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Zusammenfassung

Im Rahmen eines akuten Myokardinfarktes entsteht eine sterile kardiale Wunde. Diese
bedingt eine systemische inflammatorische Antwort und die Rekrutierung
hunderttausender Monozyten in das Infarktareal. In der frihen inflammatorischen
Phase phagozytieren die bereitgestellten Monozyten nekrotische Zellen und Debris
und setzen Entzindungsmediatoren frei, in der darauffolgenden reparativen Phase
spielen sie eine entscheidende Rolle fiir die Bildung einer kollagenreichen Narbe.

Es stellte sich die Frage, ob flr eine optimale Heilungsphase nach einem
Myokardinfarkt nicht nur vermehrt (quantitative Veradnderungen), sondern auch
phanotypisch verschiedene Monozyten (qualitative Veradnderungen) bereitgestellt
werden. Das Ziel dieser explorativen Arbeit war die Charakterisierung der
phanotypischen Veranderungen zirkulierender klassischer, inflammatorischer (CD14-
positiver) Blut-Monozyten nach einem akuten Myokardinfarkt beim Menschen.
Mittels Transkriptom-Sequenzierung isolierter CD14-positiver Blut-Monozyten bei
Patienten mit akutem ST-Strecken-Elevations-Infarkt zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten wurden die Genexpressionsdnderungen im Zuge der inflammatorischen
Antwort untersucht. Als Kontrollgruppe dienten Patienten mit einem chronischem
Koronarsyndrom.

Die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung zeigen eine hochsignifikante differentielle
Expression zahlreicher Gene in CD14-positiven Blut-Monozyten sowohl im Verlauf
nach einem Myokardinfarkt als auch im Vergleich zu Patienten mit chronischem
Koronarsyndrom. Die Analyse zeigt bei den Blut-Monozyten im Anschluss an eine
myokardiale Ischamie zunéchst pro-inflammatorische und spater
entzindungslimitierende Anpassungen. Insbesondere die differentielle Expression
der Gene CYP19A1, THBS1, CLU, TRPM6, MTUS1, CRIP2, IL1R2, IL1R1, IL1RAP,
IL18R1, IL18RAP, IL21R und CX3CR1 deutet auf eine wichtige Beteiligung an der
phénotypischen Regulation der monozytaren Immunantwort hin.

Diese Ergebnisse assoziativer Natur zeigen in ihrer Gesamtheit eine phanotypische
Dynamik der zirkulierenden Blut-Monozyten nach einem Myokardinfarkt und kénnen
als wichtige Grundlage flir weitere Folgeprojekte zu bisher ungeniigend erforschten

pathophysiologischen Abldufen nach stattgehabtem Myokardinfarkt dienen.
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Abstract

Myocardial infarction inflicts a sterile wound on the heart. The following systemic
inflammatory response results in recruitment of hundreds of thousands of monocytes
to the infarcted heart. Recruited monocytes remove necrotic cells and debris, release
inflammatory mediators, and play a pivotal role in the sequential phases of cardiac
injury and repair.

This raised the question whether an optimal postischemic healing apart from an
increased number of monocytes (quantitative changes) requires the supply of
phenotypically different monocytes (qualitative changes). The objective of this
exploratory study was to characterize phenotypical changes in circulating classical,
inflammatory (CD14-positive) human blood monocytes during myocardial infarction.
Performing transcriptomic profiling of CD14-positive human blood monocytes
isolated from patients with ST-elevation myocardial infarction at two different time
points, we studied changes in gene expression during the inflammatory response. As
control group we enrolled patients with chronic coronary syndrome.
RNA-sequencing results show highly significant differential expression of numerous
genes in CD14-positive monocytes. Those changes occurred during the course of
myocardial infarction and also in comparison to patients with chronic coronary
syndrome. Analysis revealed pro-inflammatory adaptions in the early inflammatory
phase following myocardial ischemia and anti-inflammatory changes toward the end
of the inflammatory phase. Specifically, differential expression of genes CYP19A1,
THBS1, CLU, TRPM6, MTUS1, CRIP2, IL1R2, IL1R1, IL1RAP, IL18R1, IL18RAP,
IL21R and CX3CR1 indicates their importance for the regulation of the monocytic
immune response.

Taken together the results show phenotypical dynamics of circulating human blood
monocytes after acute myocardial infarction. They can serve as a reference for further

investigations of pathophysiological alterations after myocardial infarction.
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1 Einleitung

1.1 Akuter Myokardinfarkt

1.1.1 Definition

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist definiert als Akkumulation atherosklerotischer
Plagques in den Koronararterien und kann anhand der klinischen Présentation in akute
Koronarsyndrome (ACS) und chronische Koronarsyndrome (CCS) unterteilt werden.
Als CCS werden die folgenden klinischen Manifestationen der KHK laut aktuellen
Leitlinien definiert (Knuuti et al., 2020): Stabile pektangindse Beschwerden, Luftnot,
eine neu aufgetretene Herzinsuffizienz oder linksventrikulédre Dysfunktion bei Verdacht
auf Bestehen einer KHK. Ferner eine stabile oder fehlende Symptomatik bei Patienten
nach stattgehabtem ACS oder nach Revaskularisation, pektanginése Beschwerden
bei Verdacht auf eine vasospastische oder mikrovaskulare Erkrankung sowie eine per
Screening diagnostizierte asymptomatische KHK. Im Gegensatz dazu werden
heutzutage unter dem ACS die Krankheitsbilder STEMI, NSTEMI und instabile Angina
pectoris subsummiert (Braunwald & Morrow, 2013; Collet et al., 2021; Ibanez et al.,
2018; Thygesen et al., 2018).

Der akute Myokardinfarkt (AMI) ist definiert als Nekrose von Kardiomyozyten im
klinischen Kontext einer akuten myokardialen Ischamie (Collet et al., 2021). Ein ST-
Strecken-Hebungs-Myokardinfarkt (STEMI) ist definiert als AMI mit ST-Strecken-
Elevationen in mindestens zwei zusammenhdngenden elektrokardiographischen
Ableitungen, wéhrend ein AMI ohne ST-Strecken-Elevationen als Nicht-ST-Strecken-

Elevations-Infarkt (NSTEMI) bezeichnet wird (Thygesen et al., 2018).
1.1.2 Epidemiologie

Die koronare Herzkrankheit (KHK) stellt seit Jahren weltweit die flhrende
Todesursache dar. Im Jahr 2019 war sie fur 16 % und damit 9,14 Millionen aller
weltweit Verstorbenen verantwortlich (GBD 2019 Collaborators, 2020). Im Jahr 2018
starben in Deutschland 18 % und damit 170 000 Menschen an den Folgen einer

koronaren Herzerkrankung. Darunter hatten 46 000 und damit 5 % aller in
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Deutschland Verstorbenen einen AMI erlitten (Statistisches Bundesamt, 2020). Die
Pravalenz akuter Herzinfarkte steigt mit dem Lebensalter, was trotz sinkender
Inzidenzen aufgrund der Alterung der Gesellschaft auch zuklnftig steigende
Fallzahlen erwarten lasst (Benjamin et al., 2019). Trotz sinkender Mortalitdt nach
einem STEMI in den letzten 20 Jahren (Gale et al., 2014; Etienne Puymirat et al., 2012)
betragt diese in Europa weiterhin bis zu 10 % (lbanez et al., 2018). Ferner ist die
koronare Herzerkrankung mittlerweile die hdufigste Ursache einer Herzinsuffizienz in

Industrienationen (Benjamin et al., 2019; Gheorghiade et al., 2006).

1.1.3 Pathophysiologie

Die Mehrheit der AMIs sind Komplikationen einer koronaren Herzerkrankung. Circa
vier Funftel aller akuten Koronarsyndrome gehen auf die Formation einer koronaren
Atherothrombose zurlick (Crea & Libby, 2017). Deren héaufigste Ursachen sind
Rupturen und Erosionen atherosklerotischer Plaques in den KoronargefaBen (Jia et
al., 2013). Infarkte, welche auf diese Genese zurlickzuflhren sind, werden als Typ 1
Myokardinfarkte klassifiziert (Thygesen et al., 2018). Die Folge ist eine distal der
GefaBokklusion entstehende Ischamie. Bereits 10 bis 15 Minuten nach Beginn der
Ischdmie entstehen die ersten strukturellen Schaden im Infarktareal, welche bei
ausbleibender Reperfusion in myokardialen Nekrosen resultieren (Jennings & Ganote,
1974). Im Falle einer vollstandigen GefaBokklusion entsteht ein transmuraler Infarkt,
wahrend aus einer subtotalen Okklusion eine Infarzierung der myokardialen
Innenschicht resultiert. Erstere liegt den meisten STEMIs zugrunde und Letztere
prasentiert sich in der Regel als NSTEMI (Srikanth & Ambrose, 2012). Mé&nner und
junge Patienten erleiden haufiger STEMIs als Frauen und &ltere Patienten (Khera et
al., 2015).

Zirka ein Funftel der akuten Koronarsyndrome sind nicht auf eine Koronarthrombose
zuriickzufuhren. Die Ursache solcher Infarkte kann ein Missverhéltnis zwischen
Sauerstoffbedarf und -angebot sein (Myokardinfarkt Typ 2) und auf atherosklerotische
und nicht-atherosklerotische Erkrankungen zurlckzufiihren sein. Wenn im Rahmen
eines plétzlichen Herztods ischdmietypische Symptome und neue ischamietypische
EKG-Verédnderungen auftreten, jedoch vor Todeseintritt keine Blutentnahme und
Bestimmung der Biomarker erfolgen konnte, wird die Diagnose eines Typ 3

Myokardinfarktes gestellt. In Assoziation zu koronaren Interventionen oder Bypass-
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Operationen auftretende ischdmische Myokardschaden werden als Myokardinfarkte
Typ 4 oder Typ 5 bezeichnet. (Thygesen et al., 2018)

Bei Vorliegen eines AMI und Fehlen einer obstruktiven Koronarstenose in der
Koronarangiographie wird zudem von einem Myokardinfarkt mit nichtobstruktiven

Koronararterien (MINOCA) gesprochen (Agewall et al., 2017).

1.1.4 Kilinik und Diagnostik

Das Einsetzen der myokardialen Isch&mie fliihrt zum Beginn der Symptomatik. Diese
ist Ublicherweise charakterisiert durch Brustschmerzen oder retrosternales
Druckgefihl mit akutem Beginn und teils Ausstrahlung in benachbarte
Kdrperregionen. Die haufigsten Projektionsorte des ischdmischen Schmerzes sind
nach absteigender Haufigkeit die linke obere Extremitat, der Unterkiefer sowie Riicken
und Oberbauch. Die Schmerzen sind klassischerweise bewegungsunabhéngig, diffus
und in der kdrperlichen Untersuchung durch Palpation nicht beeinflussbar. Ferner
kann es zu vegetativer Begleitsymptomatik wie Todesangst, Ubelkeit und Erbrechen
kommen. Neben Palpitationen kann es als symptomatisches Korrelat eines
kardiogenen Schocks zu Dyspnoe, Blédsse und letztlich zum Bewusstseinsverlust und
Kreislaufstillstand kommen. Jedoch kann ein AMI insbesondere bei Menschen mit
autonomer diabetischer Neuropathie mit atypischen Symptomkonstellationen oder
gar symptomlos verlaufen (Thygesen et al., 2018).

FUr die Diagnose eines AMI muss eine dynamische Erhéhung des kardialen Troponins
sowie der Nachweis einer myokardialen Ischdmie anhand von Symptomatik, EKG-
Veranderungen oder Bildgebung vorliegen. Folglich sind Anamnese, kdrperliche
Untersuchung, Elektrokardiographie, Labordiagnostik und bildgebende Diagnostik
essenziell fur die Diagnose eines AMI. Mittels gezielter Anamnese lassen sich neben
der eben genannten Symptomatik auch Ischdmie- und Komplikationsrisiko der
Patienten eruieren. Mit der initialen kdrperlichen Untersuchung kénnen insbesondere
Frihkomplikationen wie akute Herzinsuffizienz und ein kardiogener Schock erkannt
werden. Die erste apparative Diagnostik stellt das 12-Kanal-EKG dar, welches nach
geltenden Leitlinien innerhalb von zehn Minuten nach Erstkontakt angefertigt und
interpretiert werden sollte (Collet et al., 2021). Es dient zun&chst der Unterscheidung
zwischen NSTEMI und STEMI und im weiteren Verlauf dem kontinuierlichen

Monitoring. Bei NSTEMIs kann das EKG normal sein, in der Mehrheit der Patienten
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kommt es jedoch zu ST-Strecken-Senkungen, transienten ST-Strecken-Hebungen
oder T-Wellen Verédnderungen. Fir die Diagnose eines STEMIs missen ST-Strecken-
Elevationen in mindestens zwei zusammenhdngenden elektrokardiographischen
Ableitungen vorliegen. Bei Patienten mit Links- oder Rechtsschenkelblock oder mit
ventrikuldren Schrittmachern kann die Diagnose eines STEMIs erschwert sein. Diese
Patienten sollten bei klinischem Verdacht auf eine fortbestehende myokardiale
Ischamie bis zum Beweis des Gegenteils wie STEMI Patienten behandelt werden
(Ibanez et al., 2018). Arrhythmien und AV-Blockaden stellen weitere unspezifische
EKG-Verédnderungen dar, die mit einem AMI assoziiert sein kdénnen. Der
elektrokardiographischen Untersuchung sollte sich, sobald verfligbar, eine
Blutenthahme zur Biomarker Bestimmung anschlieBen. Dabei sollte eine sequenzielle
Bestimmung des kardialen Troponins vorzugsweise mit hochsensitiven Assays
durchgefuhrt werden. Kardiale Troponine weisen im Vergleich zu anderen
Laborparametern wie Kreatinkinase und Myoglobin eine héhere Sensitivitat und
Spezifitdt flr den Nachweis einer kardiomyozytaren Schadigung auf. Bei klinischem
Anhalt fur eine myokardiale Ischdmie gilt die dynamische Erhdhung des kardialen
Troponins Uber der 99. Perzentile gesunder Individuen als Nachweis eines AMIs
(Collet et al., 2021). Der Diagnose eines AMI schlieBt sich eine Koronarangiographie
an, welche sowohl diagnostisch als auch therapeutisch von groBer Bedeutung ist. Im
Falle eines STEMIs sollte diese so schnell wie mdglich erfolgen, bei einem NSTEMI
sollte sie innerhalb von 24 Stunden durchgeflihrt werden. Neben der
Koronarangiographie stellt vor allem die Echokardiographie eine wichtige
bildgebende Diagnostik dar. Sie dient der Darstellung infarkttypischer Verdnderungen
wie regionaler Wandbewegungsstérungen und maéglicher Differentialdiagnosen und

Komplikationen eines AMI.

1.1.5 Therapie

Das akuttherapeutische Ziel ist die Limitation des ischamischen Myokardschadens
durch die Reduktion des akuten Sauerstoffdefizits im betroffenen Infarktareal und die
Verklrzung der Ischéamiezeit. Die unterstutzende medikament6se Behandlung von
Schmerz und Unruhezustinden dient hierbei der Okonomisierung der Herzarbeit und
resultiert in einem verminderten Sauerstoffbedarf. Hierflir werden in Abhangigkeit der

Symptomatik insbesondere Analgetika, Anxiolytika und Antiemetika verabreicht. Der
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Erhalt und die Steigerung der Perfusion erhéhen hingegen das Sauerstoffangebot im
Infarktareal. Im Falle einer atherothrombotischen Genese wird hierfir der
Einddmmung einer zunehmenden GefaBokklusion durch
Thrombozytenaggregationshemmung und Antikoagulation eine entscheidende Rolle
zuteil. Im Falle eines STEMIs soll laut geltenden Leitlinien sowohl eine duale
Thrombozytenaggregationshemmmung mit Acetylsalicylsdure und ADP-Rezeptor-
Hemmern als auch eine Antikoagulation mit Heparinen erfolgen (Ibanez et al., 2018).
Im Falle eines NSTEMIs sollte in Abhangigkeit des Blutungs- und Ischamierisikos eine
einfache oder duale Thrombozytenaggregationshemmung sowie eine Antikoagulation
mit Heparinen erfolgen (Collet et al., 2021).

Durch Wiederherstellung der Blutzufuhr in der initialen Phase des Myokardinfarkts
kénnen Infarktareale gerettet werden, welche durch die Ischdmie noch keine
irreversible Schadigung erfahren haben. Die primére perkutane Koronarintervention
(PCIl) stellt beim AMI und insbesondere beim STEMI die bevorzugte
Reperfusionstrategie dar. Sie sollte bei STEMI Patienten stets so frih wie mdglich
erfolgen. Dabei sollte die Durchfihrung der PCI innerhalb von zwei Stunden nach
Diagnosestellung und innerhalb von zwélIf Stunden nach Symptombeginn angestrebt
werden (Ibanez et al., 2018). Sollte Letzteres nicht mdglich sein, ist in Ausnahmeféllen
eine alternative medikamentdse Fibrinolyse indiziert. Jene sollte innerhalb von zehn
Minuten nach Diagnose und idealerweise bereits im praklinischen Setting erfolgen.
AnschlieBend muss der Patient dennoch einem Koronarinterventionszentrum
zugefihrt werden. Denn auch nach Fibrinolyse muss eine PCI je nach Erfolg der
Thrombolyse entweder unmittelbar oder innerhalb von 24 Stunden erfolgen. Die PCI
sollte nach derzeitigem Erkenntnisstand bevorzugt Uber einen radialen Zugang (Jolly
et al., 2011; Valgimigli, Frigoli, et al., 2018) und mit Implantation von Drug-eluting-
Stents (DES) der neusten Generation (Garot et al., 2017; Palmerini et al., 2014; Urban
et al., 2015) erfolgen. Der interventionellen Reperfusion schlieBt sich eine
intensivmedizinsche Uberwachung fiir ein bis zwei Tage mit Monitoring,
laborchemischer Verlaufskontrolle, Elektro- und Echokardiographie an.

Im Anschluss an die geschilderte Akuttherapie sollte eine Lebensstilmodifikation
sowie Pharmakotherapie zur Sekundarpravention und Vermeidung eines ungtinstigen
kardialen Remodelings erfolgen. Empfohlene Lebensstilinterventionen sind

Nikotinkarenz, mediterrane Erndhrung, Gewichtsreduktion und Steigerung der
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kérperlichen Aktivitat (Anderson et al., 2016; Chow et al., 2010; Piepoli et al., 2016).
Unter die pharmakologische Therapie nach erlittenem AMI féllt die duale
Thrombozytenaggregationshemmung mit Aspirin und einem ADP-Rezeptor-Hemmer.
Sie ist nach erfolgter PCI grundsétzlich fur zwdlf Monate indiziert und kann in Dauer
und Zusammensetzung je nach Blutungs- und Isché&mierisiko sowie Komorbiditaten
der Patienten modifiziert werden (Valgimigli, Bueno, et al., 2018). Sie dient der
Vermeidung einer In-Stent-Restenose und sollte nach Beendigung als lebenslange
Monotherapie mit Aspirin fortgeflihrt werden (Antithrombotic Trialists et al., 2009).
Zudem ist bei allen Patienten ohne Kontraindikationen eine Langzeittherapie mit
oralen Betablockern indiziert, welche bei hamodynamisch stabilen Patienten
innerhalb der ersten 24 Stunden begonnen werden sollte (Bugiardini et al., 2016;
Goldberger et al., 2015). Weiterhin ist der frihzeitige Beginn einer lipidsenkenden
pharmakologischen Therapie mittels Statinen oder alternativer Lipidsenker indiziert
(Baigent et al., 2005). Zur Vermeidung eines ungtnstigen kardialen Remodelings und
zusétzlich zur Behandlung einer etwaigen Hypertension kommen ACE-Hemmer oder
Sartane bei allen Patienten nach AMI zur Anwendung (Heart Outcomes Prevention
Evaluation Study et al., 2000).

1.1.6 Komplikationen

Ein AMI stellt ein lebensbedrohliches Ereignis dar und kann zu zahlreichen Frih- und
Spéatkomplikationen fihren. Abhéangig von der GréBe und der Lokalisation des Infarkts
kénnen plétzlicher Herztod, kardiogener Schock, schwere Herzrhythmusstérungen,
akute und chronische Herzinsuffizienz, Herzwandrupturen und Ventrikelaneurysmen
mogliche Folgen eines AMI sein.

Der kardiogene Schock ist definiert als persistierende Hypotension im euvoldamen
Zustand mit Zeichen einer Hypoperfusion, verursacht durch eine kritische
Verminderung der kardialen Pumpleistung. Er tritt in 6-10 % aller STEMIs auf und geht
mit einer Krankenhausmortalitdt von Uber 50 % einher (Goldberg, Spencer, Gore,
Lessard, & Yarzebski, 2009). Im Falle eines kardiogenen Schocks muss
frihestmdglich die Genese der verminderten kardialen Pumpleistung evaluiert und
behandelt werden. So sind ausgedehnte Myokardinfarkte mit konsekutiv groBem
Verlust von kontraktilem Myokard sowie Herzrhythmusstérungen mdgliche Ursachen.

Neben einer uUberbrickenden, kontrollierten Volumentherapie und kurzzeitigen
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pharmakologischen Kreislaufstabilisierung durch Vasokonstriktoren und Inotropika
hat die schnellstméogliche Reperfusion durch eine primdre PCl oberste Prioritat
(Ibanez et al., 2018).

