenetischen, proliferativen und
migratorischem Potential der Plasmaproben auf Endothelzellen. Gezeigt sind die p-Werte nach univariater
Regressionsanalyse, *signifikant.

Im Gruppenvergleich ergab sich ein signifikanter Unterschied in der VEGF Konzentration zwischen Akutem
Myokardinfarkt und Stabiler Angina pectoris (p=0,003).
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4.4  Die Assoziation der szintigraphischen Infarktgrée mit Endothelzellfunktionen

Inwieweit die Effekte der Plasmaproben auf Endothelzellen mit klinischen Parametern
korrelierten untersuchten wir mittels Regressionsanalyse. Dabei ergab sich, dass die
szintigraphische Infarktgrofle negativ mit dem angiogenetischen Potential von Plasmaproben

bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt korrelierte (r = 0,299).
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Abbildung 12:  Die szintigraphische InfarktgroRe direkt nach PTCA/Stent korreliert negativ mit dem

angiogenetischen Potential von Plasmaproben bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt.
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45 Die Assoziation von kardiovaskularen Risikofaktoren mit Endothelzellfunktionen

Bei der univarianten Analyse zum Einfluss von Risikofaktoren auf die Effekte der
Plasmaproben ergaben sich bei Patienten mit stabiler Angina pectoris Korrelationen von
Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie mit dem angiogenetischem Potential (p = 0,01; p =
0,04) sowie von Hypercholesterinimie mit dem Proliferationspotential (p = 0,01). Bei
Patienten mit instabiler Angina pektoris korrelierte Diabetes mellitus mit der Proliferationsrate
(p = 0,02), sowie Hypercholesterinimie mit dem angiogenetischen Potential (p = 0,04),
wihrend im akuten Myokardinfarkt kein FEinfluss des Risikofaktorprofiles auf die
Endothelzellfunktion bestand.

Migration Angiogenese Proliferation
arterielle Hypertonie AMI n.s. n.s. n.s.
IAP n.s. n.s. n.s.
SAP n.s. 0,04* n.s.
Diabetes mellitus AMI n.s. n.s. n.s.
IAP n.s. n.s. 0,02*
SAP n.s. 0,01* n.s.
Hypercholesterinémie AMI n.s. n.s. n.s.
IAP n.s. 0,04* n.s.
SAP n.s. n.s. 0,01*
Nikotin AMI n.s. n.s. n.s.
IAP n.s. n.s. n.s.
SAP n.s. n.s. n.s.

Tabelle 9: Assoziation von Risikofaktoren mit dem angiogenetischen, proliferativen und migratorischen

Potential der Plasmaproben auf Endothelzellen. Gezeigt sind p-Werte nach multivarianter Analyse. n.s. = nicht

signifikant, * = signifikant.
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5. Diskussion

51 Die Wirkung von Chemokinen und Zytokinen auf das angiogenetische,

proliferative und migratorische Potential von Endothelzellen

Chemokine, eine groBe Familie inflammatorischer Zytokine spielen wihrend verschiedener
pathophysiologischer Prozesse, dem Wachstum von Tumoren, Wundheilung und Ischémie eine
wichtige Rolle in der Regulierung der Angiogenese, einschlieBlich Proliferation und Migration
von Endothelzellen.

Dabei konnen Chemokine und Zytokine ihre regulierende Funktion auf die Angiogenese direkt
ausiiben, oder indirekt, als Folge einer Leukozyteninfiltration und  Expression von

Wachstumsfaktoren.

5.1.1 Assoziation von CCL2/MCP-1 mit dem angiogenetischen Potential von
Plasmaproben bei stabiler und instabiler Angina pectoris

Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) zdhlt zu der Familie der CC-Chemokine und
spielt eine entscheidende Rolle bei der Initiierung und Progression der Inflammation im
Rahmen eines akuten Koronarsyndroms durch Rekrutierung von Monozyten und Makrophagen
in das Entziindungsgebiet. Durch die Bindung an seinen spezifischen Chemokinrezeptor
(CCR2), induziert MCP-1 die Chemotaxis von Monozyten, die proinflammatorische Signale
vermitteln. CCR2 ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor, der auf endothelialen Zellen der
arteriellen Gefdfe exprimiert wird. Eine durch MCP-1 induzierte Aktivierung des CCR2 auf
endothelialen Zellen fiihrt zu vermehrter Angiogenese und Bildung von Kollateralen.
Angiogenese besteht aus einer Abfolge streng kontrollierter Vorginge, einschlieBlich
Degradation der existierenden Basalmembran, Chemotaxis, Proliferation und Migration von
Endothelzellen und der Bildung von Kapillaren (126). Diese Prozesse sind auch fiir eine
GrofBenzunahme von atheromatdsen Plaques entscheidend, jedoch sind die genauen
molekularen Mechanismen {iber die CCL2 die Angiogenese reguliert, noch nicht vollstindig
bekannt.