Erfreulicherweise haben stetig verbesserte invasive und medikamentdse
Behandlungsmoglichkeiten in den letzten Jahrzehnten zu einer stetigen Reduktion der
Mortalitdt nach einem AMI gefihrt (Fox, Evans, Larson, Kannel, & Levy, 2004; E.
Puymirat et al., 2017; Yeh et al., 2010). Dadurch ist jedoch die Pravalenz der
Herzinsuffizienz als Folge eines Myokardinfarktes deutlich gestiegen (Elgendy,
Mahtta, & Pepine, 2019; Gheorghiade et al., 2006). Diese stellt mit einer geschatzten
Inzidenz von 10-40 % die haufigste Komplikation eines AMI dar (Weir, McMurray, &
Velazquez, 2006). Sie bedingt eine dramatisch erhéhte Mortalitat im Vergleich zu
Herzinfarktpatienten ohne konsekutive Herzinsuffizienz (Desta et al., 2015).
Pathophysiologisch liegt inr sowohl der infarktbedingte Verlust kontraktilen Myokards
zugrunde, als auch unvorteilhaftes kardiales Remodeling, welches oft auch das nicht
infarzierte Myokard betrifft (Sutton & Sharpe, 2000).

1.2 Monozyten und Makrophagen

Monozyten sind Zellen des mononukledr-phagozytdren Systems und entspringen
gemeinsamen myeloischen Vorlauferzellen (common myeloid progenitors = CMPs)
(Guilliams et al., 2014). Letztere differenzieren sich im Rahmen der Monozytopoese
zu Makrophagen- und Granulozyten-Progenitorzellen (granulocyte and macrophage
progenitors = GMPs) (Akashi, Traver, Miyamoto, & Weissman, 2000). Aus diesen
wiederum gehen Monozyten-Makrophagen-Dendriten-Progenitorzellen  hervor
(monocyte-macrophage/dendritic cell precursors = MDPs). Die Differenzierung von
MDPs zu Monozyten erfolgt Gber eine Entwicklung zu gemeinsamen monozytéren
Vorlauferzellen (common monocyte progenitors = cMoPs) (Hettinger et al., 2013).
Jedoch stellt die Entstehung reifer Monozyten nach diesem strikt hierarchischen
Modell eine Vereinfachung der tatsachlichen Vorgange dar. Neue Untersuchungen
haben bei multipotenten h@matopoetischen Stamm- und Progenitorzellen eine
ausgepragte Heterogenitat gezeigt. Zudem finden, abhangig von &uBeren
Einflussfaktoren, Differenzierungen hin zu einem bestimmten Zelltyp friher und

dynamischer als im beschriebenen hierarchischen Modell statt (Guilliams, Mildner, &
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Yona, 2018; Liu et al., 2019). Wahrend die beschriebene Myelopoese im
homdostatischen Zustand gréBtenteils im Knochenmark erfolgt, findet im Rahmen
inflammatorischer Erkrankungen wie einem AMI auch eine verstérkte extramedullare
Myelopoese, vor allem in der Milz, statt (F. Leuschner et al., 2012).

Monozyten und Makrophagen sind durch eine groBe Heterogenitdt und Plastizitat
gekennzeichnet. Der GroBteil der Monozyten zirkuliert nach seiner Reifung im
Knochenmark nur fUr kurze Zeit im peripheren Blut. AnschlieBend emigrieren die
meisten in das extravaskuldre Gewebe, wo sie entweder Antigene phagozytieren und
zu Lymphknoten transportieren oder unter inflammatorischen Einflissen zu
phagozytotischen Makrophagen oder dendritischen Zellen ausdifferenzieren
(Jakubzick et al., 2013). Im peripheren Blut des Menschen haben sie einen Anteil von
3-7 % an allen zirkulierenden Leukozyten, was einer Konzentration von 250 — 850
Zellen / pl entspricht.

Monozyten und Makrophagen sind maBgeblich an der Initiation und Regulation
inflammatorischer Prozesse beteiligt und z&hlen neben neutrophilen Granulozyten zu
den priméaren Entziindungszellen. Entziindungsreaktionen sind sowohl fir die Abwehr
von Krankheitserregern als auch fir die Beseitigung und Reparatur von sterilen
Gewebsschaden unabdingbar.

Durch die Expression von Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) haben sie die
Fahigkeit, Entziindungsinduktoren zu erkennen. Als diese fungieren einerseits
molekulare Komponenten von Krankheitserregern sowie andererseits Molekiile,
welche Gewebsschaden anzeigen. Durch die Aktivierung der PRRs werden auf der
einen Seite in Monozyten selbst Effektorfunktionen ausgeldst und auf der anderen
Seite durch die Freisetzung von Entzindungsmediatoren die inflammatorische
Reaktion verstarkt (Murphy & Weaver, 2018a, 2018b).

Phagozytose und das Prozessieren von invadierenden Mikroorgansimen sowie toten
Zellen und Zelldebris stellen die wohl wichtigsten Effektorfunktionen von Monozyten
dar. Ferner sezernieren sie aufgrund differentieller Aktivierung und unterschiedlicher
phanotypischer Subtypen teils gegensatzlich wirkende Mediatoren. Durch Produktion
von verschiedenen Zytokinen kdnnen sie damit sowohl pro- als auch anti-
inflammatorische Funktionen Ubernehmen und so die konsekutiven Phasen einer

Entziindung dirigieren. Zu den Mediatoren zahlen Chemokine, Gerinnungs- und
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thrombogene Faktoren, toxische Radikale, Proteasen, pro-angiogene sowie
Wachstumsfaktoren (Murphy & Weaver, 2018c).

Zusammenfassend leisten Monozyten und Makrophagen durch ihre vielseitigen
Funktionen einen entscheidenden Beitrag zur Wundheilung und Gewebsreparation.
AuBerdem wird ihnen eine auBerordentliche Rolle als erste Abwehrlinie der
angeborenen Immunitat zuteil und durch die Befédhigung zur Antigenprésentation
stellen sie ein Bindeglied zur erworbenen Immunantwort dar.

Aus der maBgeblichen Partizipation an den beschriebenen physiologischen
Prozessen resultiert jedoch auch ihre immunopathologische Bedeutung in adversen

Heilungsprozessen und UberschieBenden inflammatorischen Reaktionen.

1.2.1 Subpopulationen von Monozyten

Zur Erfillung der vielseitigen und wie bereits angedeutet teils gegenlaufigen
Aufgaben, existieren innerhalb der heterogenen Gruppe der humanen Blut-

Monozyten mindestens drei unterschiedliche Subtypen:

e klassische inflammatorische CD14 * CD16 “"Monozyten
e intermedidre CD14 * CD16 *Monozyten
e nicht-klassische CD14"°" CD16 * Monozyten.

Humane Kklassische und intermediare Monozyten entsprechen am ehesten den
murinen inflammatorischen Ly6C"™" Monozyten, wéahrend die humanen nicht-
klassischen Monozyten tiberwiegend murinen Ly6C'* Monozyten entsprechen. Durch
Studien an Mausen konnte gezeigt werden, dass Ly6C"" Monozyten aus Ly6C"®"
Monozyten hervorgehen (Yona et al., 2013). Beim Menschen entwickeln sich unter
Einfluss des Monozyten-Kolonie-stimulierenden-Faktors (M-CSF) aus den
klassischen zunachst intermedidre und anschlieBend nicht-klassische Monozyten
(Korkosz, Bukowska-Strakova, Sadis, Grodzicki, & Siedlar, 2012; Patel et al., 2017).

CD14 * CD16 “Monozyten:

Die klassischen pro-inflammatorischen CD14 * CD16 -~ Monozyten stellen beim
Menschen die zahlenmaBig gréBte Subpopulation dar und machen 80 — 90 % aller
Blut-Monozyten aus. Sie zeichnen sich durch starke Expression des LPS Co-

Rezeptors CD14 und des Chemokin-Rezeptors CCR2 sowie schwache Expression
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von CX3CR1 aus. Im nicht-inflammatorischen Grundzustand patrouillieren sie im
extravaskuldaren Gewebe auf der Suche nach Antigenen, um diese zu Lymphknoten
zu transportieren (Jakubzick et al., 2013). Unter inflammatorischen Einfllissen werden
sie zum Ort der Entzindung rekrutiert und differenzieren dort zu pro-
inflammatorischen Makrophagen (Auffray, Sieweke, & Geissmann, 2009; Sager &
Nahrendorf, 2016; Wong et al., 2011).

CD14 * CD16 *Monozyten:

Dieser intermedidre Subtyp macht beim Menschen circa 2-11 % der Blut-Monozyten
aus und zeichnet sich durch starke Expression von CD14 und moderater Expression
des Fcy Rezeptors CD16 aus. Ferner verfligen sie Uber eine schwache Expression
von CCR2 und CCR5, sowie starker Expression von CX3CR1. AuBerdem exprimieren
sie die Fcy Rezeptoren CD64 und CD32, produzieren groBe Mengen
inflammatorischer Zytokine, wie Tumornekrose Faktor « (TNF «) und Interleukin 1 3
(IL-1 B8), und weisen eine starke phagozytotische Aktivitat auf. Auch sie verweilen nur
kurz im peripheren Blut und akkumulieren und differenzieren sich in inflammatorisch
aktivem Gewebe (Gerhardt & Ley, 2015; Grage-Griebenow et al., 2001; Wong et al.,
2011).

CD14°" CD16 * Monozyten:

Die nicht-klassischen CD14"°" CD16 * Monozyten machen beim Menschen circa 10-
20 % der Blut-Monozyten aus und zeichnen sich durch schwache Expression von
CD14 und CCR2 sowie starker Expression von CD16 und CX3CR1 aus. Sie
patrouillieren im intravaskuldren Raum und spielen eine entscheidende Rolle in der
Aufrechterhaltung der endothelialen Homdostase (Carlin et al., 2013). AuBerdem
verfigen sie Uber geringe phagozytotische Aktivitdt und produzieren keine pro-
inflammatorischen Zytokine (Auffray et al., 2009; Gerhardt & Ley, 2015; Wong et al.,
2011).

1.2.2 Subpopulationen von Makrophagen

Makrophagen bilden die wichtigste phagozytierende Zellpopulation und kommen als
residente Gewebsmakrophagen in nahezu allen Geweben vor, so auch im gesunden

Myokard. Im gesunden Myokard machen sie die gr6Bte Fraktion der Leukozyten aus
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(Epelman, Lavine, & Randolph, 2014). Neue Studien implizieren eine ausgepragte
Heterogenitat der residenten kardialen Makrophagen selbst im Grundzustand (S.
Epelman et al., 2014). Im Gegensatz zur friheren Annahme, bei gewebsresidenten
Makrophagen handele es sich um differenzierte Monozyten, ist mittlerweile bekannt,
dass kardiale und andere residente Makrophagen in der Embryonalentwicklung
sowohl entstehen als auch in das Gewebe gelangen (Hashimoto et al., 2013; Schulz
et al., 2012; Yona et al., 2013). Diese erhalten sich in der myokardialen Hom&ostase
Uberwiegend durch in-situ Proliferation und unabh&ngig von Blut-Monozyten (S.
Epelman et al., 2014; Heidt et al., 2014). Im gesunden Herzen dienen sie dem Erhalt
der Homdoostase, indem sie eindringende Pathogene, untergehende Zellen und Debris
phagozytieren, ohne inflammatorische Reaktionen auszuldsen, anti-entziindliche
Faktoren freisetzen sowie Angiogenese und Fibrose férdern (Pinto, Godwin, &
Rosenthal, 2014).

Jedoch resultiert eine ischdmische Schadigung des Myokards in einer unmittelbaren
Induktion einer starken Entzindungsreaktion und dem Untergang der ortsansassigen
Makrophagen (Heidt et al.,, 2014). Durch die Freisetzung pro-inflammatorischer
Faktoren, welche unter anderem die lokale Expression von Adhdsionsmolekulen auf
Endothelzellen bewirken, wird die Extravasation zahlreicher Leukozyten aus dem
Blutstrom in das Infarktareal erméglicht. Bereits nach wenigen Stunden invadieren
somit neutrophile Granulozyten in groBer Zahl das Infarktareal und nach einem Tag
akkumulieren vermehrt pro-inflammatorische Monozyten am Ort der Entziindung (M.
Nahrendorf et al., 2007). Letztere erreichen ihren zahlenmaBigen Hdéhepunkt am
zweiten bis dritten Tag nach Infarkt und differenzieren sich zu pro-inflammatorischen
Makrophagen-Phanotypen, welche die untergegangenen gewebsresidenten
Makrophagen ersetzen. Diese entziindungsférdernden Makrophagen wurden bisher
unter dem sogenannten M1-Subtyp subsummiert. Doch deuten mittlerweile viele
Untersuchungen daraufhin, dass es sich dabei um eine Vereinfachung der wirklichen
in-vivo Zustande handelt, und es sich selbst beim Subtyp der M1-Makrophagen um
eine heterogene Gruppe handelt (Matthias Nahrendorf & Swirski, 2016).
Nichtsdestotrotz besteht Konsens dartber, dass diese Makrophagen in den ersten 5
Tagen nach dem Infarkt gemeinsam mit Neutrophilen dem Abbau extrazellulérer
Matrix, nekrotischer Zellen und Debris dienen, woflr sie fibrolytische Proteasen und

freie Radikale freisetzen sowie Phagozytose betreiben. Dieser friihen
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inflammatorischen Phase schlieBt sich ab dem dritten bis flinften Tag eine spéte
reparative Phase an, welche sich durch eine phanotypische Veranderung der
Makrophagen im Infarktareal charakterisiert. Die entziindungsbegrenzenden und pro-
reparativen Makrophagen zeichnen sich vor allem durch pro-angiogene und pro-
fiborogene Effekte aus. Dadurch wird die Blutzufuhr zum entstehenden
Granulationsgewebe gewahrleistet und die Bildung einer kollagen-basierten Narbe

gesteuert (Sager, Kessler, & Schunkert, 2017).

1.2.3 Monozytare Adhasionskaskade

Da sich viele Effektorfunktionen von Monozyten im extravasalen Raum ereignen, ist
eine kontinuierliche Diapedese notwendig. Dafir rollen die Monozyten zunachst auf
dem aktivierten Endothel, woraufhin Adhé&sion, laterale Lokomotion und letztendlich
Transmigration folgen. Fur diesen schrittweisen Prozess sind monozytéar-endotheliale
Interaktionen verschiedener Adhasionsmoleklle, monozytére Integrine und luminal

auf dem Endothel gebundener Chemokine notwendig (siehe Abbildung 1).

Inflammatorischer

Monozyt ROLLEN ------ > ADHASION ----> LOKOMOTION ----- > TRANSMIGRATION
Endothel * [:' <\
- [ | > folo o ol

v

§ P-Selektin @ Chemokine | veam \‘...'/ VLA-4 PECAM:-1 ‘

E’ E-Selekfin $PSGL-1 | ICAM-1/-2 \ LFA-1/Mac-1 CD99
Abbildung 1: Monozytadre Adhédsionskaskade. Zu sehen ist eine schematische Darstellung der sequenziellen
monozytar-endothelialen Interaktionen im Rahmen der Diapedese. Durch Interaktion der endothelialen P- und E-
Selektine mit monozytar exprimiertem PSGL-1 kommt es zum langsamen Rollen der Monozyten auf dem Endothel.
Durch Chemokin-Aktivierung steigt die Affinit4t des monozytéren Integrins VLA-4 fir VCAM-1 und es kommt zur
festen Adhasion der Monozyten auf dem Endothel. Durch Interaktion der monozytéren Integrine LFA-1 und Mac-
1 mit den endothelialen Adhasionsmolekilen ICAM-1 und ICAM-2 kommt es zur lateralen Lokomotion. Die
anschlieBende amdéboide Transmigration der Monozyten bis in das subendotheliale Gewebe erfolgt durch

homophile Interaktion der monozytéren und endothelialen Adh&sionsmolekile PECAM-1 sowie der monozytaren
und endothelialen Transmembranproteine CD99. Basierend auf (Gerhardt & Ley, 2015).
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Rollen und Adhésion

Im Falle einer akuten myokardialen Ischamie aktiviert die unmittelbar induzierte
Entziindungskaskade Endothelzellen Uber freigesetztes IL-1 3 und TNF « . Dies flhrt
zu einer verstarkten endothelialen Expression von Adhé&sionsmolekulen wie P- und E-
Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 sowie der luminalen Présentation von gebundenen
Chemokinen (Gerhardt & Ley, 2015).

Monozyten exprimieren den P-Selektin-Glykoprotein-Liganden-1 (PSGL-1), welcher
der hauptsachliche Ligand fur Selektine ist (Mestas & Ley, 2008). Dieser wird auf
murinen inflammatorischen Ly6C"" Monozyten starker exprimiert als auf Ly6C"°"
Monozyten und tragt zur selektiven Akkumulation inflammatorischer Monozyten bei
(An et al., 2008). Durch die Interaktion von PSGL-1 mit endothelial exprimierten
Selektinen wird eine lockere Bindung gewdhrleistet, die ein langsames Rollen der
Monozyten auf dem Endothel initiiert. Durch diese Anndherung werden verstérkte
monozytar-endotheliale Interaktionen und letztlich eine integrin-vermittelte, feste
Adhasion ermdoglicht.

Die Bindung von PSGL-1 an P-Selektin sowie die Interaktion von luminal auf dem
Endothel gebundenen C-C und C-X-C Chemokinen mit entsprechenden Chemokin-
Rezeptoren auf rollenden Monozyten filhren zur Aktivierung von monozytéren
Integrinen (Luscinskas et al., 2000; Ma, Plow, & Geng, 2004). An der Aktivierung der
Integrine beteiligte Chemokine sind u.a. CCL2, CCL5, CXCL8, CX3CL1 (Gerszten et
al., 1999; Poller, Nahrendorf, & Swirski, 2020). Bei Integrinen handelt es sich um
Zelloberflachen-Rezeptoren, welche bei Aktivierung ihre Bindungsaffinitat fur ihre
entsprechenden Liganden erhéhen (Luo, Carman, & Springer, 2007). Das monozytare
Integrin ,very late antigen-4* (VLA-4) bindet an das auf zytokin-stimuliertem Endothel
exprimierte Vaskulare-Zell-Adhasions-Molekil-1 (VCAM-1). In einer Konformation
niedriger Affinitat unterstitzt VLA-4 das Rollen der Monozyten, durch Aktivierung und
Affinitatssteigerung fiur VCAM-1 vermittelt es die feste Adhésion der Monozyten auf
dem Endothel (Alon et al., 1995; Gerhardt & Ley, 2015; Meerschaert & Furie, 1995;
Mestas & Ley, 2008).

Lokomotion und Transmigration
Der festen Adhésion folgt eine Polarisierung und laterale Lokomotion der Monozyten

entlang der GefaBwand bis zum Ort der transendothelialen Migration. Fir diesen
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Prozess interagieren die monozytaren Integrine Lymphozyten-Funktion-assoziiertes-
Antigen-1 (LFA-1) und Makrophagen-1-Antigen (Mac-1) mit den endothelial
exprimierten Interzelluldren-Adhasions-Molekllen-1 und 2 (ICAM-1 / -2) (A. R.
Schenkel, Mamdouh, & Muller, 2004). Nach Erreichen der interendothelialen
Zellkontakte beginnt die amdboide Transmigration der Monozyten bis in das
subendotheliale Gewebe. Die Passage durch die Zellkontakte erfolgt von luminal nach
abluminal sequentiell zun&chst mithilfe der homophilen Interaktion des monozytéren
Thrombozyten-Endothelzellen-Zell-Adhdsionsmolekil-1  (PECAM-1)  mit  dem
endothelialen PECAM-1 und anschlieBend mit der homophilen Interaktion der
monozytdaren und endothelialen Transmembranproteine CD99 (Alan R. Schenkel,
Mamdouh, Chen, Liebman, & Muller, 2002).

1.3 Inflammation im akuten Myokardinfarkt

Ein AMI hat die unmittelbare Induktion einer inflammatorischen Reaktion und die
Rekrutierung hunderttausender Leukozyten ins Infarktareal zur Folge. Die fur Heilung
und Narbenbildung unabdingbare Entziindungsreaktion gliedert sich grob in eine
frihe pro-inflammatorische resorptive Phase und eine spéate anti-inflammatorische
reparative Phase (siehe Abbildung 2). Auf beide soll im Folgenden genauer

eingegangen werden.

1.3.1 Frihe inflammatorische Phase:

Durch die Ischdmie kommt es im Infarktareal durch den ubiquitéren Zelluntergang zur
Freisetzung von schadensassoziierten Moleklilen (DAMPs), welche starke
inflammatorische Induktoren darstellen. Dadurch aktivierte residente Makrophagen,
Mastzellen und Kardiomyozyten produzieren u.a. IL-13, IL-6, TNF«, CCL2 und
CXCL2 (Frangogiannis, 2004; Frangogiannis et al., 2007; Gwechenberger et al., 1999;
Poller et al., 2020; Soehnlein & Lindbom, 2010). Zudem produzieren kardiale
Fibroblasten GM-CSF (Anzai et al., 2017). Ferner werden Endothelzellen aktiviert und
erhdhen konsekutiv die Expression von Adhé&sionsmolekilen, was gemeinsam mit
vermehrt freigesetzten Chemokinen zu einer drastisch erhdhten leukozytéaren

Extravasation aus dem Blutstrom in das Infarktareal fihrt. Dies bewirkt bereits in den
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ersten Stunden nach Infarzierung eine Akkumulation von neutrophilen Granulozyten
im geschéadigten Areal, welche mit der Phagozytose toten Gewebes beginnen und
weitere pro-inflammatorische Zytokine sezernieren (Frangogiannis, Smith, & Entman,
2002; M. Nahrendorf et al., 2007; Swirski & Nahrendorf, 2013).

Kurz darauf, bereits ab dem ersten Tag nach Infarkt, beginnt eine starke Invasion
inflammatorischer Monozyten. Bei M&usen werden zur Deckung des erhdhten
Bedarfs Monozyten in der frihen Phase vor allem aus der Milz freigesetzt. Sie bildet
ein extramedulldres Reservoir fir Monozyten, ermdglicht dadurch eine unmittelbare
Bereitstellung groBer Mengen Monozyten und ist an der postinfarziell gesteigerten
Myelopoese beteiligt (Florian Leuschner et al., 2012; Anja M. van der Laan et al.,
2013). Vom infarzierten Herz freigesetzte pro-inflammatorische Mediatoren gelangen
Uber den Blutkreislauf zum Knochenmark und nehmen dort entscheidenden Einfluss
auf Stammzellen und die Stammzellnische. So wird zusammenfassend die
Stammzellproliferation und Differenzierung zu myeloiden Progenitorzellen geférdert
(Pittet, Nahrendorf, & Swirski, 2014; Poller et al., 2020). Vom ischamischen Herzen in
den Blutkreislauf freigesetztes IL-1 3 aktiviert hdmatopoetische Stammzellen und
moduliert die Stammzellnische, was zu einer erhéhten postinfarziellen Hamatopoese
fahrt (Sager et al., 2015). Dabei kommt es zur héchsten Proliferationsrate von CCR2*
myeloiden Subtypen hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen (hematopoietic
stem and progenitor cells = HSPCs), welche den GroBteil der zu extramedullaren
Blutbildungsorten migrierenden HSPCs ausmachen und sich letztlich zu CCR2*
Monozyten differenzieren (Dutta et al., 2015). Fir die selektive Freisetzung der HSPCs
und pro-inflammatorischer Monozyten aus dem Knochenmark in den Blutkreislauf ist
eine Chemokin / Chemokin-Rezeptor Interaktion zwischen CCL2 und CCR2
erforderlich (Serbina & Pamer, 2006; Shi et al.,, 2011). Die héchsten Serumwerte
erreichen die klassischen inflammatorischen Blut-Monozyten bei Infarktpatienten am
zweiten postinfarziellen Tag (Tsujioka et al., 2009). Die Freisetzung von in der Milz
gebildeten Monozyten erfolgt durch eine Interaktion zwischen Angiotensin-Il und dem
Angiotensin-llI-Rezeptor-1 (Leuschner et al., 2010). Der Austritt der Monozyten aus
der Zirkulation in das Infarktareal erfolgt ebenfalls durch Aktivierung von CCR2
exprimierenden Monozyten durch CCL2 und fuhrt so in der frihen Phase nach Infarkt
zu einer selektiven Rekrutierung pro-entziindlicher Phanotypen in das ischdmische
Myokard (Dewald et al., 2005). Im ischdmischen Myokard akkumulieren CD14* CD16~
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Monozyten in der friihen inflammatorischen Phase in der Grenzzone des Infarkts (Anja
M. van der Laan et al., 2013). Dort beteiligen sie sich durch Proteolyse und
Phagozytose an der Resorption nekrotischer Zellen und Debris sowie der
extrazellularen Matrix.

Die frihe inflammatorische Phase ist durch eine Akkumulation von sowohl
Neutrophilen als auch inflammatorischen Monozyten im Infarkt gekennzeichnet. Ab
dem dritten Tag beginnt jedoch die Zahl der neutrophilen Granulozyten im Infarktareal
zu sinken und nach einer Woche sind neutrophile Granulozyten weitgehend
abhanden. Dennoch spielen sie scheinbar eine entscheidende Rolle bei der Einleitung
der zweiten Phase der Entzindung. Durch Sekretionsprodukte beeinflussen sie
Monozyten und Makrophagen, sich zu pro-reparativen Phéanotypen zu differenzieren
(Horckmans et al., 2017).
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Abbildung 2: Inflammation im akuten Myokardinfarkt. Zu sehen ist eine schematische Darstellung der
sequenziellen inflammatorischen Phasen nach einem AMI. Durch die myokardiale Ischdmie werden intrazelluléare
Molekile nekrotischer Kardiomyozyten freigesetzt und fungieren als entziindungsinduzierende
schadensassoziierte molekulare Muster (DAMPS). Aktivierte Mastzellen, residente Makrophagen und Fibroblasten
sezernieren pro-inflammatorische Zytokine. Das aktivierte Endothel exprimiert Adhasionsmolektle, welche in der
frihen inflammatorischen Phase zur Rekrutierung zahlreicher neutrophiler Granulozyten und inflammatorischer
Monozyten aus dem Blutkreislauf fihren. Diese sezernieren Zytokine, Proteasen und phagozytieren tote Zellen
und Debris. Nach circa 3 Tagen geht die friihe resorptive Phase in eine spatere reparative Phase Uber. Dabei
wandeln sich pro-inflammatorische zu pro-reparativen Makrophagen um, welche entziindungsddmpfende
Zytokine sezernieren. Fibroblasten proliferieren und synthetisieren eine kollagenreiches Narbengewebe. Basierend
auf (Poller et al., 2020).
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1.3.2 Spite inflammatorische Phase:

Der dritte bis finfte Tag nach Infarkt markiert den Ubergang der friihen resorptiven
Phase zu einer reparativen Heilungsphase, welche zum Ziel hat, das abgebaute
infarzierte Gewebe durch kollagenes Narbengewebe zu ersetzen. Daflr nimmt die
Konzentration neutrophiler Granulozyten ab und ein phanotypischer Wandel der
inflammatorischen Makrophagen hin zu reparativen Makrophagen ermdglicht den
Beginn der Vernarbungsprozesse im heilenden Myokard. Diese reparativen
Makrophagen produzieren anti-inflammatorische, pro-reparative Zytokine wie
Interleukin 10 (IL-10) und Transforming Growth Factor (TGF-j3), sowie pro-
angiogene Faktoren wie vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktoren (VEGF) und
férdern die Angiogenese und die Synthese extrazelluldrer Matrix (M. Nahrendorf et al.,
2007).

1.3.3 Immunopathologische Bedeutung von Monozyten im akuten

Myokardinfarkt

Ein optimaler Heilungsprozess nach stattgehabter ischamischer Myokardschédigung
fudhrt zum notwendigen Abbau der irreversibel geschadigten Zellen unter
bestmdglicher Schonung der erhaltungsfahigen Kardiomyozyten. Daflr ist ein
Gleichgewicht zwischen entziindungsférdernden und -begrenzenden Effekten
notwendig, welches im idealen Fall durch eine sequentielle Beteiligung zundchst
inflammatorischer und anschlieBend reparativer Immunzellen gewahrleistet wird.
Wenn inflammatorische und resorptive Effekte nicht ausreichend limitiert
beziehungsweise nicht rechtzeitig beendet werden, erfolgt Gber den notwendigen
Abbau des nekrotischen Gewebes hinaus eine Zerstérung erhaltungsfahiger Zellen
und extrazellularer Matrix. Lokale Folgen sind die weitere Ausdehnung der
Infarktnarbe sowie ein Stabilitdtsverlust des Infarktareals. Diese bedeuten einen
vermeidbaren Verlust von kontraktiiem Myokard sowie ein erhdhtes Risiko fur
Ventrikelrupturen und -aneurysmen.

Selbst nicht von der Ischamie betroffenes Myokard wird durch die inflammatorische
Kaskade in Mitleidenschaft gezogen. Dort kommt es zeitlich verzdgert, mit den
héchsten Zahlen um den zehnten Post-Infarkt Tag, zu einem Anstieg der monozytéren

Rekrutierung sowie Proliferation von residenten Makrophagen (Lee et al., 2012). Zwar
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handelt es sich um deutlich weniger Monozyten als im Infarktkern, jedoch bedingt die
monozytare Infiltration auch im entfernten Myokard erhéhte Entziindungsmediatoren
und proteolytische Aktivitat. Folge der ubiquitdren kardialen inflammatorischen
Prozesse ist potenziell ein adverses linksventrikulares Remodeling und eine
konsekutive chronische Herzinsuffizienz (Lee et al., 2012; Sager et al., 2016).
Entscheidend fur die bestmdégliche Funktionserhaltung des infarzierten Myokards ist
neben dem rechtzeitigen Ubergang von der friihen inflammatorischen Phase zur
reparativen Phase auch eine balancierte Rekrutierung inflammatorischer
Immunzellen. Die exzessive Rekrutierung myeloider Zellen verhindert einen optimalen
Heilungsprozess und beeinflusst kardiales Remodeling negativ. Diese
Zellpopulationen  unterliegen bei vorhandenen Komorbiditdten, wie der
Atherosklerose, oft erheblichen Verdanderungen im Vergleich zu gesunden Individuen.
Im Mausmodell fuhrt die Ly6C"" Monozytose in atherosklerotischen M&usen zur
prolongierten monozytéren Présenz im Infarktareal und einem verspéateten Ubergang
der inflammatorischen in die reparative Phase (Panizzi et al., 2010). Erhdhte
Serumwerte von Monozyten bei Infarktpatienten zeigen eine inverse Korrelation mit
der postinfarziellen Ejektionsfraktion (Tsujioka et al., 2009) und erhéhte Serumwerte
von Neutrophilen und Monozyten konnten als unabhangige Risikofaktoren fir die
Entwicklung postinfarzieller Komplikationen wie einer chronischen Herzinsuffizienz
identifiziert werden (Kyne et al., 2000; Yuichiro Maekawa et al., 2002).
Zusammenfassend fuhrt eine verstarkte und prolongierte inflammatorische Reaktion
auf einen Myokardinfarkt nicht zu der gewlnschten Begrenzung des ischdmisch
bedingten Schadens, sondern zu einer Ausdehnung auf umgebendes und sogar
entferntes gesundes myokardiales Gewebe. Als Folge treten auch heutzutage noch
bei vielen Patienten nach einem AMI vermeidbare frih- und langzeitliche

Komplikationen auf.

1.3.4 Postischamische Inflammation als therapeutisches Angriffsziel

Obwohl die Mortalitdt und Morbiditdt von Myokardinfarktpatienten durch stetige
Fortschritte in pharmakologischer und interventioneller Therapie in den letzten
Dekaden deutlich gesenkt werden konnte, existieren bisher noch keine etablierten
therapeutische Interventionen zur Optimierung der inflammatorischen Prozesse nach

einem akuten Infarkt. Da Makrophagen und Monozyten trotz ihres schadlichen
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Potentials im Heilungsprozess unentbehrliche Funktionen tbernehmen, bedarf es fir
eine erfolgreiche Verbesserung der postinfarziellen Inflammation selektiver
Angriffspunkte. Eine unselektive Entzindungshemmung als Therapieoption erscheint
dagegen als wenig erfolgsversprechend. So zeigt die Hemmung des NF-«B
Signalwegs Uber steroidale oder nicht steroidale Medikamente keine Verbesserung
des klinischen Outcomes (Heusch, 2013).

Praklinische Daten und klinische Studien suggerieren allerdings ein groBes Potential
fur zielgerichtete pharmakologische Einflussnahmen auf den postinfarziellen
Heilungsprozess. Jedoch zeigte weder eine Inhibition der mitogenaktivierten
Proteinkinase (MAPK) durch Losmapimod, noch eine Einflussnahme auf das
Komplementsystem mittels Pexelizumab eine Verbesserung des klinischen Outcomes
von Infarkt-Patienten (Apex Ami Investigators et al., 2007; O'Donoghue et al., 2016).
Eine Interleukin-6 Inhibition durch Tocilizumab zeigte bisher ebenfalls keine
eindeutige Verbesserung des klinischen Outcomes bei STEMI-Patienten (Anstensrud,
2020; Anstensrud et al., 2019).

Die Behandlung von STEMI-Patienten mit Colchicin scheint hingegen einen positiven
Effekt auf die InfarktgréBe zu haben und wird derzeit in gréBeren klinischen Studien
evaluiert (Deftereos et al., 2015). Auch eine anti- IL-1 8 Behandlung vermindert die
postinfarzielle Leuko- und Monozytose sowie deren Rekrutierung in das ischdmische
Herz und resultiert bei M&usen in verbesserter Infarktheilung und kardialem
Remodeling (Sager et al., 2015). Die Behandlung mit dem, gegen IL- 1 j3 gerichteten,
monoklonalen Antikérper Canakinumab zeigte beim Menschen in der CANTOS Studie
eine signifikante Reduktion kardiovaskularer Ereignisse (Ridker et al., 2017). Die
Auswirkung dieser Behandlung auf das humane postinfarzielle Remodeling wurde
allerdings noch nicht untersucht.

Die Stilllegung endothelialer Adhasionsmolekile vermindert die monozytére
Rekrutierung in das Myokard und fihrt im Mausmodell zu einer Erhaltung der
postinfarziellen Ejektionsfraktion (Sager et al., 2016). Auch die Beeinflussung der
postinfarziellen monozytdren Rekrutierung beim Menschen durch den P-Selektin
Antagonisten Inclacumab zeigte in der SELECT-ACS Studie eine signifikante
Reduktion des myokardialen Schadens im Rahmen eines NSTEMIs (Stahli et al.,
2016).



Einleitung 36

1.4 Ziel der Arbeit

Die Grundlage der Entwicklung neuer Therapiemdoglichkeiten fir Patienten mit AMI ist
die genaue Kenntnis der zugrundeliegenden  physiologischen  und
pathophysiologischen Prozesse. Aussichtsreiche Angriffspunkte fir therapeutische
Optimierungen der inflammatorischen Prozesse nach einem akuten Herzinfarkt stellen
die Bereitstellung und Aktivierung von im Blut zirkulierenden Monozyten sowie deren
Diapedese im ischamischen Myokard dar. Die Rekrutierung der Blut-Monozyten zum
Infarkt bedarf endothelialer Prozesse sowie einer einerseits quantitativ und
andererseits qualitativ veradnderten Bereitstellung von Blut-Monozyten. Denn
abgesehen von der zahlenméaBig gesteigerten Bereitstellung ist die monozytére
Expression von Adhasionsmolekilen die entscheidende Voraussetzung fir die
drastisch erhéhte monozytére Diapedese ins ischdmische Myokard. Weiterhin ist fur
eine optimale postinfarzielle Heilungsphase auBer der steigenden Zahl der
monozytaren Zellen im ischdmischen Myokard auch ihr Phénotyp von groBer
Relevanz.

Das Ziel dieser explorativen Arbeit ist die Identifikation bisher beim Menschen nicht
oder nicht ausreichend beschriebener phanotypischer Verédnderungen in
inflammatorischen CD14-positiven humanen Blut-Monozyten nach einem AMIL.
Mittels Transkriptom-Sequenzierung isolierter CD-14-positiver Blut-Monozyten bei
Patienten mit STEMI sollen deren Expressionsdnderungen im Zuge der
inflammatorischen Antwort aufgedeckt werden. Als Kontrollgruppe dienen Patienten
mit einer chronischen koronaren Herzerkrankung, um insbesondere akute
Expressionsanderung im Myokardinfarkt zu identifizieren. Die Ergebnisse dieser
Arbeit sollen als Ausgangspunkt fir weitere Studien zur Untersuchung der

funktionellen Relevanz der aufgedeckten Expressionsédnderungen dienen.
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2 Material

2.1 Chemikalien, Puffer und Lé6sungen

Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller Hauptsitz Katalognummer
Dinatrium-Ethylendiamin- Sigma-Aldrich  St. Louis, MO, E7889
Tetraacetat Lésung (EDTA- USA

Naz), 0.5 M

Ethanol absolut EMPLURA®  Merck Darmstadt, 818760

Deutschland
Gibco™ D-PBS (1X), ohne Thermo Fisher Waltham, MA, 14190144

Ca2+, Mg2+ Scientific USA
Gibco™ PBS (10X), pH 7.4 Thermo Fisher Waltham, MA, 70011044
Scientific USA

QIAzol-Lysereagenz Qiagen Hilden, 79306
Deutschland

RBC-Lyse-Puffer (10X) BioLegend San Diego, CA, 420301
USA

Rinderserum-Albumin (BSA) Sigma-Aldrich St. Louis, MO, A2153

Pulver USA

Trypanblau Lésung, 0,4 % Sigma-Aldrich  St. Louis, MO, 93595
USA

Puffer und Lésungen:

1X PBS (phosphatgepufferte Salzlésung):
Endkonzentration von 1 mM KH.PO,, 0.16 M NaCl, 2.97 mM Na,HPOQO,-7H.0, pH 7.4
bei Raumtemperatur

100 ml 10X Gibco™ PBS (Thermo Fisher Scientific)
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ad 1000 ml Millipore® Wasser

Lagerung bei Raumtemperatur

MACS- / FACS-Puffer:

Endkonzentration von 0,5 % BSA, 2 mM EDTA bei Raumtemperatur
2,5 g BSA (Sigma-Aldrich)

2 ml EDTA-Naz (Sigma-Aldrich)

ad 500 ml 1X Gibco™ D-PBS (Thermo Fisher Scientific)

Lagerung bei 4 °C

1X RBC-Lyse-Puffer:
1 ml 10X RBC-Lyse-Puffer (BioLegend)
ad 9ml dH.O

Lagerung bei Raumtemperatur

70 % v/v Ethanol:
35 ml Ethanol absolut EMPLURA® (Merck)
ad 50 ml DNase/RNase-freies Wasser

Lagerung bei Raumtemperatur

2.2 Antikorper, Proteinkonjugate, MicroBeads

Tabelle 2: In der Durchflusszytometrie verwendete monoklonale Primérantikérper

Antikorper Kilon Wirt / Hersteller Hauptsitz
Isotyp

APC anti-human ICRF44 Maus/ BioLegend San Diego,

CD11b IgG1, kK CA, USA

APC / Cyanine7 anti- 2A9-1 Ratte / BioLegend San Diego,

human CX3CR1 lgG2b, kK CA, USA

Biotin anti-human HIB19 Maus / BioLegend San Diego,

CD19 1gG1, K CA, USA
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Biotin anti-human
CD20
Biotin anti-human CD3

Biotin anti-human
CD56

Biotin anti-human
CD66b

FITC anti-human CD14

PE anti-human CD16

PerCP / Cyanine5.5
anti-human CDA41
PE/Cyanine7 anti-
human CD192 (CCR2)

Tabelle 3: In der Durchflusszytometrie verwendetes Streptavidin-Konjugat

Konjugat

2H7

UCHT1

5.1H11

G10F5

HCD14

3G8

HIP8

K036C2

Streptavidin-Brilliant Violet 510™

Maus /
lgG2b, k
Maus /
IgG2a, K
Maus /
lgG1, K
Maus /
IgM, K
Maus /
IgG1, K
Maus /
IgG1, K
Maus /
IgG1, K
Maus /
IgG2a, K

Hersteller

BioLegend San Diego,

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

Hauptsitz

CA, USA

San Diego,
CA, USA
San Diego,
CA, USA
San Diego,
CA, USA
San Diego,
CA, USA
San Diego,
CA, USA
San Diego,
CA, USA
San Diego,
CA, USA
San Diego,
CA, USA

302350

300404

362536

305120

325604

302008

303720

357212
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Tabelle 4: Im MACS-Verfahren eingesetzte Antikérper-gekoppelte Magnetbeads

Beads Wirt / Hersteller
Isotyp

Anti-human Maus/  Miltenyi

CD14 IgG2a Biotec

MicroBeads

Hauptsitz

Bergisch
Gladbach,

Deutschland

Katalognummer

130-050-201
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Tabelle 5: In der Durchflusszytometrie verwendete Beads

Beads Hersteller
BD FACSDiva™
CS&T Research
Beads

OneComp™ eBeads

Kompensationsbeads Scientific

2.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial
BD Vacutainer® CPT™ Réhrchen
8ml, Nas-Citrat

Eppendorf Safe-Lock Tubes

Eppendorf Safe-Lock Tubes (PCR
clean)

Falcon®
Durchflusszytometerréhrchen
Falcon®konische
Zentrifugenréhrchen

LS Columns

Pre-Separation Filters (30 pm)

Becton Dickinson

Thermo Fisher

Hauptsitz
Franklin Lakes,
NJ, USA
Waltham, MA,
USA
Hersteller Hauptsitz
Becton Franklin
Dickinson  Lakes, NJ,
USA
Eppendorf Hamburg,
Deutschland
Eppendorf Hamburg,
Deutschland
Corning Corning, NY,
USA
Corning Corning, NY,
USA
Miltenyi Bergisch
Biotec Gladbach,
Deutschland
Miltenyi Bergisch
Biotec Gladbach,

Deutschland

Katalognummer

655051

01-1111-42
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RNase Away™

Dekontaminierungsreagenz

RNaseZap™ RNase-

Dekontaminationstiicher

S-Monovette®9 ml, K3 EDTA

BD FACS™ (Clean Solution

BD FACS™ Rinse Solution

Thermo
Fisher
Scientific
Thermo
Fisher
Scientific
Sarstedt

Becton

Dickinson

Becton

Dickinson

Waltham, MA,
USA

Waltham, MA,
USA

Numbrecht,
Deutschland
Franklin
Lakes, NJ,
USA
Franklin
Lakes, NJ,
USA

10328011

AM9786

02.1066.001

340345

340346
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2.4 Komplett-Systeme (Kits)

Tabelle 7: Verwendete Komplett-Systeme

Komplett-System Hersteller Herstellersitz Katalognummer

RNeasy® Mini Kit Qiagen Hilden, 74106
Deutschland

TruSeq® Stranded  lllumina San Diego, CA, 20020597

Total RNA USA

RNase-Free Qiagen Hilden, 79254

DNase Set Deutschland
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2.5 Laborgerate

Tabelle 8: Verwendete Laborgerite

Laborgerat

Durchflusszytometer

Magnetische Einheit
fur MACS-Verfahren

Tragereinheit fur
MACS-Verfahren

Zahlkammer

Zentrifuge

2.6 Software

Tabelle 9: Verwendete Software und deren Anwendung

Entwickler

Becton Dickinson

Becton Dickinson

GraphPad

Software

Software
Flowdo™ Version
8 fir macOS

BD FACSDiva™
Version 9
GraphPad Prism®
Version 8 fir
macOS

Typ
LSRFortessa™

QuadroMACS™

Separator

MACS MultiStand

Heraeus®

Megafuge® 2.0 R

Hersteller

Becton Dickinson

Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

Thermo Fisher

Scientific

Anwendung
Datenauswertung
Durchflusszytometrie
Messung
Durchflusszytometrie
Statistische

Datenauswertung
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Hauptsitz
Franklin Lakes,
NJ, USA
Bergisch
Gladbach,
Deutschland
Bergisch
Gladbach,

Deutschland

Waltham, MA,
USA

Entwicklersitz
Franklin
NJ, USA
Franklin
NJ, USA
San
USA

Lakes,

Lakes,

Diego, CA,
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2.7 Datenbanken

National Center for Biotechnology Information (NCBI) - https://www.ncbi.nim.nih.gov
Genom Browser ,,Ensembl” - http://www.ensembl.org

Gen Datenbank ,,GeneCards*” - https://www.genecards.org

2.8 Online Software

ToppFun (ToppGene Suite) - https://toppgene.cchmc.org/enrichment.jsp
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3 Methoden

3.1 Studienkollektiv

Vor Beginn des Patienteneinschlusses genehmigte die Ethikkommission der
Technischen Universitdt Minchen das Studienprotokoll (Antrag 235/16 S vom
16.05.2016). Ein Arzt klarte alle Patienten vor Einschluss ausfihrlich Uber die Studie
auf. Sie konnten Fragen mit einem Arzt besprechen, erhielten ein
Patienteninformationsblatt und erteilten lhre schriftliche Einwilligung. Die freiwillige
Teilnahme an der Studie hatte keinerlei Einfluss auf Art und Ablauf der jeweiligen
Behandlung der Patienten. Die Durchfiihrung der Studie erfolgte nach den Vorgaben
der ,Guten Klinischen Praxis“ sowie der Deklaration von Helsinki. Ferner erfolgte eine

Pseudonymisierung aller Studiendaten.