Wir wissen heute, dass CCL2 einerseits direkt durch Bindung an seinen Rezeptor auf
Endothelzellen angiogenesefordernde Wirkungen ausiibt und andererseits indirekt iiber seine
Anziehungskraft auf Monozyten und Makrophagen stimulierend auf die Angiogenese wirkt,

indem diese angiogenesefordernde Faktoren sezernieren (49).
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Auch in unserer Arbeit konnten wir eine Assoziation von CCL2 mit dem angiogenetischen
Potential von Endothelzellen bei stabiler und instabiler Angina pektoris zeigen. Im akuten
Koronarsyndrom kommt es folglich zur Freisetzung inflammatorischer Mediatoren mit
proangiogenetischer Wirkung, was im Sinne eines korpereigenen Reparaturmechanismus zur
Bildung neuer Gefél3e fiihrt.

Studien weisen darauf hin, dass eine MCP-1 induzierte Angiogenese iiber die Aktivierung des
RhoA G-Proteins und den Wachstumsfaktor VEGF vermittelt wird. RhoA G-Proteine sind
monomere, GTP-bindende Proteine, die an der Regulation der Genexpression und des
Zytoskeletts beteiligt sind.

In einem in vitro Assay konnte an einem Rattenaortenring gezeigt werden, dass eine
Stimulation mit MCP-1 zu einem signifikanten Anstieg der Kapillarbildung fiihrte. Diese
MCP-1 stimulierte Kapillarbildung konnte durch den Rho-Inhibitor Clostridium difficile Toxin
und C3 Transferase komplett inhibiert werden (60). Weiter konnte gezeigt werden, dass MCP-
1 in humanen aortalen Endothelzellen (HAECs) die Genexpression des ,,hypoxia-inducible
factor 1o (HIF-1a) induziert, was widerum zur Induktion der VEGF Expression fiihrt. Im
Vordergrund steht hier die vermehrte Genexpression der Isoform VEGF-Ajes. Da
Endothelzellen auch in der Lage sind, nach VEGF Stimulation MCP-1 zu sezernieren ergibt
sich folglich ein positiver Feedback-Mechanismus, der zur Aufrechterhaltung einer
Entziindungsreaktion und zur verstarkten Angiogenese fiihren kann.

Schon frithere Studien haben gezeigt, dass durch die Stimulation vaskuldrer Endothelzellen mit
VEGF das Rho-Protein aktiviert wird. Das Rho-Protein vermittelt die VEGF induzierte
Migration und Proliferation endothelialer Zellen (154) und fiihrt nach Aktivierung des VEGF
Rezeptor-2 zur Tyrosinphosphyrilierung mehrerer Signalproteine. Es wird jedoch
angenommen, dass auch VEGF-unabhédngige Mechanismen Bestandteil der MCP-1 induzierten
Angiogenese sein konnten, wie die MCP-1 vermittelte Migration vaskuldrer Endothelzellen
und die Rho-Protein vermittelte endotheliale Organisation.

In einer kiirzlich verdffentlichten Studie wurden die molekularen Mechanismen der CCL2-
induzierten Angiogenese an cerebralen Endothelzellen untersucht und dabei herausgefunden,
dass CCL2 direkt die Expression verschiedener angiogenesefordernder Faktoren induziert.
Unter dem EinfluB von CCL2 kam es zu einer deutlichen Hochregulierung des Ets-1
Transkriptionsfaktors (144). CCL2 induzierte einen signifikanten Anstieg der Ets-1 mRNA und
Proteinexpression, sowie der Ets-1 DNA Bindungsaktivitit. Durch die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Ets-1 wird die Expression Angiogenese fordernder Faktoren, wie

Integrin-f33 reguliert.
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Die Heilung eines Myokardinfarktes ist ein dynamischer, biologischer ProzeB, der durch eine
akute Entziindung eingeleitet wird, gefolgt von der Bildung von Granulationsgewebe und der
Ablagerung extrazelluldrer Matrix (40). Die Expression von Chemokinen ist ein bekanntes
Merkmal dieser Entziindung und spielt eine bedeutende Rolle in der Rekrutierung von
Leukozyten (41). Es kommt zur Hochregulation von CCL2 und somit zur Ansammlung von
mononukledren Zellen im verletzten Bereich des Myokards. Randstindige Leukozyten tragen
durch die Freisetzung von proteolytischen Enzymen bei, das abgestorbene Gewebe zu
entfernen. Makrophagen und Mastzellen produzieren fibrogene und angiogenetische
Mediatoren, was die proliferative Phase der Heilung und die Neovaskularisation einleitet und
somit fiir eine effektive Reparatur und Narbenbildung des Myokards sorgt. Chemokine haben
somit auch bedeutende Wirkungen auf nicht-hdmatopoetische Zellen, wie Fibroblasten, glatte
Muskelzellen und Endothelzellen und steuern neben der Angiogenese die Beseitigung von
fibrosem Gewebe im Infarktareal (47).

Durch eine effektivere Reparatur des Gewebes, konnte es moglich sein, ein negatives
Remodeling zu minimieren, das in vielen Fillen zur Herzinsuffizienz und zum Tode fiihrt.
Nach wie vor wird kontrovers diskutiert, ob Marker der endothelialen Aktivierung, wie z.B.
CCL2, als Risikofaktoren der Atherosklerose und der Entwicklung eines akuten
Koronarsyndroms angesehen werden konnen. Basierend auf dem Beweis experimenteller und
klinischer Studien kdnnten endotheliale Zellen, die durch einen entziindlichen Prozel3 aktiviert
wurden, eine Quelle fiir MCP-1 bei Patienten mit KHK darstellen. Bislang gab es jedoch
keine groBe klinische Studie, die die Rolle des MCP-1 Serumspiegels als Risikofaktor fiir die

koronare Herzkrankheit bei Patienten untersucht hat.