3.1.1 Gruppen und Einschlusszeitraume

Experimentalgruppe:

In die Experimentalgruppe wurden Patienten mit einem akuten STEMI
eingeschlossen, welche sich im Zeitraum von September 2016 bis Februar 2018 in
den Notaufnahmen des Klinikums rechts der Isar und des Deutschen Herzzentrums
Mulnchen vorstellten. Alle Patienten in diesem Zeitraum, welche die Ein- und
Ausschlusskriterien erflllten, wurden bei organisatorischer Umsetzbarkeit und

Zustimmung unabhéangig von Alter und Geschlecht rekrutiert.

Kontrollgruppe:

In die Kontrollgruppe wurden alters- und geschlechtsangepasste Patienten mit einem
chronischen Koronarsyndrom (CCS) eingeschlossen, welche die Ambulanz des
Deutschen Herzzentrums Minchen im Zeitraum von Februar 2017 bis Februar 2018

fur eine Routinekontrolle aufsuchten.
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3.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Experimentalgruppe:

Als Einschlusskriterien galten: Ein akuter STEMI mit einer Revaskularisation in der
Folge sowie ein Symptombeginn innerhalb der letzten 12 Stunden. Ferner der
Nachweis einer atherothrombotischen Genese (Typ 1 Myokardinfarkt) in der
perkutanen Koronarintervention.

Als Ausschlusskriterien galten: Ein kardiogener Schock, eine linksventrikuldre
Ejektionsfraktion unter 35 %, chronische oder entziindliche Erkrankungen sowie
Medikamente, welche Blutleukozytenzahlen beeinflussen (Cortisol,
Chemotherapeutika, etc.). Ferner andere Genesen des Myokardinfarktes (Typen 2 bis
5).

Kontrollgruppe:

Als Einschlusskriterien galten: Ein chronisches Koronarsyndroms mit stabiler
Symptomatik.

Als Ausschlusskriterien galten: Ein AMI oder ein Myokardinfarkt in der Vorgeschichte,
eine eingeschrénkte linksventrikuldre Ejektionsfraktion, chronische oder entztindliche
Erkrankungen sowie Medikamente, welche Blutleukozytenzahlen beeinflussen

(Cortisol, Chemotherapeutika, etc.).

3.1.3 Erhobene Patientendaten

Anamnestische Daten:
Im Rahmen des stationdren bzw. ambulanten Aufenthaltes erfolgten eine sorgféltige
Anamnese und Durchsicht der Patientenakte. Folgende Informationen wurden

standardisiert zu allen Patienten eingeholt:

e Alter und Geschlecht
o Kardiovaskuldre Risikofaktoren
o Dyslipidamie
o Arterielle Hypertonie
o Aktiver oder zurickliegender Nikotinkonsum: Erfassung der
Packungsjahre

o Diabetes mellitus
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KorpergréBe und Gewicht
Positive Familienanamnese: Atherosklerosebedingtes Ereignis bei
mannlichen bzw. weiblichen Verwandten ersten Grades vor dem 55.

bzw. 65. Lebensjahr.

e Apoplex oder Myokardinfarkt in der Vorgeschichte

@)

In der Kontrollgruppe flhrte ein AMI in der Vorgeschichte zum
Studienausschluss (siehe 3.1.2), ein stattgehabter Apoplex in der
Vorgeschichte wurde jedoch fir die demographische Auswertung
berucksichtigt.

In der Experimentalgruppe wurde ein in der Vorgeschichte stattgehabter

AMI oder Apoplex fur die demographische Auswertung bertcksichtigt.

e Symptombeginn bei STEMI-Patienten und Stabilitdt der Symptomatik bei
CCS-Patienten

e Dauermedikation

@)

In der Kontrollgruppe wurde sowohl die vor als auch nach der
ambulanten Vorstellung bestehende Dauermedikation mit im Folgenden
genannten Medikamenten erfasst.
In der Experimentalgruppe wurde sowohl die bei Aufnahme bestehende
Dauermedikation als auch die Entlassmedikation mit im Folgenden
genannten Medikamenten erfasst.

= Acetylsalicylsdure

» Clopidogrel, Ticagrelor, Prasugrel

= Betablocker

* RAAS-Inhibitoren

= Statine

» Calciumantagonisten

= Diuretika

Untersuchungsergebnisse:

Im Zuge der Behandlung der Patienten wurden allgemeine und apparative

Untersuchungen durchgefiihrt. Folgende Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden

im Rahmen der Studie ausgewertet:
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o \italparameter und Ergebnisse der allgemeinen kérperlichen Untersuchung
zum Ausschluss eines kardiogenen Schocks

e Herzenzyme und Retentionsparameter im zeitlichen Verlauf bei
Infarktpatienten zur Charakterisierung des Studienkollektivs

o Elektrokardiographie zum Diagnosezeitpunkt bei Infarktpatienten zur
Diagnosesicherung

e Echokardiographie zum Ausschluss einer eingeschrankten linksventrikularen

Ejektionsfraktion

Behandlungsergebnisse:

Alle Infarktpatienten erhielten eine Revaskularisation {ber eine perkutane
Koronarintervention. Im Rahmen dieser erfolgte sowohl die angiographische
Diagnosesicherung als auch die Lokalisation der infarzierten Koronararterie. Die
Diagnosesicherung wurde zur Uberpriifung des Einschlusskriteriums ST-Hebungs-
Infarkt mit atherothrombotischer Genese herangezogen. Die Lokalisation der
infarzierten Koronararterie wurde zur Charakterisierung des Studienkollektivs

ausgewertet.

3.2 Probengewinnung

3.2.1 Zeitpunkte

Bei den STEMI-Patienten wurden in Abhangigkeit der stationaren Verweildauer bis zu
drei Blutproben entnommen. Die erste Blutprobe wurde so frih wie mdglich
entnommen: bei Vorstellung in der Notaufnahme oder bis maximal sechs Stunden
nach koronarer Revaskularisation (Tag 0). Die zweite Probe wurde 72 Stunden (Tag 3)
und die dritte 120 Stunden nach Aufnahme (Tag 5) entnommen. An zusétzlichen
Zeitpunkten erfolgte Blutentnahmen durch die Klinik wurden in die Auswertung
miteinbezogen.

Bei den eingeschlossenen CCS-Patienten wurde im Rahmen des ambulanten

Aufenthaltes eine Blutprobe entnommen.
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3.2.2 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte durch periphere Venenpunktion oder wahrend der
perkutanen Koronarintervention lber die eingebrachte GefaBschleuse. Es wurden je

Entnahme folgende Probenbehéltnisse befullt:

e Vier 8ml BD Vacutainer® CPT™ Réhrchen zur Isolierung von Blut-Monozyten
e Eine 9 ml EDTA-Monovette®zur Isolierung von Plasma

e Eine 2,7 ml EDTA-Monovette® zur Erstellung eines Differentialblutbildes

Die CPT™ Rdhrchen wurden nach der Entnahme bei Raumtemperatur transportiert
und unmittelbar prozessiert. Die EDTA-Monovette® zur Isolierung von Plasma wurde
bei 4 °C gekuhlt, transportiert und ebenfalls unmittelbar prozessiert. Die Probe zur
Erstellung des Differentialblutbildes wurde an das jeweilige hausinterne Institut fir

Laboratoriumsmedizin versandt und dort analysiert.

3.3 Leukozyten- und Plasmaisolation

3.3.1 Leukozyten-Isolation

Zunichst wurden 160 pl EDTA-Vollblut aus der 9 ml EDTA-Monovette® in ein
Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Davon wurde zur Bestimmung der absoluten Zellzahl
10 pl in ein Eppendorf Gefa Uberfihrt (siehe 3.3.2). Zu den verbleibenden 150
wurden 5000 pl 1X RBC-Lyse-Puffer gegeben. Nach einer 5-minttigen Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Reaktion mit 10 ml 1X PBS gestoppt. Es folgte eine
Zentrifugation bei 400 G und 4 °C fiir 8 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet in 300 yl FACS-Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde in ein
Durchflusszytometrie Réhrchen Uberfihrt und bis zur Immunphénotypisierung bei
4 °C gelagert (siehe 3.6.2).

3.3.2 Konzentrationsbestimmung

Zu den 10 pl EDTA-BIut fur die Zellzahlbestimmung (siehe 3.3.1) wurden 190 pl 1X
RBC-Lyse-Puffer gegeben. Es folgte eine dreimindtige Inkubation bei
Raumtemperatur. Dadurch wurde eine Lyse der Erythrozyten sowie eine Verdlinnung

von 1:20 erreicht. In einer Neubauer-Zahlkammer wurden zwei Proben des Lysats
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mittels Pipette in die beiden separaten Kammern eingebracht. Alle acht beflillten
Eckquadrate wurden ausgezahlt, aus den Ergebnissen wurde der Mittelwert gebildet.
Durch Multiplikation desselben mit dem Faktor 10 und dem Verdinnungsfaktor 20

wurde die Konzentration der Leukozyten pro pl errechnet.

3.3.3 Plasma-Isolation

Die EDTA-Monovette® wurde bei 2000 G und 4 °C fiir 15 Minuten zentrifugiert. Die
resultierende obere Plasmaportion wurde abgenommen und in 2 ml Eppendorf

GefaBe Uberflihrt. Die Lagerung des Plasmas erfolgte bei -80 °C.

3.4 Monozyten-Isolation

3.4.1 Dichtegradienten-Zentrifugation

Die Separation der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes erfolgte mit dem
Vacutainer® CPT™ System von Becton Dickinson. Bei dem System handelt es sich
um sterile, evakuierte Blutentnahme Rdéhrchen mit integrierter Natrium-Citrat-L&sung,

Polyester Separationsgel und Ficoll™

-Hypaque-Dichtegradientenflissigkeit. Diese
kbnnen an géngige Blutentnahme Systeme adaptiert werden. Das enthaltene
Separationsgel verhindert bei der Blutentnahme das Vermischen des antikoagulierten
Blutes mit der Dichtegradientenfliissigkeit. Ferner trennt es nach der Zentrifugation
der Réhrchen die mononukledren Zellen dauerhaft von den restlichen Blutzellen ab.

Bei der Ficoll™

-Separation handelt es sich um eine modifizierte isopyknische
Dichtegradienten-Zentrifugation. Die Dichtegradientenflissigkeit enthdlt das
synthetische Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer Ficoll™ sowie Natriumdiatrizoat
(,Hypaque“) und weist in den verwendeten CPT™ Roéhrchen eine Dichte von
1,077 g/ml auf. Damit ordnen sich bei einer Zentrifugation von Vollblut mononukleére
Zellen und Thrombozyten aufgrund ihres geringeren Dichtebereichs Uber der
Gradientenflissigkeit an. Die Erythrozyten und die meisten Granulozyten hingegen
liegen nach der Zentrifugation aufgrund ihres héheren Dichtebereichs unterhalb des

Mediums. (W. Luttmann, K. Bratke, M. Kipper, & D. Myrtek, 2014, pp. 52-61)
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Dichtegradienten-Zentrifugation:

Die CPT™ Roéhrchen wurden bei der Blutentnahme mit jeweils 8 ml befillt und
unmittelbar mehrmals invertiert. Es folgte eine 30-minttige Zentrifugation derselben
bei 1600 G, Raumtemperatur und mit Bremse. Oberhalb der Gelbarriere resultierte ein
Uberstand aus Plasma sowie eine Interphase mit den mononukleédren Zellen. Letztere

wurden im Plasma durch Invertieren der R6hrchen resuspendiert.

Plasma Verwurf:

Die Suspensionen aus Plasma, PBMCs und Thrombozyten aller R6hrchen wurden in
einem Zentrifugenréhrchen zusammengefihrt und mit 1X PBS auf 50 ml aufgefullt. Es
schloss sich eine erneute mehrmalige Inversion an. Im Anschluss wurde das
Zentrifugenréhrchen bei 300 G und 4°C fur 15 Minuten zentrifugiert. Der
Plasmaltberstand wurde mit einer Vakuumpumpe aspiriert, das Zellpellet vorsichtig in
160 pl MACS-Puffer resuspendiert.

3.4.2 Immunomagnetische Separation

Die Isolierung CD14 * Blut-Monozyten aus der Zellsuspension mononukleédrer Zellen
erfolgte mittels immunomagnetischer Separation. Daflr wurde das MACS Verfahren
der Firma Miltenyi Biotec gewéhlt und die Monozyten mit anti-CD14 MicroBeads
magnetisch markiert. Dabei handelt es sich um monoklonale Antikdrper gegen das
Oberflachenantigen CD14, welche mit superparamagnetischen Dextran-umhdllten
Eisenoxid Nanopartikeln konjugiert sind. Diese Markierung ermdglicht anschlieBend
die Positiv-Selektion der Monozyten bei Durchfluss durch ein starkes Magnetfeld.
Dafir werden mit ferromagnetischen, plastikbeschichteten Stahlkugeln geflillte
Separationssdulen in einen starken Permanentmagneten eingebracht. Nach
Entfernung aus dem Magnetfeld werden die Monozyten aus den Saulen gespdult. Eine
Wiederholung des Vorgangs erhdht die Reinheit des Isolats. (Miltenyi Biotec, 2020;
Miltenyi, Muller, Weichel, & Radbruch, 1990; Zahringer, 2020)

Magnetische Markierung:
Zur Resuspension des Zellpellets aus 3.4.1 wurden auf Eis 40 pl anti-CD14
MicroBeads hinzugegeben. Nach einer 15-minitige Inkubation bei 4 °C und

anschlieBender Hinzugabe von 2 ml MACS-Puffer folgte eine Zentrifugation bei 4 °C
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und 300 G fiir 10 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 500
MACS-Puffer resuspendiert.

Magnetische Separation:

Die Separationssdule ,LS Column“ wurde in der magnetischen Einheit
»,QuadroMACS™* aufgehéngt und Uber einem Auffangrohrchen platziert. Auf die
Separationssaule wurde ein ,,30um Pre-Separations” Filter angebracht. Im Anschluss
wurde sie mit 3 ml MACS-Puffer gespilt. Sobald das Reservoir der Separationssaule
leer war, wurde die Zellsuspension auf die Separationssaule pipettiert. Das
Zentrifugenréhrchen der Zellsuspension wurde mit 1 ml MACS-Puffer gespult und
dieser ebenfalls auf die Separationssaule aufgebracht. Nach Durchfluss der
Zellsuspension erfolgte eine dreimalige Spulung mit je 3 ml MACS-Puffer. Nach
vollstdndigem Abfluss wurde die Separationssaule aus der magnetischen Einheit
entfernt und unmittelbar auf ein 15 ml Zentrifugenréhrchen platziert. Der Filter wurde
entfernt und 5 ml MACS-Puffer in das Reservoir pipettiert. Durch Aufsetzen und
Dricken des Spritzenkolbens wurden die Zellen mit dem Puffer in das
Zentrifugenréhrchen gespllt. Es schloss sich eine 10-minttige Zentrifugation des
Réhrchens bei 300 G und 4 °C an. Im Anschluss wurde der Uberstand aspiriert und
das Zellpellet erneut in 500 yl MACS-Puffer resuspendiert. Zur Erhéhung der Reinheit
des Isolats wurden die beschriebenen Schritte mit einer neuen Separationssaule
wiederholt. Nach Abschluss wurde das Zellpellet in 5000 pl MACS-Puffer
resuspendiert. Zur Bestimmung der Zellzahl (siehe 3.4.3) wurden daraus 10 pl in ein
Eppendorf GefaB uberfihrt und zur durchflusszytometrischen Uberpriifung der
Reinheit des Isolats (siehe 3.6.2) wurden 300 pl in ein Durchflusszytometrie Rohrchen

Uberflhrt.

3.4.3 Konzentrationsbestimmung

Durch Hinzugabe von 40 pul Trypanblau zu dem 10 pl Aliquot des Monozyten-Isolats
(siehe 3.4.2) erfolgte eine Verdinnung von 1:5. In einer Neubauer-Zadhlkammer
wurden zwei Proben der Suspension mittels Pipette in die beiden separaten Kammern
eingebracht. Nach Zahlung der acht Eckquadrate beider Kammern wurde der
Mittelwert gebildet. Durch Multiplikation desselben mit dem Faktor 10 und dem

VerdlUnnungsfaktor 5 wurde die Konzentration der Monozyten pro pl errechnet.
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3.5 RNA-Isolierung

Die RNA wurde mittels einer Kombination aus FlUssig-Fllssig-Extraktion durch die
»Single-step* Methode (Chomczynski & Sacchi, 1987) und Festphasenextraktion
durch selektive Adsorption an eine Silikagel Membran isoliert. Flr Erstere wurde das
QIAzol® -Lysereagenz der Firma Qiagen verwendet. Dabei handelt es sich um eine
monophasische phenolhaltige Guanidin-Isothiocyanat-Lésung. Sie bewirkt eine Lyse
der Zellen und durch das enthaltene Guanidin-Isothiocyanat eine unmittelbare
Denaturierung und effektive Inaktivierung der RNasen (Chirgwin, Przybyla,
MacDonald, & Rutter, 1979). Die Lysate der wahrend des Patienteneinschlusses
gesammelten Blutproben konnten damit bei -80 °C gelagert werden. Nach Ende der
Einschlussphase wurde die RNA-Extraktion aller Proben gemeinsam fortgesetzt. Die
Zugabe von Chloroform und eine Zentrifugation resultieren in der Auftrennung des
Lysats in drei Phasen. Durch das saure Milieu separiert sich die RNA im farblosen
wéssrigen Uberstand von Proteinen und kleinen DNA-Fragmenten in der unteren
organischen Phenol-Chloroform Phase sowie von gréBeren DNA-Fragmenten in der
weiBe Interphase (Chomczynski & Sacchi, 2006; Mlhardt, 2013). Die RNA wurde mit
der wéssrigen Phase in ein neues ReaktionsgefaB3 Uberfiihrt und unter Verwendung
des RNeasy®-Mini-Kits der Firma Qiagen weiter purifiziert. Nach Zugabe von Ethanol
erfolgt dabei eine selektive Adsorption der RNA an eine in Zentrifugationssaulen
befindliche Silikagel Membran. Ungebundene Zellbestandteile werden durch
wiederholte Spulungen mit Guanidinthiocyanat-haltigen Hochsalzpuffern und
Zentrifugationen in einer Mikrozentrifuge entfernt. Dadurch erfolgt eine Anreicherung
von RNA mit Gber 200 Nukleotiden. DNA-Kontaminationen wurden wahrend der
Purifikation mit dem RNase-Free DNase Set der Firma Qiagen entfernt. Dieses
ermdglicht eine Inkubation der membrangebundenen RNA mit DNase |. Die DNase
wird anschlieBend durch Zugabe eines Puffers und Zentrifugation entfernt. Im letzten
Schritt erfolgt die Elution der purifizierten RNA von der Silicagel Membran mit RNase-
freiem Wasser. (Qiagen, 2009, 2019; Tan & Yiap, 2009)

3.5.1 Aliquotportionierung

Die Gesamtzahl der isolierten Blut-Monozyten ergab sich aus der Multiplikation der

errechneten Monozyten Konzentration mit dem Restvolumen der Isolation nach
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Entnahme der Aliquots fur die Durchflusszytometrie und die Zellzéhlung (siehe 3.4.2).
Fir die weiteren Isolationsschritte wurde festgelegt, dass je 1,5 x 10° Monozyten in
300 pl QlAzol-Lysereagenz lysiert und gelagert werden sollten. Durch Division der
Gesamtzahl an isolierten Monozyten durch 1,5 x 10° ergab sich die Anzahl der
Aliquots. Durch Multiplikation derselben mit 300 wurde das Volumen der bendtigten

QIAzol-Lysereagenz berechnet.