5.1.2 Assoziation von CXCL9 mit dem angiogenetischen Potential von

Endothelzellen bei stabiler Angina pectoris

CXCL9 zidhlt neben CXCL4, CXCL10, CXCL11 und CXCL13 zur Gruppe der Angiogenese
hemmenden Zytokine. Zunichst wurde angenommen, dass ihre angiostatische Eigenschaft
hauptsédchlich durch ihre molekulare Struktur bedingt sei. Demnach werden CXC Chemokine
je nach Vorhandensein des ELR-Motivs, das die Abfolge der Aminosduren Glutaminsiure
(Glu), Leucin (Leu) und Arginin (Arg) unmittelbar vor dem Zysteinrest beschreibt, in
Angiogenese fordernde und —hemmende Chemokine unterteilt. Zusdtzlich fand man heraus,
dass die Expression von Chemokinen mit positivem ELR-Motiv von Inhibitoren der

Angiogenese wie z.B. Interferon —a/-pB/-y herunterreguliert wird, wihrend Interferone die
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Expression ELR-negativer, angiostatischer Chemokine hochregulieren (146). Inzwischen ist
die Gruppe der Angiogenese kontrollierenden Chemokine gewachsen und es konnte gezeigt
werden, dass auch CC und CX3C Chemokine, die kein ELR-Motiv besitzen, die Angiogenese
beeinflussen.

Endothelzellen exprimieren funktionelle ~Chemokinrezeptoren mit unterschiedlichen
Eigenschaften. CXCR3 fungiert dabei als angiostatischer Rezeptor, wéihrend iiber CXCR2 und
CXCR4 Angiogenese fordernde Wirkungen vermittelt werden (3). Des weiteren konnte im
Experiment mit Miusen gezeigt werden, dass SLC/CCL7, ein Ligand des CXCR3 Rezeptors
die Angiogenese inhibieren kann, wihrend menschliches CCL7, das nicht an CXCR3 binden
kann, keine angiostatische Wirkung hat. Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass eher die
Aktivierung unterschiedlicher Chemokinrezeptoren, als das Vorhandensein einer ELR Sequenz
fiir die Angiogenese modulierende Wirkung verantwortlich ist (10).

Mehrere Studien haben sich mit den genauen molekularen Mechanismen der angiostatischen
Wirkung von Chemokinen beschéftigt. So konnte z.B. gezeigt werden, dass angiostatisch
wirkende Chemokine die Bindung von FGF-2 und VEGF an ihre Rezeptoren behindern, indem
sie die Wachstumsfaktoren in ihrer Féhigkeit beeintrachtigen Homodimere zu bilden, oder mit
Heparansulfatproteoglykanen der Zelloberfliche zu konkurieren (44). Obwohl es viele
Hinweise dafiir gibt, dass Chemokinrezeptoren die Aktivierung anderer Rezeptoren durch
Desensibilisierung (120) inhibieren, stellt dieser Mechanismus nicht die Grundlage der
Wirkung angiostatischer Chemokine dar.

Es konnte gezeigt werden, dass neutralisierende Anti-CXCR3 Antikorper in der Lage sind, die
antiproliferative Aktivitdit CXCR3 Liganden auf endothelialen Zellen zu blockieren (133). Die
Bindung an Heparansulfat und an bislang unbekannte Chemokinrezeptoren kénnte erkliren,
weshalb Liganden des CXCR3 ihre inhibitorische Wirkung auf endotheliale Zellfunktionen
beibehalten, auch wenn ihre Féhigkeit an CXCR3 zu binden durch Entfernung ihres NH2-
Endes beeintrachtigt ist (116).

Verdanderungen in der Expression der Angiogenese hemmenden Chemokine CXCL9 und
CXCL10 haben grofe Bedeutung im Rahmen eines akuten Myokardinfarktes. Das in
Regeneration befindliche Myokard weist eine hohe proliferative, metabolische Aktivitit auf,
insbesondere durch die Infiltration von Myofibroblasten in das ischdmische Gewebe und die
Abgabe von Komponenten der extrazelluliren Matrix. Die Bildung neuer Gefdfle ist
entscheidend, um das infarzierte, narbige Gewebe mit Sauerstoff und Nihrstoffen zu versorgen

und somit den Kreislauf aufrecht zu erhalten.
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Angiogenese ist dabei von einem komplexen Zusammenspiel von Degradation und Neubildung
extrazelluldrer Matrix, Migration und Proliferation von Endothelzellen und Perizyten abhingig
und letztendlich von einem Ungleichgewicht zwischen angiogenesehemmenden und -
fordernden Faktoren. Die am besten beschriebenen angiogeneseférdernden Faktoren sind
VEGF und bFGF. Makrophagen, T-Lymphozyten, Fibroblasten, Muskelzellen und
Endothelzellen sind unter pathologischen Bedingungen, wie der Myokardischdmie und der
Arteriosklerose in der Lage, VEGF-A und seine Rezeptoren in grofer Zahl zu exprimieren,
vorlibergehend wird dann aber auch die Expression angiogenesehemmender Zytokine wie
CXCL9 und CXCL10 erhoht. Die Expression der mRNA angiostatischer Chemokine wird 24
Stunden nach Reperfusion in Endothelzellen inhibiert, wohingegen die Expression der mRNA
angiogenesefordernder Chemokine erhoht bleibt. Es bleibt zu vermuten, dass die
Unterdriickung der Expression angiostatischer Chemokine ein wichtiger Mechanismus in der
Steuerung der Angiogenese ist, indem das biologische Gleichgewicht hin zum Uberwiegen der
Angiogenese fordernden Faktoren wie bFGF, IL-8 und VEGF verschoben wird. Die
voriibergehende frithe Induktion von z.B. CXCL9 und CXCL10 im ischdmischen Myokard,
konnte dazu dienen, die Stimulation der Angiogenese zu verzogern, bis das verletzte Myokard
durch Infiltration von Phagozyten von abgestorbenen Zellen befreit ist und eine fibrinreiche
Matrix gebildet ist, um das Einsprieen von neuen Blutgefaen zu ermoglichen.

In unserer Arbeit konnten wir eine positive Korrelation von CXCL9 bei Patienten mit akutem
Myokardinfarkt mit dem angiogenetischen Potential feststellen, was sich durch den friihen
Zeitpunkt der Blutentnahme noch vor einer Intervention (PTCA) erkléren konnte und somit die

frithe Induktion von CXCL9 im ischdmischen Myokard widerspiegeln konnte.
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5.1.3 Assoziation von VEGF mit dem angiogenetischen Potential von Endothelzellen bei

stabiler und instabiler Angina pectoris

Im Rahmen eines akuten Koronarsyndroms wird iiber eine VEGF vermittelte, mikrovaskulire
Hyperpermeabilitit und die Einfiihrung einer vorldufigen Matrix, die Teilung von
endothelialen Zellen und die Bildung neuer Blutgefdfle einleitet und ein Milieu geschaffen,
das die Migration von Fibroblasten und Endothelzellen begiinstigt. Auch in unserer Arbeit
zeigte sich eine positive Korrelation von VEGF und der Migration von Endothelzellen bei
Patienten mit stabiler Angina. VEGF spielt eine bedeutende Rolle bei der Gefdllneubildung in
ischdmischen Organen, hat jedoch schon im Vorfeld im Rahmen einer Koronaren
Herzerkrankung und der damit verbundenen chronischen Ischdmie eine Bedeutung in der
Stimulation der Ausbildung von Kollateralen.

Dabei kann VEGF {iber Bindung an die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen KDR und Flt-1, die fast
ausschlieflich an der Oberfliche von Endothelzellen exprimiert werden die Proliferation,
Migration und die Stickstoffmonoxid-Freisetzung aktivieren. Die aktivierten Rezeptoren KDR
und Flt-1 konnen in der Endothelzelle zahlreiche Proteine durch Kaskaden von
Phosphorylierungsreaktionen aktivieren und so spezifische Signalwege im Endothel
anschalten. In Form eines Regelkreises kann VEGF Monozyten chemotaktisch aktivieren, die
Trager sind grofer Mengen an Wachstumsfaktoren. Monozyten konnen somit durch MCP-1
und VEGF angelockt werden und {iber die Produktion von Wachstumsfaktoren die Migration
und Proliferation von Endothelzellen und glatten Muskelzellen induzieren (24), was zur
Ausbilung von lebenswichtigen Kollateralgefiden fiihrt, und das Ziel hat, eine suffiziente
Sauerstoffversorgung zu gewihrleisten. Hauptstimulus der Kollateralenbildung nach
Gefdlverschul bzw. bei Lumeneinengung ist der erhohte Shearstress, der nachfolgend eine
Reihe von Prozessen initiiert, darunter die Hochregulation von Adhisionsmolekiilen,
Zytokinen und Wachstumsfaktoren sowie die nachfolgende Invasion von Monozyten, deren
Reifung zu Makrophgen und Freisetzung von Mediatoren wie VEGF. Am Ende dieser
Umbauprozesse resultiert eine funktionell relevante Kollaterale bzw. Arterie (137). Die
Bildung von Kollateralen als Folge einer Stenose stellt die effizienteste Moglichkeit dar, um
die Perfusion eines ischimischen Gebietes funktionell zu kompensieren, da nur Kollateralen,
jedoch nicht Kapillaren in der Lage sind, ausreichende Mengen an Blut zu transportieren. Die
therapeutische Bildung von Kollateralen mittels Wachstumsfaktoren konnte deshalb das Ziel

sein, eine addquate Kompensation nach Gewebsischimie zu erzielen.
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Neben diesen positiven Funktionen von VEGF-A fiir das Endothel und das GefaBBwachstum
wurde jedoch auch in den letzten Jahren diskutiert, dass VEGF-A eine Rolle bei der
Plaqueangiogenese spielen konnte (109). Die Bildung von Plaques in den Gefiflen kann zur
Induktion von VEGF-A und damit zur Angiogenese fithren, da auf dem Boden von
arteriosklerotischen Plaques hypoxische Areale entstehen kdnnen. Dies widerum induziert die
Bildung von Kapillaren mit dem Resultat der Destabilisierung der Plaques bis hin zur

Plaqureuptur mit dem nachfolgenden Ergebnis einer akuten Gewebsischémie.