3.5.2 Lagerung und Probenauswahl

Die lysierten Monozyten-Isolate aller eingeschlossenen Patienten wurden gemeinsam
bei -80 °C gelagert. Nach Abschluss des Patienteneinschlusses wurden fir die
Transkriptomsequenzierung je 20 STEMI- und CCS-Patienten ausgewéahlt. Von jedem
ausgewahlten Patienten wurden die Blutproben vom Aufnahmetag und dem dritten
Tag fur die Transkriptomanalyse verwendet. Die RNA-Extraktion der 60 Proben
erfolgte nach Auswahl gemeinsam. AnschlieBend erfolgte der gemeinsame Versand
aller 60 RNA-Isolate an die DZHK-Shared Expertise Plattform (SE031) des Standortes
Heidelberg / Mannheim (siehe 3.7).

Auswabhlkriterien STEMI-Patienten:

Fir die Auswahl mussten erfolgreich prozessierte Blutproben vom Aufnahmetag und
Tag 3 vorhanden sein. Die Blutentnahme am Aufnahmetag musste unter 10h nach
Symptombeginn und unter 3h nach Revaskularisation erfolgt sein. Die in der
Durchflusszytometrie bestimmte Reinheit der Monozyten-Isolate musste Uber 90 %

liegen.

Auswabhlkriterien CCS-Patienten:
Nach Auswahl der geeigneten STEMI-Patienten wurden 20 geschlechts- und
altersangepasste CCS-Patienten ausgewéhlt, deren Monozyten-Isolate in der

Durchflusszytometrie eine Reinheit Uber 90 % aufwiesen.
3.5.3 Flussig-Flussig-Extraktion

Lyse:
Das Monozyten-Isolat (siehe 3.4.2) wurde bei 300 G und 4 °C fur 10 Minuten

zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in dem berechneten
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Volumen QIAzol-Lysereagenz resuspendiert (siehe 3.5.1). Durch repetitives
Pipettieren erfolgten eine Homogenisierung und Lyse der isolierten Monozyten. Je
300 pl Lysat wurden in ein RNase-freies Eppendorf GefaB3e Uberfiihrt und bei -80 °C
gelagert.

Phasenseparation:

Die ausgewahlten Lysate (siehe 3.5.2) wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und mit
700 pl QIAzol-Lysereagenz auf 1 ml aufgefillt. Nach Hinzugabe von 200 ul Chloroform
wurden diese fir 15 Sekunden geschuttelt. Es folgte eine 3-minltige Inkubation bei
Raumtemperatur und eine Zentrifugation bei 12000 G und 4 °C fur 15 Minuten. Es
resultierten drei sichtbare Phasen. Der wéssrige Uberstand wurde vorsichtig und ohne
Mitnahme der Interphase in ein neues MikroreaktionsgefaB lberflhrt. Das Volumen

des Uberfihrten Uberstandes wurde gemessen.

3.5.4 Festphasenextraktion

Adsorption:

Zu der separierten wassrigen Phase wurde eine aquivalente Menge 70 % Ethanol
hinzugegeben (circa 400 pl). Nach unmittelbarer Durchmischung mittels Pipette
wurden bis zu 700 pl des Lysats auf eine RNeasy-Séule transferiert, welche in einem
Sammelgefal platziert wurden. Es schloss sich eine Zentrifugation bei 12000 RPM fur
30 Sekunden an. Das im SammelgefaB aufgefangene Eluat wurde verworfen. Der Rest
des Lysats wurde auf dieselbe RNeasy-Saule gegeben, diese erneut zentrifugiert und

das Eluat abermals verworfen.

Reinigung:

Nach Hinzugabe von 350 pl RW1-Puffer auf die RNeasy-Saulen wurden diese bei
12000 RPM fir 30 Sekunden zentrifugiert und das Eluat verworfen. In ein
MikroreaktionsgefdB wurden 70 pl RDD-Puffer vorgelegt und 10 pl DNase |
Stammldsung hinzugegeben. Die resultierenden 80 pl DNase Inkubationslésung
wurde direkt auf die Membran der RNeasy Sdulen gegeben. Nach einer 15-minltigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden erneut 350 pl RW1-Puffer auf die RNeasy-
Saulen pipettiert, diese bei 12000 RPM fir 30 Sekunden zentrifugiert und das Eluat

verworfen. Es folgte eine Reinigung der Saulen mit 500 pl RPE-Puffer und
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anschlieBender Zentrifugation bei 12000 RPM fur 30 Sekunden. Das Eluat wurde
abermals verworfen und der Vorgang mit weiteren 500 pl RPE-Puffer und
anschlieBender Zentrifugation fir 2 Minuten wiederholt. Im Anschluss wurden die
Saulen in ein neues SammelgefaB eingesetzt und das alte verworfen. Es folgte eine

1-mindtige Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit.

Elution:

Die SammelgefaBe wurden wieder mitsamt Eluat verworfen und die RNeasy-S&ulen
in ein 1,5 ml RNase-freies MikroreaktionsgefaB eingesetzt. Nach Auftragen von 50 pl
RNase-freiem Wasser direkt auf die Membran der RNeasy-Sdulen folgte eine
Zentrifugation bei 12000 RPM fir 1 Minute. Die Proben wurden unmittelbar bei -80 °C

eingefroren.

3.6 Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung der Reinheit der Monozyten-Isolate wurde nach jeder Isolation eine
differenzierte Zellanalyse der gewonnen Zellen mittels Durchflusszytometrie
durchgefuhrt. Zuséatzlich wurde von jeder Probe ein Aliquot mit lysiertem EDTA-
Vollblut analysiert. Die Analysen wurden mit einem Multi-Farben-Durchflusszytometer
LSRFortessa der Firma Becton Dickinson durchgefiihrt. Bei diesem Gerat werden die
zu differenzierenden Zellen mittels hydrodynamischer Fokussierung in einen
laminaren Probenstrom zentriert und durchflieBen somit einzeln in Reihe die
Messkuvette. In dieser passieren die Zellen orthogonal zur Flussrichtung strahlende
Laser. Das LSRFortessa verfugt Uber drei Laser: einen violetten der Wellenldnge
405 nm, einen blauen der Wellenldange 488 nm und einen roten der Wellenlange
640 nm. Bei Auftreffen des monochromatischen Lichts auf die Zellen entsteht fir jede
Zelle ein charakteristisches Streulicht sowie simultan flr jedes gebundene
Fluorochrom ein charakteristisches Fluoreszenzlicht. In Strahlungsrichtung der Laser
abgelenktes Licht wird vom Vorwartsstreulicht Detektor (Forward Scatter Detektor)
erfasst und ist ein MaB fir die relative GroBe der gemessenen Zelle. Der
Seitwartsstreulicht Detektor (Side Scatter Detektor) misst das an intrazellularen
Bestandteilen im 90 °-Winkel abgelenkte Licht und ist somit ein MaB fir die

Granularitat der Zelle. Durch Markierung der zu messenden Zellen mit monoklonalen
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Antikdrpern und Konjugation der Antikérper mit Fluorochromen ist eine
weitergehende Differenzierung moglich. Letztere absorbieren einen Teil der
Laserstrahlung und emittieren Licht héherer Wellenlange, wobei jedes Fluorochrom
ein spezifisches Absorptions- und Emissionsspektrum aufweist. Das erfasste
Fluoreszenzlicht wird Uber eine Reihe von dichroitischen Spiegeln und Filtern in
absteigender Wellenlange aufgetrennt. Die verbauten ,Longpass“-Spiegel (LP-
Spiegel) lassen Licht oberhalb einer spezifischen Wellenlange passieren und
reflektieren kurzwelligere Spektralanteile zum né&chstniedrigeren LP-Spiegel.
Passierende Lichtanteile strahlen hinter dem Spiegel auf Bandpass-Filter, welche nur
Wellenldngenanteile einer definierten Bandbreite um einen bestimmten Mittelwert
passieren lassen. Nach dieser weiteren Einengung werden die durchstrahlenden
Wellenldngen von Photomultipliern erfasst, welche somit spektralbereichsspezifisch
sind. Das LSRFortessa™ verfligt Uber eine parallele Laseranordnung mit separaten
optischen Kollektionssystemen fiir jeden Laser. Dies erlaubt eine simultane Messung
von Fluorochromen mit Uberlappenden Emissionsspektiren bei Exzitation durch
unterschiedliche Laser. (BD Biosciences, 2009; Werner Luttmann, Kai Bratke, Michael
KlUpper, & Daniel Myrtek, 2014)

3.6.1 Antikérper

Zur Immunphé&notypisierung der Zelltypen wurden zunachst T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten, Naturliche Killerzellen sowie Granulozyten mittels biotinylierter
monoklonaler Prim&rantikdrper markiert. Diese wurden anschlieBend einfarbig mittels
fluoreszenzgekoppeltem Streptavidin sekundérmarkiert. Thrombozyten erhielten eine
fluoreszenzgekoppelte monoklonale Prim&rmarkierung des Oberflachenantigens
CD41, myeloide Zellen des Antigens CD11b. Monozyten wurden zur weiteren
Differenzierbarkeit anhand lhrer Oberflachenantigene CD14, CD16, CD192 (CCR2)
sowie CXBCR1 mittels monoklonaler fluoreszenzgekoppelter Primé&rantikérper

mehrfarbig markiert (siehe Tabelle 10).

Tabelle 10: In der Durchflusszytometrie markierte Zelltypen

Zelltyp Oberflachenantigen Primare Sekundare
Markierung Markierung

T-Lymphozyten CDS3 Biotin BV 510
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CD19
B-Lymphozyten D20
NK-Zellen CD56
Granulozyten CD66b
Thrombozyten  CD41 PerCP / Cyanine5.5
Myeloide Zellen CD11b APC
CD14 FITC
CD16 PE
Monozyten
CD192 (CCR2) PE / Cyanine7
CX3CR1 APC / Cyanine7

3.6.2 Markierung der Oberflachenantigene

Biotinylierung:

Es wurde eine erste Antikdrpermischung fir die primére Markierung der Proben
angesetzt. Daflr wurden in einem Durchflusszytometrie Réhrchen 143 ul FACS-Puffer
vorgelegt und je 1,5 pl der folgenden monoklonalen Primarantikérper der Firma

BioLegend hinzugegeben:

e Maus anti-human CDS3 Biotin

e Maus anti-human CD19 Biotin
e Maus anti-human CD20 Biotin
e Maus anti-human CD56 Biotin

e Maus anti-human CD66b Biotin.

Nach Durchmischen mittels Laborschuttler wurden je 50 pl der ersten
Antikérpermischung zu den 300 pl der Resuspension des lysierten Vollbluts (siehe
3.3.1) sowie zu den 300 ul des Monozyten-Isolates (siehe 3.4.2) gegeben. Nach
Durchmischen folgte eine 20-mindtige Inkubation auf Eis und bedeckt mit
Aluminiumfolie. Im Anschluss wurden je 1000 ul FACS-Puffer zu den Proben gegeben.
Nach einer Zentrifugation bei 300 G und 4 °C fuir 10 Minuten wurden die Ubersténde
vorsichtig aspiriert. Die Zellpellets wurden gelést und in je 300 yl FACS-Puffer

resuspendiert.
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Sekundérmarkierung:

Fir die zweite Antikdrpermischung wurden 140 pl FACS-Puffer in einem
Durchflusszytometrie R6hrchen vorgelegt und 1,5 pl des Streptavidin-Brilliant Violet
510 Konjugats (BioLegend) hinzugefiigt. Des Weiteren wurden je 1,5 ul folgender

monoklonaler Primdrantikdrper desselben Herstellers hinzugefigt:

e Maus anti-human CD14 FITC

e Maus anti-human CD16 PE

e Maus anti-human CCR2 PE / Cyanine7

¢ Ratte anti-human CX3CR1 APC / Cyanine7
e Maus anti-human CD11b APC

e Maus anti-human CD41 PerCP / Cyanine5.5.

Nach Durchmischen mittels Laborschittler wurden je 50 pl der zweiten
Antikdrpermischung zu den resuspendierten Proben gegeben. Nach erneutem
Durchmischen folgte eine 20-minitige Inkubation auf Eis unter Aluminiumfolie. Im
Anschluss wurden je 1000 yl FACS-Puffer zu den Proben gegeben und dieselben bei
300 G und 4 °C fir 10 Minuten zentrifugiert. Die Uberstande wurden erneut vorsichtig

aspiriert und die Zellpellets in je 300 pul FACS-Puffer resuspendiert.

3.6.3 Kompensation

Es erfolgte eine Mehrfarbenmessung mit sieben Fluorochromen. Die Exzitation
erfolgte simultan und rdumlich getrennt durch den violetten, blauen und roten Laser.
Die Fluorochrome wurden so kombiniert, dass durch die separaten optischen
Kollektionssysteme sowie die Longpass-Spiegel und Bandpass-Filter das
Emissionslicht jedes Fluorochroms weitestgehend nur durch einen Photomultiplier
detektiert wurde (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: In der Durchflusszytometrie verwendete Fluorochrome. Es ist aufgelistet, welche Fluorochrome

durch den entsprechenden Laser exzitiert werden. AuBerdem ist fir jedes Fluorochrom aufgefiihrt, welche
Longpass-Spiegel (LP) und Bandpass-Filter (BP) den spezifischen Photomultipliern vorgeschaltet sind.

Exzitations- Fluorochrom Emissions- LP- BP- Photo-
Laser maximum Spiegel Filter  multiplier
Violett BV 510 510 nm 475 LP 525/50 A

(405 nm)
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Blau PE / Cyanine7 774 nm 750 LP  780/60 A
(488 mm) PerCP / Cyanine5.5 690 nm 685LP 695/40 B
PE 575 nm 550 LP 575/26 C
FITC 525 nm 505LP 530/30 D
Rot APC / Cyanine7 774 nm 750 LP  780/60 A
(640 nm) APC 660 nm keiner 670/14 B

Durch den violetten Laser wurde einzig das Fluorochrom Berilliant Violet 510 angeregt.
Aufgrund des raumlich getrennten optischen Kollektionssystem mussten somit keine
EmissionsiUberlappungen mit anderen Fluorochromen berlcksichtigt werden (siehe
Abbildung 3).

405
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Abbildung 3: Emissionsspektrum des Fluorochroms Brilliant Violet 510. Gezeigt ist das Emissionsspektrum
von BV510 (griine Kurve) nach Exzitation durch monochromatisches Licht der Wellenldnge 405 nm (vertikale Linie).
Weiter ist der Spektralbereich des spezifischen Bandpass-Filters eingezeichnet (farbiges Rechteck). Erstellt mit
dem BD Spectrum Viewer (BD Biosciences).

Die Exzitation der Fluorochrome FITC, PE, PerCP/Cyanine5.5 und PE/Cyanine7
erfolgte gemeinsam durch den blauen Laser. Die Uberlappung der Emissionsspektren
im selben optischen Kollektionssystem resultiert in einer Detektion von
Fluoreszenzlicht mehrerer Fluorochrome an den spezifischen Photomultipliern (siehe
Abbildung 4). Analog dazu fihrte die Exzitation von APC und APC/Cyanine7 durch
den roten Laser zu SignallUberlappungen im Detektionssystem (siehe Abbildung 5).
Zur Vermeidung falsch positiver Signale war eine Kompensation notwendig. Diese

erfolgte automatisiert mittels der FACSDiva Software von Becton Dickinson. Dazu
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wurden OneComp™ Kompensationsbeads von Thermo Fischer Scientific verwendet.
Dabei handelt es sich um ein Gemisch aus sphérischen Partikeln, von welchen eine
Halfte murine monoklonale Antikdrper bindet und die andere nicht. Damit lassen sich
bei Inkubation mit den verwendeten fluoreszenzmarkierten Antikérpern einfarbig
markierte Positivkontrollen sowie ungefarbte Negativkontrollen erstellen. Fir die
automatische Kompensation werden ungefarbte Negativkontrollen, sowie
anschlieBend fur jedes verwendete Fluorochrom einfarbig markierte Positivkontrollen
gemessen. Nach Einspeisung aller positiven und negativen Kontrollen wird die
Kompensation durch das Programm kalkuliert und kann im Anschluss fir alle

durchgefiihrten Messungen verwendet werden.
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Abbildung 4: Emissionsspektren der Fluorochrome FITC, PE, PerCP-Cy5.5 und PE-Cy7. Gezeigt sind die
Emissionsspektren der Fluorochrome FITC, PE, PerCP/Cyanine5.5 und PE/Cyanine7 (ausgeflllte Kurven) nach
Exzitation durch monochromatisches Licht der Wellenlange 488 nm (vertikale Linie). Durch Vorschaltung der
Bandpass-Filter (farbige Rechtecke) wird die spektrale Uberlappung am Photomultiplier reduziert. Die Tabelle zeigt
den vom Photomultiplier erfassten Anteil der Emission des spezifischen Fluorochroms (dunkel hinterlegt).
Zusétzlich sind die prozentualen Anteile der unspezifisch detektierten Emissionen der restlichen Fluorochrome
angegeben (hell hinterlegt). Erstellt mit dem BD Spectrum Viewer (BD Biosciences).

Kompensationsmessung:
In Durchflusszytometrie Rbhrchen wurden flr jedes Fluorochrom 300 pl FACS-Puffer
vorgelegt. Nach Zugabe von je 20 pl Kompensationsbeads wurde je 1 pl des

entsprechenden  fluoreszenzmarkierten  Antikdrpers  hinzugegeben.  Nach
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Durchmischen mittels Laborschuttler schloss sich eine 15-minUtige Inkubation auf Eis
unter Aluminiumfolie an. Im Anschluss wurden je 1000 pyl FACS-Puffer zu den Proben
gegeben und dieselben bei 400 G und 4 °C fir 10 Minuten zentrifugiert. Die
Uberstande wurden vorsichtig aspiriert und die Pellets in je 600 ul FACS-Puffer
resuspendiert. Es folgte die Messung der Negativkontrolle und der Positivkontrollen

am Durchflusszytometer.
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Abbildung 5: Emissionsspektren der Fluorochrome APC und APC-Cy7. Gezeigt sind die Emissionsspektren
der Fluorochrome APC und APC/Cyanine7 (ausgefillte Kurven) nach Exzitation durch monochromatisches Licht
der Wellenlange 640 nm (vertikale Linie). Durch Vorschaltung der Bandpass-Filter (farbige Rechtecke) wird die
spektrale Uberlappung am Photomultiplier reduziert. Die Tabelle zeigt den vom Photomultiplier erfassten Anteil
der Emission des spezifischen Fluorochroms (dunkel hinterlegt). Zuséatzlich ist der prozentuale Anteil der
unspezifisch detektierten Emission des anderen Fluorochroms angegeben (hell hinterlegt). Erstellt mit dem BD
Spectrum Viewer (BD Biosciences).

«

3.6.4 Datenauswertung

Die Messung der je zwei Proben erfolgte direkt im Anschluss an die Markierung der
Oberflachenantigene (siehe 3.6.2). Es wurde das gesamte Volumen der Proben fir die
Messungen verwendet. Die Daten wurden exportiert und nach Ende der
Einschlussphase mithilfe der Software FlowJo™ von Becton Dickinson ausgewertet.
Zur Auswertung werden die Messergebnisse der Durchflusszytometrie in

zweidimensionalen Streudiagrammen betrachtet.
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Vollblutprobe:

Zunachst wird in einem Punktwolkendiagramm das Seitwéartsstreulicht gegen das
Vorwartsstreulicht aufgetragen. Somit lassen sich die erfassten Zellpopulationen
anhand I|hrer GréBe und Granularitdt auftrennen. Es lassen sich Granulozyten,
Monozyten und Lymphozyten voneinander abgrenzen (sieche Abbildung 6 A). Es wird
ein Fenster um die Monozyten Population gesetzt und ein weiteres
Punktwolkendiagramm erstellt, welches nur die innerhalb des Fensters liegenden
Zellen integriert. Diese konnen nun anhand ihrer Fluoreszenzmarkierung weiter

differenziert werden. Dazu werden die einfarbig markierten Oberflachenantigene

A B C
Lymphozyten . B o 0 :
% ’ Granulozyten 8,51 %
T 4,02 %
1 o !
Q g =
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Monozyten 95,8 % 82,9 %
FSC — CD11b — CD14 —

Abbildung 6: Differenzierung monozytarer Subpopulationen. Exemplarische Streudiagramme aus lysiertem
fluoreszenzmarkiertem Vollblut. (A) Differenzierung aller durchflusszytometrisch erfasster Ereignisse anhand ihrer GréRRe
(FSC = Vorwartsstreulicht) und Granularitat (SSC = Seitwartsstreulicht). Es lassen sich Granulozyten, Lymphozyten und
Monozyten voneinander abgrenzen (Beschriftung). Der Anteil der im Fenster erfassten Zellen an allen Ereignissen betragt
1,53 %. (B) Differenzierung der in A im Fenster eingeschlossenen Zellen anhand der Expression von CD11b. ,Lineage” =
einfarbig mit BV510 gefarbte Zellen (T-, B-, NK-Zellen, Granulozyten). 95,8 % der in A integrierten Zellen exprimieren CD11b.
(C) Differenzierung der in B im Fenster eingeschlossenen Monozyten anhand der Expression von CD14 und CD16. Erstellt aus
in der Studie eingeschlossenen Patientenproben mit der Software FlowJo.

CDg3, CD19, CD20, CD56, CD66b gegen CD11b aufgetragen. Dies ermdglicht eine
Abgrenzung der CD11b exprimierenden Monozyten von anderen Zellpopulationen
(siehe Abbildung 6 B). Im n&chsten Schritt wird ein Fenster um die CD11b positiven
Monozyten gesetzt und diese in einem neuen Streudiagramm weiter differenziert.
Dafur wird CD16 gegen CD14 aufgetragen. Dies erméglicht eine Differenzierung der
drei monozytdren Subpopulationen (siehe Abbildung 6 C). Zur statistischen
Auswertung wurden die fur die Proben bestimmten absoluten Zellkonzentrationen
herangezogen (siehe 3.3.2). Fur jedes Fenster berechnet die Software den
prozentualen Anteil der innerhalb des Fensters liegenden Ereignisse an allen

Ereignissen des Streudiagramms. Durch Multiplikation der prozentualen Anteile der
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Zellpopulationen mit der Gesamtzellkonzentration wurde die Konzentration der

betrachteten Zellpopulation berechnet.