5.2 Die Assoziation von klinischen Parametern mit Endothelzellfunktionen bei
Patienten mit KHK

5.2.1 Zusammenhang von szintigraphischer InfarktgroRe und angiogenetischem

Potential von Endothelzellen

Es ist bekannt, dass eine myokardiale Nekrose und Reperfusion mit der Aktivierung einer
Zytokinkaskade verbunden ist (113). Die Heilung eines Myokardinfarktes, einschlieBlich die
Bildung neuer Blutgefdfle ist ein dynamischer, biologischer Prozefl, der durch eine akute
Entziindungsreaktion eingeleitet wird, gefolgt von der Bildung von Granulationsgewebe und
der Ablagerung von extrazelluldrer Matrix (64). Einem Myokardinfarkt folgt die friihe
Freisetzung von Angiogenese fordernden Faktoren, wie z.B. VEGF, IL-8 und bFGF. Je grofer
das Infarktareal jedoch ist, desto mehr nekrotische, funktionslose Myozyten sind vorhanden,
die keinen Beitrag mehr im Rahmen der Entziindungsreaktion leisten konnen.

In unserer Arbeit zeigte sich, dass die szintigraphische Infarktgrofe negativ mit dem
angiogenetischen Potential von Plasmaproben bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt
korrelierte. In diesem Fall wurden Plasmaproben fiir das Angiogeneseassay verwendet, die
direkt nach Stentimplantation gewonnen wurden. Die Quantitit der Angiogenese wurde durch
die Anzahl der Tubuli Verzweigungen bestimmt.

Das heifit, mit zunehmender Grofle der myokardialen Nekrose konnten einerseits vermehrt
Mediatoren freigesetzt werden, die antiangiogenetisch wirken und andererseits die Freisetzung
von proangiogenetisch wirkenden Mediatoren reduziert sein. Eine enorme Myokardschadigung
konnte somit dazu fithren, dass das Regenerationspotential im Sinne der Bildung neuer Gefil3e,

ab einem bestimmten Schiadigungsgrad erschopft ist.
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5.3 Die Assoziation von kardiovaskularen Risikofaktoren mit Endothelzellfunktionen
bei Patienten mit KHK

Klassische Risikofaktoren wie arterielle Hypertonie, inhalatives Zigarettenrauchen und
Diabetes mellitus gehen mit einer Freisetzung proinflammatorischer Zytokine (z.B. IL-6, TNF-
o) einher, die zu eine konsekutiven Erh6hung des Akute-Phase-Proteins CRP fiihren (4).

Aus dem langfristigen Einwirken eines Risikofaktors auf den Organismus kann eine

systemische Entziindungsreaktion resultieren, die Einflul nimmt auf die Endothelzellfunktion.

5.3.1 Assoziation von arterieller Hypertonie und angiogenetischem Potential von
Endothelzellen

Die arterielle Hypertonie stellt einen wichtigen Risikofaktor dar, eine koronare Herzkrankheit
zu entwickeln. Die Ursache des Bluthochdrucks ist meist multifaktoriell bedingt und kann in
einer Aktivierung von (Druck-) Rezeptoren, einem erhdhten extrazelluliren Volumen oder
einer verminderten Elastizitit der Gefal3e liegen.

In dem von uns untersuchten Patientenkollektiv bestand bei 75% der Patienten mit stabiler
Angina zugleich auch eine arterielle Hypertonie. Verschiedene Studien haben sich damit
befasst, den Zusammenhang von arterieller Hypertonie und vermehrter Angiogenese
aufzuklaren. Im Mittelpunkt der Untersuchungen steht dabei der Zusammenhang zwischen
einer Sympathikusaktivierung und dem angiogenetischen Potential von Endothelzellen.

Das Endothel kontrolliert die verschiedenen Gefal3funktionen, einschlielich Tonus,
Permeabilitidt, Thrombose, Hdmostase und Angiogenese (139) iiber die Aktivierung von
Rezeptoren. Die Freisetzung von Stickstoffmonoxid zur Regulierung des Geféf3tonus fiihrt zur
Aktivierung von [3,-Adrenozeptoren. 3,-Adrenozeptoren sind G-Protein gesteuerte Rezeptoren,
die durch Katecholamine aktiviert werden und liber eine intrazelluldre Signaltransduktion
spezifische Zellreaktionen wie z.B. Angiogenese hervorrufen (51). Beim Erwachsenen findet
Angiogenese nur unter bestimmten Bedingungen statt, wihrend der Wundheilung, der
Entstehung von Tumoren, Hypoxie und chronischer Ischdmie (21).

In einem Rattenmodel konnte nun gezeigt werden, dass es unter einer chronischen Ischdmie zur
Hochregulation von B,-Adrenozeptoren kommt und die Aktivierung dieser Rezeptoren einen
Stimulus fiir die Angiogenese darstellt. Weitere Studien zeigen, dass die Proliferation von
Endothelzellen, sowie Apoptose fordernde und —hemmende Effekte iiber ,-Adrenozeptoren

kontrolliert werden. 3,-Adrenozeptoren wirken iiber verschiedene Mechanismen positiv auf die
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Aktivierung bestimmter Enzyme von Endothelzellen (ERK - extracellular receptor-activated
kinase, MAPK - mitogen activated protein kinase). Die Aktivierung dieser Enzyme kann direkt
iiber endotheliale [,-Adrenozeptoren erfolgen, oder iiber die Freisetzung von VEGF. Im
Gegenzug verhindert die Inhibierung von ERK/MAPK die Proliferation von Endothelzellen
vollstindig. Das sympathische Nervensystem konnte somit auch beim Menschen {iber seine
Botenstoffe Katecholamine und Neuropeptide an der Regulierung des in vivo Wachstums
neuer Blutgefilie beteiligt sein.

Bei 75% der untersuchten Patienten mit stabiler Angina bestand gleichzeitig auch eine
arterielle Hypertonie. Geht man nun von einer chronischen Ischdmie auf dem Boden von
relevanten Koronarstenosen aus, so ist eine vermehrte VEGF-induzierte Aktivierung von
Endothelzellen denkbar, die in einer gesteigerten Angiogenese im Sinne einer

Kollateralbildung resultieren konnte.

5.3.2 Assoziation von Diabetes mellitus mit dem proliferativen und angiogenetischen

Potential von Endothelzellen

Die koronare Herzkrankheit ist eine der hdufigsten Komplikationen eines Diabetes mellitus und
und steht in Zusammenhang mit einer hohen Morbiditdt und Mortalitdt. Diabetiker erleiden mit
erhohter Inzidenz und Schwere einen Myokardinfarkt und entwickeln sehr viel hdufiger in der
Folge eine Herzinsuffizienz, als Nichtdiabetiker (2). Die diabetesspezifischen Verdnderungen
beinhalten Mikro- und Makroangiopathien, vornehmlich der Retina, der renalen Glomeruli und
der Koronararterien. Die Mikroangiopathie, die sich infolge eines Diabetes mellitus entwickelt,
ist durch eine Verdickung der Basalmembran gekennzeichnet (96). Diese Verdickung findet
sich an der Basalmembran vaskuldrer und nichtvaskuldrer Gewebe und resultiert hauptsidchlich
aus einer direkten oder enzymatischen hyperglykdmieinduzierten Kreuzverbindung von
Matrixproteinen. Die Pathologie der diabetischen Makroangiopathie, die sich z.B. in Form von
atherosklerotischen Lasionen manifestiert, ist der bei Patienten ohne Diabetes mellitus dhnlich,
die diabetische atherosklerotische Plaque weillt jedoch einige Besonderheiten auf, wie eine
hohere Makrophagendichte, die zur vermehrten Instabilitdt und Rupturneigung fiihrt.

In dem von uns untersuchten Patientenkollektiv bestand bei ca. 25% der Patienten mit stabiler
bzw. instabiler Angina zugleich auch ein Diabetes mellitus. Die endotheliale Dysfunktion
dieser Patienten resultiert letztlich in einer erhohten Adhédsion von Makrophagen und
Thrombozyten, die hohe Konzentrationen von Wachstumsfaktoren (z.B. VEGF) sezernieren

konnen und somit EinfluB nehmen auf die Proliferation und Migration von glatten

78



Muskelzellen und Endothelzellen, was schlieflich zu vermehrter Angiogenese fiihren kann,
auch im Bereich der Plaque.

Proinflammatorische Proteine wie CRP, I1-6 und Plasminogenaktivator-Inhibitor-(PAI-)1 sind
bei Insulinresistenz und Hyperglykdmie vermehrt nachweisbar (35). Auch préadiabetische
Patienten, die im Verlauf cinen manifesten Diabetes mellitus entwickeln, weisen bereits
erhohte Marker der Inflammation auf. Besonders bei dieser Gruppe von Hochrisikopatienten
fiir ein akutes Koronarsyndrom konnte zukiinftig ein zuverldssiger Marker der Inflammation,

der zugleich die Stabilitit einer Plaque widerspiegelt, eine Prognoseverbesserung bedeuten.

5.3.3 Assoziation von Hypercholesterindmie mit dem proliferativen und

angiogenetischen Potential von Endothelzellen

Bereits die frithen Stadien atherosklerotischer Lasionen sind durch eine lokale subendotheliale
Ablagerung von Cholesterin gekennzeichnet. Diese Fetteinlagerungen induzieren -eine
Gegenreaktion, die durch die Adhésion von Monozyten und Lymphozyten an das Endothel und
deren nachfolgende Einwanderung in die GefaBwand gekennzeichnet ist und zum Ziel hat, die
lokale Himdostase in der GefaBwand wiederherzustellen (131). Oxidativ modifizierte Low-
density-Lipoproteine (ox-LDL) induzieren eine Dysfunktion des Endothels und eine chronische
Entziindung, die durch inflammatorische Zytokine wie TNF-o und Wachstumsfaktoren
vermittelt wird. Eine weitere charakteristische Wirkung der oxidierten Lipoproteine ist eine
Verschiebung der koagulatorischen Homdostase in Richtung einer vermehrten Koagulation, die
sich in einer erhohten Aktivitat des Plasminogen-Aktivator-Inhibitors-1 (PAI-1) widerspiegelt
(152). Infolge einer Kombination von ox-LDL Anreicherung, Zytokinaktivierung und einer
sich entwickelnden Hypoxie auf dem Boden von relevanten Koronarstenosen kommt es in
Endothelzellen zur verstirkten Expression von VEGF und somit zu vermehrter Proliferation
und Angiogenese. In dem von uns untersuchten Patientenkollektiv wiesen ca. 65% der
Patienten mit stabiler bzw. instabiler Angina eine Hypercholesterindmie auf.