Isolationsprobe:

Zur Uberprufung der Reinheit der erfolgten CD14* Isolation wurde in einem
Punktwolkendiagramm das Seitwértsstreulicht gegen CD14 markierte Zellen
aufgetragen. Durch Setzen eines Fensters um die CD14 positive Zellpopulation
berechnet die Software den prozentualen Anteil der innerhalb des Fensters liegenden
Zellen an allen gemessenen Zellen der Probe (siehe Abbildung 7A). Zu Uberpriifung
der Kontamination der CD14 * Isolation mit Thrombozyten und Thrombozyten-
Monozyten-doublets wurde in einem Punktwolkendiagramm CD41 gegen CD14
aufgetragen. Hierdurch kann der Anteil CD41 positiver CD14 negativer Thrombozyten
sowie CD41 und CD14 positiver doublets aus Thrombozyten und Monozyten an allen

isolierten Zellen bestimmt werden (siehe Abbildung 7B).

SSC —
CD41 —

CD14 —
Abbildung 7: Bestimmung der Reinheit und Thrombozyten Kontamination der CD14* Isolation.
Exemplarische Streudiagramme aus fluoreszenzmarkierten Isolationsproben. (A) Auftragung aller
durchflusszytometrisch erfassten Ereignisse nach Granularitét (SSC = Seitwértsstreulicht) und CD14 Expression.
99 % aller Ereignisse der Isolationsprobe sind CD14 positiv. (B) Auftragung aller durchflusszytometrisch erfassten

Ereignisse nach CD41 und CD14 Expression. 0,77 % aller Ereignisse der Isolationsprobe sind CD41 positiv. Erstellt
aus in der Studie eingeschlossenen Patientenproben mit der Software FlowJo.
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3.7 Transkriptomanalyse

3.7.1 Transkriptomsequenzierung

Die Qualitats- und Quantitdtsbestimmung sowie die RNA-Sequenzierung der
isolierten und versandten RNA wurde durch die DZHK-Shared Expertise Plattform
(SEO31) des Standortes Heidelberg / Mannheim durchgeftihrt.

Daflr wurden die Proben mittels dem Agilent Fragment Analyzer System und dem
Agilent DNF-471 RNA Kit analysiert. Nach der Library Praparation mit dem lllumina
TruSeq TotalRNA Stranded Kit erfolgte die RNA-Sequenzierung fir 2 x 100bp Reads
auf einer lllumina HiSeg2000 Plattform.

3.7.2 Aufarbeitung der Transkriptomdaten und funktionelle Analyse

Die Aufarbeitung und funktionelle Analyse der Transkriptomdaten wurde von Dr.
Baiba Vilne von der Bioinformatics Research Unit der Riga Stradins University

durchgeflhrt.

Nach einer standardisierten Qualitdtskontrolle der Rohdaten der RNA-Sequenzierung
unter Verwendung der Software FastQC folgte eine Kiirzung der gelesenen Fragmente
(reads) mit der Software Trimmomatic. AnschlieBend erfolgte die Zuordnung zum
humanen Referenzgenom mit der Software STAR aligner sowie eine Qualitadtskontrolle
der Zuordnung mit der Software Qualimap.

Daraufhin erfolgte die Dekonvolution der Fragment Daten in Gen Daten unter
Verwendung der Software featureCounts. Mit der Software edgeR package wurden
features mit geringen Zahlungen (median <10) entfernt und die Rohdaten der Lesung
mit der Trimmed mean of M-values (TMM) Methode normalisiert. Es erfolgte der
Vergleich der normalisierten Genexpressionsdaten der drei Gruppen (CCS-Patienten,
Patienten am Infarkttag und Patienten am dritten Tag nach Infarkt) mittels LIMMA t-
Teststatistik mit Benjamini-Hochberg-Korrektur flr multiple Testprobleme (BH oder
Falscherkennungsrate (FDR)) zur Berechnung der differentiell exprimierten Gene
(DEGs). Gene wurden als differentiell exprimiert definiert, wenn die relative

Genexpression (fold change (FC)) mindestens um den Faktor 2 verédndert war,
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entsprechend einem log2 der Genexpressionsanderung kleiner -1 oder gréBer 1 (-1 >
log2FC = 1). Daflir wurde ein p-Wert von < 0.05 bei einer Falscherkennungsrate
von < 0.25 % zwischen den jeweiligen beiden Vergleichsgruppen vorausgesetzt. Die
Visualisierung der DEGs als Volcano plot erfolgte unter Verwendung der Software
ggplot2 R package. AnschlieBend erfolgte die Analyse der signifikanten funktionellen
Anreicherung der DEGs in den Gen Ontologie Annotationskategorien ,molekulare
Funktionen“ und ,biologische Prozesse® mittels der Software ToppFun der Website

ToppGene Suite.

3.7.3 Auswertung der Genexpressionsanalyse

Von den differentiell exprimierte Gene (DEGs) mit einer relativen Verdnderung der
Genexpression um mindestens den Faktor 8 (-3 = log2FC > 3) wurden jeweils die zehn
am starksten differentiell exprimierten Gene weitergehend analysiert. In den
Transkriptomvergleichen, die keine oder weniger als drei DEGs mit einer relativen
Verdanderung der Genexpression um mindestens den Faktor 8 ergaben, wurden die
zehn am stéarksten differentiell exprimierten Gene mit einer relativen Veranderung der
Genexpression um mindestens den Faktor 4 (-2 > log2FC = 2) weitergehend
analysiert. Ferner wurden alle weitergehend betrachteten DEGs auf eine differentielle
Expression in den jeweils anderen Vergleichsgruppen untersucht.

Die Auswertung der naher betrachteten DEGs umfasste eine Recherche in den
Genom Datenbanken Ensembl und GeneCards sowie eine Literaturrecherche zum

entsprechenden Gen in der PubMed Datenbank.

3.8 Statistische Auswertungen

Die digitale Dokumentation der erfassten Studiendaten erfolgte mittels der Software
Excel der Firma Microsoft. Statistische Analysen erfolgten mit der Software Prism der
Firma GraphPad. Fir kategoriale nominal-skalierte Merkmale wurden absolute und
relative Haufigkeiten berechnet. Vergleiche kategorialer Merkmale erfolgten mit dem
Exakten Test nach Fisher. Flr quantitative stetig-skalierte Merkmale wurden bei
symmetrischer Verteilung Mittelwert und Standardabweichung bestimmt und bei
asymmetrischer Verteilung Median sowie Spannweite oder Interquartilsabstand. Bei

normalverteilten quantitativen Merkmalen wurde eine einfache Varianzanalyse mit
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anschlieBendem Holm-Sidak-Test verwendet. Bei fehlender Normalverteilung in den
analysierten quantitativen Merkmalen erfolgten Vergleiche von zwei Gruppen mit dem
Mann-Whitney-U-Test. Vergleiche von drei oder mehr ungepaarten Gruppen nicht
normalverteilter quantitativer Merkmale erfolgten mit dem Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieBendem Dunn-Test. Vergleiche von drei oder mehr gepaarten Gruppen nicht
normalverteilter quantitativer Merkmale erfolgten mit einer Mixed-Effects-Analyse mit

Greenhouse-Geisser Korrektur und anschlieBendem Dunnett- oder Tukey-Test.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des Studienkollektivs

Insgesamt konnten im Einschlusszeitraum 32 STEMI-Patienten und 30 CCS-
Patienten flr die Studienteilnahme rekrutiert werden. Aus dem gesamten
Studienkollektiv wurden jeweils 20 STEMI- und CCS-Patienten fir den

Transkriptomvergleich ausgewéhlt (siehe 3.5.2).

4.1.1 Patientencharakteristika

Gesamtes Studienkollektiv:

Der Vergleich der demographischen Daten (sieche Tabelle 12) zeigt eine
Uberrepréasentation ménnlicher Studienteilnehmer sowohl in der Experimentalgruppe
(STEMI-Patienten) als auch in der Kontrollgruppe (Patienten mit chronischem
Koronarsyndrom). Diese spiegelt die epidemiologischen Unterschiede zwischen den
Geschlechtern bei STEMIs wider. Da die Patienten mit CCS geschlechtsadaptiert zu
den STEMI-Patienten in die Kontrollgruppe eingeschlossen wurden, findet sich diese
Uberreprésentation auch in der Kontrollgruppe wieder. Hervorzuhebende
Unterschiede zwischen STEMI- und CCS-Patienten bestehen unter anderem beim
Nikotinkonsum. Unter den STEMI-Patienten gaben 75 % einen Nikotinkonsum an und
50 % einen aktiven Konsum. Auf der anderen Seite gaben nur 63 % der CCS-
Patienten einen Nikotinkonsum an und lediglich 10 % einen aktiven Konsum. Ferner
bestanden Unterschiede bei der Dauermedikation, welche bei den STEMI Patienten
vor der stationdren Behandlung und bei den CCS Patienten vor der ambulanten
Vorstellung und somit vor Patienteneinschluss eingenommen wurde. Bis auf
Ticagrelor wurden alle erfassten Medikamente unter den CCS-Patienten h&ufiger
eingenommen. Besonders groBe Unterschiede finden sich bei der dauerhaften
Einnahme von Acetylsalicylsdure und Statinen vor stationdrer beziehungsweise
ambulanter Behandlung.

Tabelle 12: Charakteristika des gesamten Studienkollektivs. Nominal-skalierte Merkmale sind als absolute

(relative) Haufigkeit angegeben. Symmetrisch verteilte stetig-skalierte Merkmale sind als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben. Asymmetrisch verteilte stetig-skalierte Merkmale sind als Median
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[Interquartilsabstand] angegeben.

Merkmal
Patientenzahl
Geschlecht

méannlich

weiblich
Alter in Jahren
Kardiovaskulare Risikofaktoren
Dyslipidamie
Arterielle Hypertonie
Aktiver Nikotinkonsum
Sistierter Nikotinkonsum
Diabetes mellitus
Body-Mass-Index

Positive Familienanamnese

Stattgehabter Myokardinfarkt / Apoplex

Stattgehabter Apoplex

Dauermedikation vor Aufnahme (STEMI) / vor ambulanter Vorstellung (CCS)

Acetylsalicylsaure
Clopidogrel

Ticagrelor

Prasugrel

Betablocker
RAAS-Inhibitoren
Statine
Calciumantagonisten
Diuretika

Nierenfunktion

Kreatinin in mg/dl
Glomerulare Filtrationsrate in ml/min
Infarzierte Koronararterie

Ramus interventricularis anterior

STEMI
32

28 (87,5 %)
4 (12,5 %)
61+ 14

22 (69 %)
22 (69 %)
16 (50 %)
8 (25 %)
6 (19 %)
27,6 + 4.6
7 (22 %)
7 (22 %)

10 (31 %)
2 (6 %)

3 (9 %)

0 (0 %)
10 (31 %)
14 (44 %)
8 (25 %)
4 (12 %)
7 (22 %)

1,06 + 0,26
75+ 18

17 (63 %)

CCS
30

25 (83,3 %)
5 (16,7 %)
65 + 11

26 (87 %)
26 (87 %)
3 (10 %)

16 (53 %)
10 (33 %)
27,8+ 5,0
413 %)

6 (20 %)

24 (83 %)
9 (31 %)
0 (0 %)

0 (0 %)
19 (66 %)
21 (72 %)
21 (72 %)
5(17 %)
10 (34 %)

68

p-Wert

p=0,14

p=0,13
p=0,13
p=0,0008
p=0,04
p=0,25
p=0,86
p=0,51

p>0,99
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Ramus circumflexus 3 (9 %)
Rechte Koronararterie 12 (38 %)
Herzenzyme

Maximalwert Kreatinkinase in U/I

CK-Gesamt 1485 [3328-734]

CK-MB 180 [353-109]
Dauermedikation bei Entlassung (STEMI) / nach ambulanter Vorstellung (CCS)
Acetylsalicylsaure 32 (100 %) 29 (100 %) p=t
Clopidogrel 5 (16 %) 10 (34 %) p=0,14
Ticagrelor 20 (63 %) 0 (0 %) p<0,0001
Prasugrel 7 (22 %) 0 (0 %) p=0,01
Betablocker 32 (100 %) 25 (86 %) p=0,05
RAAS-Inhibitoren 31 (97 %) 25 (86 %) p=0,18
Statine 32 (100 %) 29 (100 %)  p=1
Calciumantagonisten 4 (13 %) 6 (21 %) p=0,50
Diuretika 19 (59 %) 15(52 %)  p=0,61

Patienten des Transkriptomvergleichs:

Die Gegeniberstellung der demographischen Merkmale der fir den
Transkriptomvergleich ausgewahlten Patienten (siehe 3.5.2) ist in Tabelle 13
zusammengefasst. Die Uberreprasentation des mannlichen Geschlechts in beiden
Gruppen ist analog zum Gesamtkollektiv. Die Differenz beim Risikofaktor Rauchen
und insbesondere beim aktiven Konsum ist deutlicher ausgepragt als im
Gesamtkollektiv. Die Differenz der bei Aufnahme dauerhaft eingenommenen

Medikamente entspricht der unter allen Patienten.

Tabelle 13: Charakteristika des sequenzierten Studienkollektivs. Nominal-skalierte Merkmale sind als absolute
(relative) Haufigkeit angegeben. Symmetrisch verteilte stetig-skalierte Merkmale sind als Mittelwert =+
Standardabweichung angegeben. Asymmetrisch verteilte stetig-skalierte Merkmale sind als Median
[Interquartilsabstand] angegeben.

Merkmal STEMI CCs p-Wert
Patientenzahl 20 20
Geschlecht

mannlich 17 (85 %) 16 (80 %)
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weiblich
Alter in Jahren
Kardiovaskulére Risikofaktoren
Dyslipidamie
Arterielle Hypertonie
Aktiver Nikotinkonsum
Sistierter Nikotinkonsum
Diabetes mellitus
Body-Mass-Index

Positive Familienanamnese

Stattgehabter Myokardinfarkt / Apoplex

Stattgehabter Apoplex

3 (15 %)
59 + 14

12 (60 %)
16 (80 %)
12 (60 %)
5 (25 %)
5 (25 %)
27,7 +4.8
5 (25 %)
4 (20 %)

Dauermedikation bei Aufnahme (STEMI) / vor ambulanter Vorstellung (CCS)

Acetylsalicylsaure

Clopidogrel

Ticagrelor

Prasugrel

Betablocker

RAAS-Inhibitoren

Statine

Calciumantagonisten

Diuretika

Nierenfunktion

Kreatinin in mg/dl

Glomerulare Filtrationsrate in ml/min

Infarzierte Koronararterie

Ramus interventricularis anterior

Rechte Koronararterie

Herzenzyme

Maximalwert Kreatinkinase in U/I
CK-Gesamt
CK-MB

6 (30 %)
%)
%)
%)

40 %)

16
16
©
(
0 (50 %)
(
(
(

0
8
y
20 %)

15 %)

4
3
4 (20 %)

1,02 + 0,18

79 + 16

12 (60 %)
8 (40 %)

1395 [4480-826]
163 [332-101]

70
4 (20 %)
61+ 11 p=0,49
17 (85 %) p=0,16
17 (85 %) p>0,99
1(5 %) p=0,0004
1(55 %) p=0,11
6(30 %)  p>0,99
28,5+50 p=0,64
4(20%)  p>0,99
3 (15 9% p>0,99
15(75 %) p=0,01
6(30 %)  p=0,09
0 (0 %) p>0,99
0 (0 %) p=1
12(60 %) p=0,34
13(65 %) p=0,52
14 (70 %)  p=0,004
5(25%)  p=0,69
7(35%)  p=0,48
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Dauermedikation bei Entlassung (STEMI) / nach ambulanter Vorstellung (CCS)

Acetylsalicylsaure 20 (100 %) 20 (100 %) p=t
Clopidogrel 3 (15 %) 5 (25 %) p=0.69
Ticagrelor 11 (55 %) 0 (0 %) p=0.0001
Prasugrel 6 (30 %) 0 (0 %) p=0.02
Betablocker 20 (100 %) 17 (85 %) p=0.23
RAAS-Inhibitoren 20 (100 %) 16 (80 %) p=0.11
Statine 20 (100 %) 20 (100 %) p=1
Calciumantagonisten 3 (15 %) 6 (30 %) p=0.45
Diuretika 13 (65 %) 10 (50 %) p=0.52

4.1.2 Anzahl und Zeitpunkte der Blutenthahmen bei STEMI-Patienten

Anzahl der gewonnenen Blutproben:
Unter allen eingeschlossenen STEMI-Patienten konnte von 25 (78 %) eine zweite
Blutentnahme am dritten Tag und von 12 (38 %) eine dritte Blutentnahme am flinften

Tag eingeholt werden.

Absténde zwischen Blutentnahmen:

Die Blutentnahmen am dritten Tag erfolgten im Gesamtkollektiv durchschnittlich 72
Stunden nach der ersten Entnahme mit einer Standardabweichung von 7,1 Stunden.
Die Proben am fiinften Tag erfolgten durchschnittlich 118 Stunden nach der ersten
Enthnahme mit einer Standardabweichung von 3,9 Stunden. In der
Transkriptomgruppe war bei allen ausgewéhlten 20 STEMI-Patienten eine zweite
Entnahme im Abstand von durchschnittlich 71 Stunden zur ersten erfolgt, mit einer

Standardabweichung von 5,7 Stunden.

Symptombeginn bis Blutentnahme:

Der mediane Abstand zwischen anamnestisch eruiertem Symptombeginn und erster
Blutentnahme betrug im Gesamtkollektiv der Patienten 3,5 Stunden mit einem
Minimum von 1,3 und einem Maximum von 14 Stunden. In der Transkriptomgruppe
betrug der Median dieses Intervalls 3,5 Stunden mit einem Minimum von 1,3 und

einem Maximum von 9 Stunden.
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4.2 Quantitative Veranderungen von Blut-Leukozyten nach

Myokardinfarkt

4.2.1 Blut-Leukozyten
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Abbildung 8: Differentialblutbild. Verlauf von Blut-Leukozyten bei STEMI vs. CCS. Gezeigt ist die Anzahl von
Blut-Leukozyten bei Patienten mit CCS und der Verlauf bei Patienten mit STEMI. Dargestellt als Box-Plot mit
Median und Interquartilsabstand (Box). Punkte auBerhalb des 5. und 95. Perzentils (Whisker) sind als Symbole
dargestellt. Fir die ungepaarten Vergleiche zwischen CCS Patienten und STEMI Patienten wurde der Kruskal-
Wallis-Test mit anschlieBendem Dunn-Test, fur die gepaarten Vergleiche der Tage 1-5 mit Tag 0 der STEMI
Patienten eine Mixed-Effects-Analyse mit anschlieBendem Dunnett-Test verwendet: * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001, *** p<0,0001. (A) Gesamtes Studienkollektiv; CCS, n=30; STEMI, n=32. (B) Sequenzierte Proben; CCS,
n=20; STEMI, n=20.

In der Experimentalgruppe zeigen sich im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
erhbhte Zahlen der Blut-Leukozyten ab dem Tag des stattgehabten STEMIs mit
konstanter Regredienz im Verlauf. An den spateren Zeitpunkten nach Infarkt findet
sich eine an Tag 3 und Tag 5 signifikante Abnahme der Blut-Leukozyten im Vergleich

zur initialen Erhdhung am Infarkttag (siehe Abbildung 8).

4.2.2 Neutrophile Granulozyten im Blut

Bei STEMI Patienten zeigt sich eine deutliche und signifikante Erhdhung der
neutrophilen Granulozyten im Blut im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die meisten
neutrophilen Granulozyten zirkulieren am Infarkttag. Im Verlauf kommt es zu einem

Abfall der zirkulierenden neutrophilen Granulozyten, bereits am dritten Tag nach
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Infarkt zeigt sich ein signifikanter Rickgang im Vergleich zum Infarkttag (siehe
Abbildung 9).
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Abbildung 9: Differentialblutbild. Verlauf von Neutrophilen Granulozyten im Blut bei STEMI vs. CCS. Gezeigt
ist die Anzahl von Neutrophilen Granulozyten im Blut im Differentialblutbild bei CCS-Patienten und der Verlauf bei
STEMI-Patienten. Dargestellt als Box-Plot mit Median und Interquartilsabstand (Box). Punkte auBerhalb des 5.
und 95. Perzentils (Whisker) sind als Symbole dargestellt. Flr die ungepaarten Vergleiche zwischen CCS Patienten
und STEMI Patienten wurde der Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem Dunn-Test, fir die gepaarten Vergleiche
der Tage 1-5 mit Tag 0 der STEMI Patienten eine Mixed-Effects-Analyse mit anschlieBendem Dunnett-Test
verwendet: *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001. (A) Gesamtes Studienkollektiv; CCS, n=30; STEMI, n=32.
(B) Sequenzierte Proben; CCS, n=20; STEMI, n=20.

4.2.3 Blut-Lymphozyten
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Abbildung 10: Differentialblutbild. Verlauf von Blut-Lymphozyten bei STEMI vs. CCS. Gezeigt ist die Anzahl
von Blut-Lymphozyten im Differentialblutbild bei CCS-Patienten und der Verlauf bei STEMI-Patienten. Dargestellt
als Box-Plot mit Median und Interquartilsabstand (Box). Punkte auBerhalb des 5. und 95. Perzentils (Whisker) sind
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als Symbole dargestellt. Fir die ungepaarten Vergleiche zwischen CCS Patienten und STEMI Patienten wurde der
Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem Dunn-Test, fir die gepaarten Vergleiche der Tage 1-5 mit Tag O der
STEMI Patienten eine Mixed-Effects-Analyse mit anschlieBendem Dunnett-Test verwendet. (A) Gesamtes
Studienkollektiv; CCS, n=30; STEMI, n=32. (B) Sequenzierte Proben; CCS, n=20; STEMI, n=20.