Verschiedene Studien haben bereits einen engen Zusammenhang zwischen Lipoprotein- und
VEGF Serumspiegeln im Blut nachgewiesen. So konnte einerseits unter der Therapie mit
Statinen, die gegenwértig zur Standardtherapie bei Koronarer Herzerkrankung zéhlt, parallel
zur Abnahme des LDL- und Triglyceridwertes eine Reduktion des VEGF und CRP-Spiegels
beobachtet werden. Betrachtet man weitere Untersuchungen, muf3 es sich hierbei jedoch um
biphasische und dosisabhingige Effekte handeln. In einer Studie an Yucatan-Schweinen

verbesserte die Therapie mit Atorvastatin die hypercholesterindmieinduzierte endotheliale
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Dysfunktion, ohne Beeintrdchtigung der kollateralabhéngigen Perfusion im Sinne einer
verstiarkten proangiogenetischen Antwort (101). Wachstumsfaktoren wie VEGF und FGF-2
iiben ihre Wirkung hauptsichlich durch Aktivierung von Tyrosinkinase gekoppelten
Rezeptoren aus, was schlielich zur Freisetzung von NO fiihrt (150). Da die Koronare
Herzerkrankung durch eine endotheliale Dysfunktion mit verminderter NO-Bioverfligbarkeit
gekennzeichnet ist, konnte an diesem Punkt eine Limitierung des Benefits in der Gabe von

Wachstumsfaktoren im Sinne einer therapeutischen Angiogenese bestehen.

5.4  Madagliche klinische Relevanz und therapeutische Anwendung

Entziindliche Prozesse spielen eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie der koronaren
Herzkrankheit (KHK) und des akuten Koronarsyndroms (ACS). Bei Patienten mit ACS
konnten uns zukiinftig neue Biomarker in Kombination mit Troponin helfen, Patienten zu
identifizieren, die ein hohes Risiko fiir vaskuldre Ereignisse aufweisen. Insbesondere die
Patienten mit biochemischer Evidenz fiir ein anhaltendes inflammatorisches Geschehen, sowie
instabile und vulnerable Plaques konnten von einer medikamentdsen, antiinflammatorischen
und frithen invasiven Therapie profitieren.

Mit der Zielsetzung langfristig einen Beitrag zu der Idee zu leisten, ein Screening Verfahren fiir
Risikopatienten mit KHK zu entwickeln, untersuchten wir die Assoziation bestimmter
Chemokine und Zytokine mit der Endothelzellfunktion. Im Rahmen dieser Untersuchungen
etablierten wir funktionelle Assays, um die Wirkungen des Plasmas von Patienten mit
koronarer Herzerkrankung auf das angiogenetische, migratorische und proliferative Potential
von Endothelzellen zu untersuchen und ein krankheitsspezifisches Profil zu erstellen.
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass es bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom zu
Veridnderungen im Plasmaspiegel von Biomarkern kommt, die mit der Inflammation, der
Pléttchenaktivierung, der Gerinnung, der Nekrose der Myozyten und der Plaqueruptur
verbunden sind (111). Bislang konnten nur einzelne Proteine im Plasma von Patienten mit
KHK analysiert werden, seit kurzem gibt es jedoch mit Proteomics eine neue Technik, die es
ermdglicht, eine Ubersicht aller Proteine, die im Gewebe, auf Zellen und im Plasma exprimiert
werden zu erstellen. Proteomics besteht aus einer Kombination von Techniken, einschlieB3lich
zweidimensionaler Gelelektrophorese, Image Analyse und Massenspektrometrie.

Im Zeitalter von Proteomics konnte es langfristig in der Kardiologie das Ziel sein, spezifische

und prognostisch aussagekréftige Proteinkombinationen im Plasma von Patienten mit KHK zu
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identifizieren, wie dies bereits in der Onkologie im Sinne von Tumormarkern zur
Risikostratifizierung bei Krebspatienten moglich ist.

Zukiinftig konnten durch Bioassays in Kombination mit z.B. Proteomics klinisch relevante
Biomarker identifiziert werden. In ersten Untersuchungen gelang bereits durch
Fliissigkeitschromatographie gekoppelte Tandem-Massenspektometrie die Identifizeirung
verschiedener Polypeptide der indikativen Muster aus Urin als Fragmente von Kollagen I und
ITI. Diese beiden Kollagentypen sind Bestandteile der extrazelluldren Matrix, die in verdickten
Bereichen der Intima arteriosklerotischer Lésionen gefunden werden. In gesunden Arterien
geht die Neusynthese und Degradation der extrazelluldren Matrix verhdltnismaBig langsam
vonstatten. Eine pathologische Verdnderung fiihrt jedoch zu einer beschleunigten Synthese der
extrazelluldren Matrix , wie beispielsweise Kollagen Typ I und III, Elastin und verschiedenen
Proteoglykanen (83). Jedes der identifizierten Kollagenfragmente konnte im Vergleich zu
gesunden Kontrollen in erhdhten Mengen im Urin von KHK-Patienten gefunden werden. Diese
Fragmente entstehen vermutlich durch den EinfluB der Matrixmetalloproteinase 9 (MMP-9),
die bei arteriosklerotischen Verdnderungen verstirkt exprimiert wird (71). Auch gibt es
Hinweise dafiir, dass zirkulierende MMP-9 ein rapides Schrumpfen des Lumendurchmessers
und eine erhohte kardiovaskulédre Sterblichkeit anzeigt. Eine erhohte MMP-9-Aktivitét wurde
vor allem in instabilen Plaques gefunden, MMP-9 spielt somit auch eine Rolle bei der
Plaqueruptur.