Der Zahl der Blut-Lymphozyten bei STEMI Patienten zeigte weder im Vergleich zu
CCS Patienten noch im zeitlichen Verlauf signifikante Verédnderungen (siehe
Abbildung 10).

4.2.4 Blut-Monozyten

Im Differentialblutbild zeigt die Experimentalgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant erhéhte Monozytenzahlen. Am zweiten Tag nach Infarkt zirkulieren bei den
STEMI Patienten die meisten Monozyten im Blut. Zudem zeigt sich am ersten bis
dritten Tag nach Infarkt ein signifikanter Anstieg der Blut-Monozyten im Vergleich zum
Infarkttag (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Differentialblutbild. Verlauf von Blut-Monozyten bei STEMI vs. CCS. Gezeigt ist die Anzahl von
Blut-Monozyten im Differentialblutbild bei CCS-Patienten und der Verlauf bei STEMI-Patienten. Dargestellt als
Box-Plot mit Median und Interquartilsabstand (Box). Punkte auBerhalb des 5. und 95. Perzentils (Whisker) sind als
Symbole dargestellt. Fir die ungepaarten Vergleiche zwischen CCS Patienten und STEMI Patienten wurde der
Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem Dunn-Test, fir die gepaarten Vergleiche der Tage 1-5 mit Tag O der
STEMI Patienten eine Mixed-Effects-Analyse mit anschlieBendem Dunnett-Test verwendet: *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001, ***p<0,0001. (A) Gesamtes Studienkollektiv; CCS, n=30; STEMI, n=32. (B) Sequenzierte Proben; CCS,
n=20; STEMI, n=20.

In der Durchflusszytometriebestimmung zeigen die STEMI-Patienten in der ersten und

der zweiten Blutenthahme im Vergleich zu den CCS-Patienten ebenfalls signifikant
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erhdhte Monozytenzahlen. Die hochsten Zahlen zirkulierender Monozyten ergaben

sich in den Proben vom dritten Tag nach Infarkt (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Durchflusszytometrie. Verlauf von Blut-Monozyten bei STEMI vs. CCS. (A) Darstellung der
Zellen nach GroBe (FSC) und Granularitdt (SSC) mittels Durchflusszytometrie. Abgrenzung von Monozyten
(violettes Fenster). (B) Differenzierung nach CD11b und Lineage-Marker Expression. (C) Darstellung der
durchflusszytometrisch bestimmten absoluten Konzentration von Blut-Monozyten bei STEMI-Patienten (n=32) am
Tag des Infarkts sowie nach 72 und 120 Stunden im Vergleich zu CCS-Patienten (n=30). Dargestellt als Box-Plot
mit Median und Interquartilsabstand (Box). Punkte auBerhalb des 5. und 95. Perzentils (Whisker) sind als Symbole
dargestellt. Fir die ungepaarten Vergleiche zwischen CCS Patienten und STEMI Patienten wurde der Kruskal-
Wallis-Test mit anschlieBendem Dunn-Test, flr die gepaarten Vergleiche aller Zeitpunkte der STEMI Patienten eine
Mixed-Effects-Analyse mit anschlieBendem Tukey-Test verwendet: **p<0,01, ***p<0,001. Erstellt mit den
Softwares FlowJo und Prism.

Monozytdre Subpopulationen:

Die Erhéhung der gesamten Blut-Monozyten nach STEMI mit H6hepunkt am dritten
Postinfarkt Tag findet sich auch bei den einzelnen Subgruppen wieder. Am
deutlichsten findet sich diese Tendenz bei den klassischen CD14 * CD16 ~ Monozyten,
welche am Tag des Infarkts und am dritten Tag nach Infarkt im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant erhéht sind (siehe Abbildung 13 D). Die intermedidren CD14
* CD16 * Monozyten sind am dritten Tag nach Infarkt einerseits im Vergleich zur
Kontrollgruppe und andererseits im Vergleich zum Infarkttag und zum finften Tag

nach Infarkt signifikant erhdht (siehe Abbildung 13 B).
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Abbildung 13: Durchflusszytometrie. Verlauf monozytdrer Subpopulationen. Durchflusszytometrische
Differenzierung der Monozyten anhand der CD14 und CD16 Expression (A). Darstellung der
durchflusszytometrisch bestimmten absoluten Zahlen von CD14 * CD16 - (D), CD14 * CD16 * (B) und CD14 ¥
CD16 * (C) Blut-Monozyten bei STEMI-Patienten (n=32) am Tag des Infarkts sowie nach 72 und 120 Stunden im
Vergleich zu CCS-Patienten (n=30). (B, C, D) Dargestellt als Box-Plot mit Median und Interquartilsabstand (Box).
Punkte auBerhalb des 5. und 95. Perzentils (Whisker) sind als Symbole dargestellt. Fir die ungepaarten Vergleiche
zwischen CCS Patienten und STEMI Patienten wurde der Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem Dunn-Test, fir
die gepaarten Vergleiche aller Zeitpunkte der STEMI Patienten eine Mixed-Effects-Analyse mit anschlieBendem
Tukey-Test verwendet: *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001. Erstellt mit den Softwares FlowJo und Prism.

4.3 AQualitative Veranderungen von Blut-Monozyten nach Myokardinfarkt

4.3.1 Reinheit der Monozytenisolate

Die Reinheit der CD14 Zellisolation aller isolierten Proben betrug durchschnittlich
96,1 + 3,6 %. Die Reinheit aller Isolationen fur die Transkriptomsequenzierung betrug
durchschnittlich 97 + 1,8 % mit einem Minimum von 90,7 % (siehe Abbildung 14). Die
mediane Kontamination der CD14 Zellisolation aller isolierten Proben mit
Thrombozyten oder Thrombozyten-Monozyten-doublets betrug 0,6 [0,4-1,3] % mit

einem Maximum von 5,2 % (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 14: Durchflusszytometrie. Reinheit der sequenzierten Monozyten-Isolate. (A) Streudiagramm der
fluoreszenzmarkierten Isolationsprobe. Auftragung aller durchflusszytometrisch erfassten Ereignisse nach
Granularitat (SSC) und CD14 Expression. Erstellt mit der Software FlowdJo. (B) Gezeigt ist der prozentuale Anteil
der CD14 positiven Zellen an allen durchflusszytometrisch erfassten Ereignissen in den Isolaten von CCS-
Patienten (n=20) sowie STEMI-Patienten am Tag des Infarkts (n=20) und nach drei Tagen (n=20). Dargestellt als
Box-Plot mit Median und Interquartilsabstand (Box), sowie Minimum und Maximum (Whisker). Fur die Vergleiche
aller Isolationsproben wurde eine einfach Varianzanalyse mit anschlieBendem Holm-Sidak-Test verwendet. Erstellt
mit der Software Prism.
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Abbildung 15: Durchflusszytometrie. Thrombozyten Kontamination der sequenzierten Monozyten-Isolate.
(A) Streudiagramm der fluoreszenzmarkierten Isolationsprobe. Auftragung aller durchflusszytometrisch erfassten
Ereignisse nach Granularitdt CD41 und CD14 Expression. Erstellt mit der Software FlowJo. (B) Gezeigt ist der
prozentuale Anteil der CD41 positiven Zellen an allen durchflusszytometrisch erfassten Ereignissen in den Isolaten
von CCS-Patienten (n=20) sowie STEMI-Patienten am Tag des Infarkts (n=20) und nach drei Tagen (n=20).
Dargestellt als Box-Plot mit Median und Interquartilsabstand (Box). Punkte auBerhalb des 5. und 95. Perzentils
(Whisker) sind als Symbole dargestellt. Fir die Vergleiche aller Isolationsproben wurde der Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieBendem Dunn-Test verwendet. Erstellt mit der Software Prism.
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4.3.2 Differentiell exprimierte Gene und funktionelle Anreicherung

Differentielle =~ Expression wurden bei einem p-Wert <0.05 und einer
Falscherkennungsrate (FDR) < 0.25 % definiert als relative Verdnderung der
Genexpression um mindestens den Faktor 2, entsprechend einem log2 der
Genexpressionsadnderung kleiner -1 oder gréBer 1. Die Analyse der funktionellen
Anreicherung der differentiell exprimierten Gene flr Gen Ontologie Annotationen
ergab eine Vielzahl von signifikanten Anreicherungen in allen drei Vergleichen.
Differentiell exprimierte Gene und deren funktionelle Anreicherung sind im Folgenden

gemeinsam bei den entsprechenden Vergleichen aufgeftihrt.

4.3.2.1 STEMI Tag 0 versus CCS:

Differentiell exprimierte Gene:

Der Vergleich der Genexpression in Blut-Monozyten von Patienten mit einem STEMI
am Infarkttag mit denen der Kontrollgruppe mit chronischem Koronarsyndrom ergab
eine differentielle Expression von 1708 Genen. Davon zeigten 285 (17 %) Gene bei
den Infarktpatienten eine vermehrte Expression und 1423 (83 %) Gene eine
verminderte Expression (siehe Abbildung 16).

Unter allen vermehrt exprimierten Genen zeigten 30 (11 %) Gene eine mehr als 4-fach
und darunter 10 (4 %) Gene eine mehr als 8-fach erhéhte Expression. Letztere sind in
Tabelle 14 aufgefihrt.

Tabelle 14: Vermehrt exprimierte Gene STEMI Tag 0 versus CCS. Dargestellt sind vermehrt exprimierte Gene

mit einer relativen Expressionsénderung > 8 bzw. log2 (fold change) > 3 in Blut-Monozyten von STEMI-Patienten
am Tag des Infarktes im Vergleich zu Blut-Monozyten der Kontrollgruppe mit CCS.

Gen log2 Fold Change p-Wert q-Wert (FDR)
LINC00599 4.56 3.05E-04 9.22E-04
CYP19A1 3.82 3.24E-07 1.83E-06
SLC12A1 3.81 3.96E-03 9.35E-03
CTD-2033D15.2 3.67 3.11E-06 1.43E-05
THBSH1 3.49 5.39E-08 3.74E-07
PSPHP1 3.42 1.36E-02 2.80E-02
C150rf54 3.28 9.69E-07 4.96E-06
RP11-625L16.3 3.28 2.40E-07 1.41E-06
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RP11-462P6.1
IL18R1

3.21
3.04

5.36E-08
2.44E-05

79

3.73E-07
9.24E-05

Unter allen vermindert exprimierten Genen zeigten 126 (9 %) Gene eine mehr als 4-

fach und darunter 9 (0,6 %) Gene eine mehr als 8-fach verminderte Expression.

Letztere sind in Tabelle 15 aufgefihrt.
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Abbildung 16: Differentielle Expression STEMI Tag 0 versus CCS. Volcano Plot mit logarithmischer Darstellung
der statistischen Signifikanz (p-Wert) gegen die relative Verdnderung der Genexpression (fold change) in Blut-
Monozyten von STEMI-Patienten am Tag des Infarktes im Vergleich zu Blut-Monozyten der Kontrollgruppe.
Dargestellt sind alle differentiell exprimierten Gene mit einer relativen Zunahme der Genexpression > 2 (rot) sowie
mit einer relativen Abnahme der Genexpression < 0,5 (blau). Zudem sind nur differentiell exprimierte Gene mit
p < 0,025 dargestellt. Differentiell exprimierte Gene mit einer relativen Genexpressionsénderung > 8 (orange) und

< 0,125 (lila) sind annotiert.
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Tabelle 15: Vermindert exprimierte Gene STEMI Tag 0 versus CCS. Dargestellt sind vermindert exprimierte
Gene mit einer relativen Expressionsénderung < 0.125 bzw. log2 (fold change) < - 3 am Tag des Infarkts im

Vergleich zur Kontrollgruppe.

Gen log2 Fold Change p-Wert q-Wert (FDR)
AC008753.6 -3.99 1.39E-10 2.38E-09
CROCC2 -3.76 6.13E-09 5.59E-08
RN7SKP47 -3.64 8.50E-06 3.53E-05
GNLY -3.50 3.32E-03 0.007971
RP3-395M20.12 -3.43 5.56E-08 3.84E-07
RP11-274B21.3 -3.22 8.60E-11 1.64E-09
RP11-135A24.4 -3.09 1.38E-07 8.54E-07
TAS1R3 -3.03 1.29E-07 8.08E-07
DPYSL4 -3.00 1.15E-06 5.79E-06

Funktionelle Anreicherung der differentiell exprimierten Gene:

Die Einordnung der vermehrt exprimierten Gene in Blut-Monozyten von Patienten mit
einem akuten STEMI am Infarkttag im Vergleich zu denen der Kontrollgruppe ergab
eine signifikante Anreicherung in 16 Annotationen der Kategorie ,molekulare
Funktionen® und 49 Annotationen der Kategorie ,biologische Prozesse®. Die zehn
signifikantesten angereicherten ,molekularen Funktionen* sind in Tabelle 16
aufgefihrt, die zehn signifikantesten angereicherten ,biologischen Prozesse® in
Tabelle 17.

Tabelle 16: ,,Molekulare Funktionen® - Signifikante Anreicherungen der vermehrt exprimierten Gene STEMI

Tag 0 versus CCS. Dargestellt sind die zehn signifikantesten angereicherten Annotationen der vermehrt
exprimierten Gene im Vergleich des Infarkttags mit der Kontrollgruppe in der Kategorie ,,molekulare Funktionen®.

GO:ID Beschreibung p-Wert q-Wert (FDR)
G0:0004908 interleukin-1 receptor activity 5.34E-10 2.99E-07
GO0:0004955 prostaglandin receptor activity 3.21E-07 8.96E-05
GO0:0004954 prostanoid receptor activity 5.01E-07 9.34E-05
GO0:0004953 icosanoid receptor activity 2.70E-06 3.77E-04
GO:0001609 & proteiectpleal acenosine 1.38E-05 1.55E-03
receptor activity
GO0:0060089 molecular transducer activity 2.24E-05 1.90E-03
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G0O:0004896 cytokine receptor activity 2.38E-05 1.90E-03
transmembrane signaling
G0:0004888 9.19E-05 6.10E-03
receptor activity
G0:0038023 signaling receptor activity 9.82E-05 6.10E-03
GO:0017159 pantetheine hydrolase activity 1.21E-04 6.73E-03

Tabelle 17: ,Biologische Prozesse“ - Signifikante Anreicherungen der vermehrt exprimierten Gene STEMI
Tag 0 versus CCS. Dargestellt sind die zehn signifikantesten angereicherten Annotationen der vermehrt
exprimierten Gene im Vergleich des Infarkttags mit der Kontrollgruppe in der Kategorie ,,biologische Prozesse“.

GO:ID Beschreibung p-Wert q-Wert (FDR)
G0:0022414 reproductive process 5.34E-10 2.99E-07
G0O:0000003 reproduction 3.21E-07 8.96E-05
GO0:0006954 inflammatory response 5.01E-07 9.34E-05
G0:0002544 chronic inflammatory response  2.70E-06 3.77E-04
GO:0001775 cell activation 1.38E-05 1.55E-03
G0O:0050900 leukocyte migration 2.24E-05 1.90E-03
G0:0006952 defense response 2.38E-05 1.90E-03
negative regulation of B cell
GO:0050869 activation O195-05 O-105-08
G0:0045321 leukocyte activation 9.82E-05 6.10E-03
GO:0071396 cellular response to lipid 1.21E-04 6.73E-03

Die Einordnung der vermindert exprimierten Gene in diesem Vergleich ergab
signifikante Anreicherungen in 3 Annotationen der Kategorie ,molekulare Funktionen®
und in 2 Annotationen der Kategorie ,,biologische Prozesse®, welche in Tabelle 18 und
Tabelle 19 aufgefihrt sind.

Tabelle 18: ,,Molekulare Funktionen“ - Signifikante Anreicherungen der vermindert exprimierten Gene

STEMI Tag 0 versus CCS. Dargestellt sind die signifikant angereicherten Annotationen der vermindert
exprimierten Gene im Vergleich des Infarkttags mit der Kontrollgruppe in der Kategorie ,,molekulare Funktionen®.

GO:ID Beschreibung p-Wert q-Wert (FDR)

GO0:0030695 GTPase regulator activity 1.03E-06 1.81E-03
nucleoside-triphosphatase

G0:0060589 2.16E-06 1.90E-03

regulator activity
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GO0:0005096 GTPase activator activity 5.52E-05 3.24E-02

Tabelle 19: ,,Biologische Prozesse* - Signifikante Anreicherungen der vermindert exprimierten Gene STEMI
Tag 0 versus CCS. Dargestellt sind die signifikant angereicherten Annotationen der vermindert exprimierten Gene
im Vergleich des Infarkttags mit der Kontrollgruppe in der Kategorie biologische Prozesse.

GO:ID Beschreibung p-Wert q-Wert (FDR)
G0:0006342 chromatin silencing 7.14E-06 4.74E-02
negative regulation of gene

GO0:0045814 1.38E-05 4.74E-02
expression, epigenetic

4.3.2.2 STEMI Tag 3 versus CCS:

Differentiell exprimierte Gene:

Der Vergleich der Genexpression in Blut-Monozyten von STEMI-Patienten am dritten
Tag nach Infarkt mit denen der Kontrollgruppe ergab eine differentielle Expression von
1113 Genen (siehe Abbildung 17).

Von diesen zeigten 116 (10 %) bei den Infarktpatienten eine vermehrte und 997 (90 %)
eine verminderte Expression. Von allen vermehrt exprimierten Genen zeigten 10 (9 %)
eine mehr als 4-fach und 2 (1,7 %) eine mehr als 8-fach erhéhte Expression. Diese
sind in Tabelle 20 aufgefihrt.

Tabelle 20: Vermehrt exprimierte Gene STEMI Tag 3 versus CCS. Dargestellt sind vermehrt exprimierte Gene

mit einer relativen Expressionsénderung > 4 bzw. log2 (fold change) > 2 am dritten Tag nach Infarkt im Vergleich
zur Kontrollgruppe.

Gen log2 Fold Change p-Wert q-Wert (FDR)
SLC12A1 4.32 5.52E-04 2.04E-03
CYP19A1 3.52 1.46E-06 1.12E-05
LINC00599 2.89 4.47E-03 1.29E-02
CLU 2.86 6.21E-08 7.60E-07
ANXAS 2.35 9.71E-06 5.73E-05
METTL7B 2.30 1.16E-04 5.09E-04
TRPM6 2.27 3.85E-04 1.48E-03
MTUSH 2.16 6.89E-04 2.48E-03
FAM196A 2.13 1.32E-03 4.43E-03
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IL18R1 2.00 3.97E-04 1.52E-03

Von allen vermindert exprimierten Genen zeigten 72 (7 %) eine mehr als 4-fach und 5

(0,5 %) eine mehr als 8-fach verminderte Expression. Letztere sind in Tabelle 21

aufgefihrt.
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Abbildung 17: Differentielle Expression STEMI Tag 3 versus CCS. Volcano Plot mit logarithmischer Darstellung
der statistischen Signifikanz (p-Wert) gegen die relative Veranderung der Genexpression (fold change) am dritten
Tag nach Infarkt im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dargestellt sind alle differentiell exprimierten Gene mit einer
relativen Zunahme der Genexpression > 2 (rot) sowie mit einer relativen Abnahme der Genexpression < 0,5 (blau).
Zudem sind nur differentiell exprimierte Gene mit p < 0,025 dargestellt. Differentiell exprimierte Gene mit einer
relativen Genexpressionsénderung > 8 (orange) und < 0,125 (lila) sind annotiert.
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Tabelle 21: Vermindert exprimierte Gene STEMI Tag 3 versus CCS. Dargestellt sind vermindert exprimierte
Gene mit einer relativen Expressionsénderung < 0.125 bzw. log2 (fold change) < - 3 am dritten Tag nach Infarkt
im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Gen log2 Fold Change p-Wert q-Wert (FDR)
RN7SKP47 -4.07 5.67E-07 4.96E-06
AC008753.6 -4.06 3.40E-08 4.68E-07
RN7SKP79 -3.16 1.34E-11 2.75E-09
CRIP2 -3.15 9.55E-08 1.10E-06
RP3-402G11.26 -3.07 3.88E-08 5.22E-07

Funktionelle Anreicherung der differentiell exprimierten Gene:

Die Einordnung der vermehrt exprimierten Gene in Blut-Monozyten von STEMI-
Patienten am dritten Tag nach Infarkt im Vergleich zu denen der Kontrollgruppe ergab
eine signifikante Anreicherung in 4 Annotationen der Kategorie ,biologische
Prozesse“, welche in Tabelle 22 aufgeflhrt sind.

Tabelle 22: ,Biologische Prozesse“ - Signifikante Anreicherungen der vermehrt exprimierten Gene STEMI

Tag 3 versus CCS. Dargestellt sind die signifikant angereicherten Annotationen der vermehrt exprimierten Gene
im Vergleich des dritten Tags nach Infarkt mit der Kontrollgruppe in der Kategorie biologische Prozesse.