Die klinische Relevanz unserer Untersuchungen ist in der Risikostratifizierung von Patienten
mit KHK zu sehen. Die heterogene Gruppe der Patienten mit ACS ohne EKG-Verinderungen
stellt im klinischen Alltag ein hiufiges Problem dar. Die klassischen Nekrosemarker
Kreatininkinase (CK-MB), kardiales Troponin T (TnT) und Troponin I (Tnl) sind in der
klinischen Routine etablierte Marker und entscheidend fiir die Therapiestrategie. Allerdings
finden sich lediglich bei 22-50% der Patienten mit einem ACS erhdhte Konzentrationen von
Troponin im Serum (6). Dariiber hinaus haben troponinnegative Patienten ein Risiko von 8,4%
fiir Tod oder nichttddlichen Myokardinfarkt innerhalb von 6 Monaten nach einem akuten
Koronarsyndrom (148). Auch fiir diese diagnostische Liicke ergibt sich die Notwendigkeit zur
Etablierung zusétzlicher Marker.

Bereits jetzt ist bekannt, dass sidmtliche in der Primér- und Sekundérpravention der
Atherosklerose zum FEinsatz kommende Medikamente, wie Statine, ACE-Hemmer,
Thrombozytenaggregationshemmer  und  Glitazone  bei  Patienten @ mit KHK

antiinflammatorische Effekte austben.
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Die Identifizierung zirkulierender inflammatorischer Mediatoren, konnte die Entwicklung
neuer, gezielt eingreifender, vaskuldr antiinflammatorischer Substanzen nach sich ziechen.
Dadurch besteht die begriindete Hoffnung, aus der verbesserten Einsicht in die
Pathophysiologie des ACS und in die Wirkung inflammatorischer Mediatoren auf

Endothelzellen, therapeutische Konsequenzen fiir den individuellen Patienten abzuleiten.

6. Zusammenfassung

Bei der Etablierung funktioneller Assays um die Wirkungen des Patientenplasmas auf die
Endothelzellfunktion zu untersuchen und ein krankheitsspezifisches Profil aufzuweisen zeigte
sich, dass im Verlauf nach koronarer Stentimplantation nur das proliferative Potential von
Plasmaproben signifikant vermindert war, wihrend die Effekte des Plasmas auf die Migration
und Angiogenese sowohl vor Stentimplantation, als auch danach in allen Gruppen unverindert
waren. Im Vergleich zu Patienten mit stabiler und instabiler Angina pectoris war das
angiogenetische Potential der Plasmaproben im akuten Myokardinfarkt signifikant erhoht,
wihrend die Migrations- und die Proliferationsrate im akuten Myokardinfarkt signifikant
verringert waren.

Die Analyse von Zytokinen und Chemokinen und ihre Assoziation mit einzelnen
Endothelzellfunktionen ergab einen Hinweis auf ihre spezifische Rolle im Rahmen der
Inflammation. Zukiinftig konnte die Verwendung von Bioassays in Kombination mit z.B.
Proteomics eine Identifizierung von klinisch relevanten Biomarkern erlauben. Weitere
Untersuchungen mit einem groBeren Patientenkollektiv konnten die klinische Relevanz

aufdecken.
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7. Abkurzungen

ACS
bFGF
CCS Klassifikation
CK
CK-MB
CPDA Plasma
CRP
FAK
FCS
FGF-2
GA
GCSF
GTP
HUVEC
ICAM
IL1

IL2

IL8
KHK
LDL
MCP-1
MCSF
MW
NO
NSTEMI
PAI-1
PBS
PDGF
PTCA
SEM
STEMI
TGF-B
TGF-p

Acute coronary syndrome

Basic fibroblast growth factor

Canadian Cardiovascular Society
Kreatinkinase

Isoenzym der Kreatinkinase Myocard/Brain
Citrate Phosphate Dextrose Anticoagulant
C-reaktives Protein

focal adhesion kinase

Fetal calf serum

Fibroblast growth factor

Gentamicin und Amphotericin
Granulocyte colony-stimulating factor
Guanosin Triphophat

Human umbilical vein endothelial cell
Intracellular adhesion molecule
Interleukin 1

Interleukin 2

Interleukin 8

Koronare Herzkrankheit

Low density lipoprotein

Monocyte chemoattractant protein 1
Macrophage colony-stimulating factor
Mittelwert

Stickstoffmonoxid

Non ST - elevated myocardial infarction
Plasminogen activator inhibitor-1
Phosphate buffered saline
Platelet-derived growth factor

Perkutane transluminale Koronarangioplastie
Standardabweichung in Bezug auf die Anzahl der Versuche
ST - elevated myocardial infarction
Transforming growth factor 3

Transforming growth factor-§
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TNF-a Tumornekrosefaktor a

t-PA Tissue plasminogen activator
VCAM Vascular cell adhesion molecule
VWF von-Willebrand-Faktor
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