GO:ID Beschreibung p-Wert q-Wert (FDR)

G0:0048246 macrophage chemotaxis 9.09E-05 4.46E-02
negative regulation of chronic

G0O:0002677 9.69E-05 4.46E-02
inflammatory response

G0O:0006935 chemotaxis 9.98E-05 4.46E-02

G0:0042330 taxis 1.02E-04 4.46E-02

Die Einordnung der vermindert exprimierten Gene in diesem Vergleich ergab
signifikante Anreicherungen in 4 Annotationen der Kategorie ,,biologische Prozesse“,

welche in Tabelle 23 aufgefihrt sind.
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Tabelle 23: ,,Biologische Prozesse* - Signifikante Anreicherungen der vermindert exprimierten Gene STEMI
Tag 3 versus CCS. Dargestellt sind die signifikant angereicherten Annotationen der vermindert exprimierten Gene
im Vergleich des dritten Tags nach Infarkt mit der Kontrollgruppe in der Kategorie biologische Prozesse.
GO:ID Beschreibung p-Wert q-Wert (FDR)
GO0:0000183 chromatin silencing at rDNA 1.98E-05 3.41E-02
DNA replication-dependent
G0:0034723 o 2.08E-05 3.41E-02
nucleosome organization
DNA replication-dependent
GO0:0006335 2.08E-05 3.41E-02
nucleosome assembly

G0:0051290 protein heterotetramerization 2.44E-05 3.41E-02

4.3.2.3 STEMI Tag 3 versus STEMI Tag 0:

Differentiell exprimierte Gene:

Der Vergleich der Genexpression in Blut-Monozyten von STEMI-Patienten am dritten
Tag nach Infarkt mit denen des Infarkttags ergab eine differentielle Expression von
144 Genen (siehe Abbildung 18).

Von diesen zeigten 44 (31 %) am dritten Tag eine vermehrte und 100 (69 %) eine
verminderte Expression. Von allen vermehrt exprimierten Genen zeigten 3 (7 %) eine
mehr als 4-fach erhéhte Expression. Diese sind in Tabelle 24 aufgefihrt.

Tabelle 24: Vermehrt exprimierte Gene STEMI Tag 3 versus STEMI Tag 0. Dargestellt sind vermehrt exprimierte

Gene mit einer relativen Expressionsénderung > 4 bzw. log2 (fold change) > 2 am dritten Tag nach Infarkt im
Vergleich zum Infarkttag.

Gen log2 Fold Change p-Wert q-Wert (FDR)
RP11-486B10.4 2.73 2.04E-05 2.05E-03
RP11-588K22.2 2.16 2.91E-04 1.23E-02
GPR20 2.01 7.81E-05 5.25E-03
DPYSL4 1.90 1.39E-03 3.35E-02

CLU 1.77 1.47E-03 3.46E-02
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Abbildung 18: Differentielle Expression STEMI Tag 3 versus STEMI Tag 0. Volcano Plot mit logarithmischer
Darstellung der statistischen Signifikanz (p-Wert) gegen die relative Verdnderung der Genexpression (fold change)
am dritten Tag nach Infarkt im Vergleich zum Tag des Infarkts. Dargestellt sind alle differentiell exprimierten Gene
mit einer relativen Zunahme der Genexpression > 2 (rot) sowie mit einer relativen Abnahme der Genexpression
< 0,5 (blau). Zudem sind nur differentiell exprimierte Gene mit p < 0,025 dargestellt. Differentiell exprimierte Gene
mit einer relativen Genexpressionsdnderung > 4 (orange) und < 0,25 (lila) sind annotiert.

Von allen vermindert exprimierten Genen zeigten 15 (15 %) eine mehr als 4-fach
verminderte Expression. Letztere sind in Tabelle 25 aufgefthrt.
Tabelle 25: Vermindert exprimierte Gene STEMI Tag 3 versus STEMI Tag 0. Dargestellt sind die zehn am

stérksten vermindert exprimierten Gene mit einer relativen Expressionsdnderung <0.25 bzw.
log2 (fold change) < - 2 am dritten Tag nach Infarkt im Vergleich zum Infarkttag.

Gen log2 Fold Change p-Wert q-Wert (FDR)
CTD-2033D15.2 -2.96 2.54E-05 2.38E-03
IL1R2 -2.90 1.25E-08 7.46E-06

THBSH1 -2.90 2.50E-07 8.75E-05
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SNORD17
SNORA73B
RP11-758N13.3
RP11-12016.1
SNORA12
RNUG6-36P
RP6-159A1.3

-2.43
-2.40
-2.33
-2.32
-2.30
-2.22
-2.22

4.16E-17
4.11E-25
5.19E-04
4.92E-05
2.27E-24
2.47E-11
4.14E-05

Funktionelle Anreicherung der differentiell exprimierten Gene:

9.69E-14
8.61E-21
1.76E-02
3.74E-03
2.38E-20
2.47E-08
3.32E-03
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Die Einordnung der vermehrt exprimierten Gene in Blut-Monozyten von Patienten mit

einem akuten STEMI am dritten Tag nach Infarkt im Vergleich zu denen des Infarkttags

ergab eine signifikante Anreicherung in 18 Annotationen der Kategorie ,,molekulare

Funktionen® und in 19 Annotationen der Kategorie ,biologische Prozesse®. Die elf

signifikantesten angereicherten ,molekularen Funktionen® vermehrt exprimierter

Gene sind in Tabelle 26 aufgefuhrt, die zehn signifikantesten angereicherten

sbiologischen Prozesse® in Tabelle 27.

Tabelle 26: ,,Molekulare Funktionen® - Signifikante Anreicherungen der vermehrt exprimierten Gene STEMI
Tag 3 versus STEMI Tag 0. Dargestellt sind die elf signifikantesten angereicherten Annotationen der vermehrt
exprimierten Gene im Vergleich des dritten Tags nach Infarkt mit dem Infarkttag in der Kategorie ,molekulare

Funktionen®.

GO:ID

GO:0047805
GO:0060089
G0:0004383
GO:0004016

G0:0016849

G0O:0009975

G0:0004888

G0:0016247

G0O:0000170

Beschreibung

cytidylate cyclase activity
molecular transducer activity
guanylate cyclase activity
adenylate cyclase activity
phosphorus-oxygen lyase
activity

cyclase activity
transmembrane signaling
receptor activity

channel regulator activity
sphingosine hydroxylase

activity

p-Wert
2.68E-06
5.50E-05
7.43E-05
4.49E-04

6.04E-04
6.61E-04
1.15E-03
1.56E-03

1.66E-03

q-Wert (FDR)

4.79E-04
4.43E-03
4.43E-03
1.97E-02

1.97E-02

1.97E-02

2.45E-02

2.45E-02

2.45E-02
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G0:0001532 interleukin-21 receptor activity 1.66E-03 2.45E-02
C-X3-C chemokine receptor

G0O:0016495 1.66E-03 2.45E-02
activity

Tabelle 27: ,Biologische Prozesse“ - Signifikante Anreicherungen der vermehrt exprimierten Gene STEMI
Tag 3 versus STEMI Tag 0. Dargestellt sind die zehn signifikantesten angereicherten Annotationen der vermehrt
exprimierten Gene im Vergleich des dritten Tags nach Infarkt mit dem Infarkttag in der Kategorie ,biologische
Prozesse*.

GO:ID Beschreibung p-Wert q-Wert (FDR)
mature B cell differentiation

G0O:0002313 2.795E-6 3.146E-3
involved in immune response

GO0:0045321 leukocyte activation 5.417E-6 3.146E-3

G0O:0002335 mature B cell differentiation 6.295E-6 3.146E-3

GO:0001775 cell activation 2.489E-5 9.326E-3

leukocyte activation involved in
G0:0002366 3.985E-5 1.016E-2
immune response

cell activation involved in

G0:0002263 4.150E-5 1.016E-2
immune response

G0:0002252 immune effector process 5.679E-5 1.016E-2

GO0:0030183 B cell differentiation 5.981E-5 1.016E-2
second-messenger-mediated

GO0:0019932 6.099E-5 1.016E-2
signaling

G0:0006955 immune response 1.517E-4 2.274E-2

Die Einordnung der vermindert exprimierten Gene in diesem Vergleich ergaben
signifikante Anreicherungen in 88 Annotationen der Kategorie ,molekularen
Funktionen® und in 122 Annotationen der Kategorie ,biologische Prozesse®. Die zehn
signifikantesten angereicherten ,molekularen Funktionen® vermindert exprimierter
Gene sind in Tabelle 28 aufgefihrt, die zehn signifikantesten angereicherten

spbiologischen Prozesse® in Tabelle 29.
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Tabelle 28: ,,Molekulare Funktionen“ - Signifikante Anreicherungen der vermindert exprimierten Gene
STEMI Tag 3 versus STEMI Tag 0. Dargestellt sind die zehn signifikantesten angereicherten Annotationen der
vermindert exprimierten Gene im Vergleich des dritten Tags nach Infarkt mit dem Infarkttag in der Kategorie

»,molekulare Funktionen®.

GO:ID Beschreibung p-Wert q-Wert (FDR)
GO0:0004908 interleukin-1 receptor activity 6.045E-5 1.07E-02
GO:0019966 interleukin-1 binding 7.765E-5 1.07E-02
G0O:0004896 cytokine receptor activity 3.257E-4 1.87E-02
GO:0019955 cytokine binding 4.839E-4 1.87E-02
epidermal growth factor
G0O:0005154 1.114E-3 1.87E-02
receptor binding
GO:0001786 phosphatidylserine binding 1.114E-3 1.87E-02
GO0O:0019838 growth factor binding 1.229E-3 1.87E-02
GO:0070851 growth factor receptor binding 1.254E-3 1.87E-02
sulfur-containing amino acid
secondary active
G0:1901680 1.503E-3 1.87E-02
transmembrane transporter
activity
cystine:glutamate antiporter
G0:0015327 1.503E-3 1.87E-02

activity

Tabelle 29: ,,Biologische Prozesse* - Signifikante Anreicherungen der vermindert exprimierten Gene STEMI
Tag 3 versus STEMI Tag 0. Dargestellt sind die zehn signifikantesten angereicherten Annotationen der vermindert
exprimierten Gene im Vergleich des dritten Tags nach Infarkt mit dem Infarkttag in der Kategorie ,biologische

Prozesse*.

GO:ID Beschreibung p-Wert q-Wert (FDR)
negative regulation of cell

G0:0008285 7.056E-6 7.584E-3
proliferation

G0:0030728 ovulation 9.724E-6 7.584E-3

GO0:0045595 regulation of cell differentiation 1.751E-5 8.478E-3
regulation of interleukin-1-

G0:2000659 2.174E-5 8.478E-3
mediated signaling pathway
negative regulation of

G0O:0051093 4.216E-5 1.297E-2

developmental process
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G0O:0071345

G0:0001865
G0O:0001775

G0O:0007167

G0:0042127

cellular response to cytokine
stimulus

NK T cell differentiation

cell activation

enzyme linked receptor protein
signaling pathway

regulation of cell proliferation

6.857E-5

7.797E-5
8.028E-5

8.912E-5

9.302E-5

1.297E-2

1.297E-2
1.297E-2

1.297E-2

1.297E-2

90
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5 Diskussion

5.1 Quantitative Veranderungen

Die Auswertung der Differentialblutbilder der eingeschlossenen STEMI-Patienten
zeigen im Anschluss an den AMI im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante
Erhdhung zirkulierender Leukozyten (siehe Abbildung 8). Die Zahl von im Blut
zirkulierenden Leukozyten ist ein seit Langem einfach zu bestimmender und allseits
verfligbarer Parameter systemischer Entziindungsreaktionen. Die postinfarzielle
Leukozytose spiegelt die systemische inflammatorische Reaktion auf die kardiale
Isch&mie wider. Aus dem infarzierten Myokard freigesetzte Entziindungsmediatoren
fihren zur Bereitstellung hunderttausender Leukozyten aus medulldrer und
extramedullarer Hamatopoese, welche fir die Heilung des myokardialen Schadens
unabdingbar sind (siehe 1.3). Die Entwicklung einer Leukozytose bei Patienten im
Anschluss an einen AMI und die starke Assoziation steigender Leukozytenzahlen mit
einer schlechten Prognose wurde bereits vielfach gezeigt (Furman et al., 1996; Lowe,
Machado, Krol, Barton, & Forbes, 1985).

Im Rahmen der postischdmischen Leukozytose findet eine fein abgestimmte
sequenzielle Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und der heterogenen
monozytaren Subtypen statt. Die frihe inflammatorische Phase bis zum dritten Tag
nach einem AMI ist bestimmt durch die verstarkte Rekrutierung von Neutrophilen und
pro-inflammatorischen Monozyten. Mit dem Einsetzen der spaten reparativen Phase
ab dem dritten bis funften Tag hingegen kommt es zu einer zunehmenden
Rekrutierung anti-inflammatorischer Monozyten und zu einer abnehmenden
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten in das infarzierte Myokard (siehe 1.3). Die
Auswertung der Differentialblutbilder zeigt eine deutliche Zunahme der neutrophilen
Granulozyten im Blut bereits ab dem Infarkttag (siehe Abbildung 9). Diesem sehr
frihen Anstieg der Blut-Neutrophilen folgt ein rascher Rickgang der Serumlevel
bereits ab dem ersten bis zweiten Tag nach Infarkt. In anderen Studien konnte gezeigt
werden, dass erhdhte Blutwerte neutrophiler Granulozyten nach AMI mit erhéhten

Komplikationen wie Herzinsuffizienz assoziiert sind (Coller, 2005; Kyne et al., 2000).
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Auch bei den Blut-Monozyten zeigen die Differentialblutbilder einen deutlichen
Anstieg nach AMI bereits ab dem Infarkttag, jedoch erreichen die Serumlevel der
Monozyten im Gegensatz zum beschriebenen Verlauf der neutrophilen Granulozyten
im Blut ihren Hohepunkt um den zweiten Postinfarkt Tag (siehe Abbildung 11). Die
durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigen neben dem Anstieg der
Gesamtzahl der zirkulierenden Monozyten (siehe Abbildung 12) auch eine signifikante
Zunahme zirkulierender klassischer inflammatorischer CD14 * CD16 ~ Monozyten bei
STEMI-Patienten mit Héhepunkt am dritten Tag nach Infarkt (siehe Abbildung 13 D).
Diese Dynamik entspricht den Ergebnissen anderer Studien (Tsujioka et al., 2009).
Sowohl fur die Héchstwerte der gesamten zirkulierenden Monozyten als auch fiir die
der zirkulierenden klassischen inflammatorischen Monozyten konnte eine Assoziation
zu Komplikationen, Outcome und dem Erhalt von Myokardfunktion und
Ejektionsfraktion hergestellt werden (Y. Maekawa et al., 2002; A. M. van der Laan et
al., 2012; Zhou et al., 2016). Auch die zirkulierenden intermedidren CD14 * CD16 *
Monozyten zeigen diese dynamischen quantitativen Veranderungen. Die Zunahme
klassischer und intermediérer zirkulierender Monozyten bis zum dritten Tag nach
Infarkt mit anschlieBendem Abfall deutet auf die spezifische Bereitstellung pro-
inflammatorischer Monozyten in der friihen inflammatorischen Phase hin. Da es sich
bei den klassischen Monozyten um die zahlenméBig gréBte Subpopulation handelt,
entspricht diese Dynamik weitestgehend dem Verlauf der Gesamtzahl der Monozyten.
Bei den nicht-klassischen CD14"°" CD16 * Monozyten zeigt sich in der durchgefiihrten
durchflusszytometrischen Analyse im Zeitverlauf nach stattgehabtem STEMI keine
signifikante Verédnderung. In anderen Studien konnte fir nicht klassische Monozyten
ein Abfall unmittelbar nach Infarkt und ein Anstieg im Rahmen der spéaten
inflammatorischen Phase gezeigt werden (Marsh et al., 2021; Tsujioka et al., 2009).
Die Dynamik dieser zahlenméaBig kleinen monozytédren Subpopulation konnte in dieser
Untersuchung mutmaBlich aufgrund der kleinen Fallzahl und den fehlenden spéteren
Zeitpunkten nicht reproduziert werden. Es ist jedoch davon auszugehen, dass die
verstarkte Rekrutierung nicht-klassischer, pro-reparativer Monozyten im Rahmen der
spaten reparativen Phase nach Infarkt durch eine Zunahme dieser monozytéren

Subtypen im Blut ab dem dritten bis flinften Tag unterstitzt wird.
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5.2 Differentiell exprimierte Gene

Die in hohem MaBe differentielle Genexpression in zirkulierenden Blut-Monozyten im
Rahmen eines akuten STEMIs zeigt dynamische phénotypische und funktionelle
Veranderungen der bereitgestellten Monozyten im Zuge der inflammatorischen
Antwort auf die Ischdmie. Diese sollen im Folgenden genauer betrachtet und diskutiert
werden. Die Betrachtung der Genexpressionsvergleiche zwischen Patienten mit AMI
und Patienten mit chronischem Koronarsyndrom zeigt dabei insbesondere starke pro-
inflammatorische Expressionsanderungen. Der Vergleich der monozytéren
Genexpression am Tag des Infarkts mit der Expression am dritten Tag nach Infarkt

zeigt die Dynamik der phéanotypischen Anpassung der Monozyten.

5.2.1 Vermehrte Expression STEMI Tag O versus CCS:

Der Vergleich der Blut-Monozyten von Patienten mit einem akuten ST-Hebungs-
Infarkt am Tag des Infarkts mit denen von Patienten mit einem chronischem
Koronarsyndrom ergibt die meisten und am starksten vermehrt exprimierten Gene
aller Vergleiche (siehe 4.3.2.1). Dies deutet auf die unmittelbare starke phanotypische
Anpassung der akut bereitgestellten Monozyten im Zuge des Infarkts hin. Unter den
am Infarkttag am stérksten vermehrt exprimierten Genen finden sich in der Literatur
Beschreibungen zur Expression in Monozyten oder im Zusammenhang mit
kardiovaskularen Erkrankungen fir die Gene CYP19A1, THBS1 und IL18R1. Auf diese
wird im Spéateren genauer eingegangen (siehe 5.2.7, 5.2.8 und 5.3.5). Fur die Gene
LINC00599, CTD-2033D15.2, SLC12A1 und PSPHP1 finden sich Beschreibungen in
der Literatur, jedoch nicht zur Expression in Monozyten oder im Zusammenhang mit
kardiovaskularen Erkrankungen. Fir die Gene C150rf54, RP11-462P6.1 und RP11-
625L16.3 findet sich keine Beschreibung in der Literatur.

LINC00599

Bei dem Gen mit der starksten Expressionszunahme LINC00599 (RNCRS3) handelt es
sich um eine lange intergene nicht-kodierende RNA (IncRNA). Auch am dritten Tag
nach Infarkt findet sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine vermehrte Expression
von LINC00599. Verschiedene Studien implizieren eine regulatorische Beteiligung an

unterschiedlichen biologischen Prozessen wie retinaler Entwicklung (Blackshaw et al.,
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2004) und neuronaler Differenzierung (Mercer et al., 2010) sowie eine atheroprotektive
Rolle in der vaskularen Atherogenese (Shan et al., 2016). In der Literatur ist zudem
eine vermehrte Expression von LINC00599 im Transkriptom des Vollbluts von aktiven
Rauchern im Vergleich zum Transkriptom des Vollbluts ehemaliger Raucher
beschrieben (Parker et al., 2017). Die konsistente Erhéhung dieser nicht kodierenden
RNA bei den Infarktpatienten an beiden Zeitpunkten im Vergleich zur Kontrollgruppe
kénnte daher auch auf den vermehrten Nikotinkonsum im sequenzierten
Patientenkollektiv zurtickzuflihren sein. Von den 20 sequenzierten STEMI-Patienten
gaben 12 (60 %) einen aktiven Nikotinkonsum an, wé&hrend dies von den 20

sequenzierten CCS-Patienten nur 1 (5 %) Teilnehmer angab (siehe Tabelle 13).

CTD-2033D15.2, SLC12A1

CTD-2033D15.2 ist eine IncRNA, welche in der Literatur weitestgehend
unbeschrieben ist. In einer kirzlich publizierten Studie zur Assoziation von CTD-
2033D15.2 und der Tumorgenese der intraduktalen papillar-muzinésen Neoplasie des
Pankreas wurde eine Bindung von microRNAs durch CTD-2033D15.2 vermutet und
eine vermehrte Expression der entsprechenden Ziel mRNAs gezeigt. In einer
funktionellen Anreicherungsanalyse zeigte sich bei der Expression der microRNA
Zielgene eine Anreicherung bei biologischen Prozessen der Zelldifferenzierung (Ding
et al., 2020).

Das SLC12A1 Gen ist konsistent an beiden Zeitpunkten nach Infarkt vermehrt
exprimiert und kodiert den Na+/K+/Cl- Symporter NKCC2. Eine NKCC2 Expression
ist bisher hauptsachlich in den Epithelzellen der Niere beschrieben, wo das
Transportprotein flir die NaCl Rulckresorption eine entscheidende Rolle spielt
(Markadieu & Delpire, 2014). Eine Beteiligung an der Regulation des Zellvolumens in
nicht renalen Zellen dhnlich des NKCC1 wére somit denkbar.

Die Erh6hung beider Gene koénnte folglich auf unspezifisch gesteigerte zellulare

Prozesse zurtickzufihren sein.

PSPHP1, C150rf54, RP11-462P6.1, RP11-625L16.3
PSPHP1 ist die mRNA des Phosphoserin-Phosphatase-Pseudogens 1 und ist nur im
Vergleich des Infarkttags zur Kontrollgruppe differentiell exprimiert. Bisher finden sich

in der Literatur Beschreibungen einer differentiellen Expression von PSPHP1 im
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Rahmen verschiedener nicht kardiovaskularer Erkrankungen (Akil et al., 2006; Kuo et
al., 2007; Planitzer, Machl, Rueckels, & Kubbies, 1998).

C150rf54 und RP11-462P6.1 sind IncRNAs, RP11-625L16.3 ist eine antisenseRNA.
Diese drei Gene sind nur im Vergleich zwischen Infarkttag und Kontrollgruppe
vermehrt exprimiert. In der Literatur findet sich bisher keine Beschreibung dieser
Gene.

Die verstéarkte Expression der genannten Gene im Kontext eines Myokardinfarktes ist
somit derzeit nicht zu erklaren. Zur besseren Einordnung sind weitere Studien zur
biologischen Funktion und zur Beteiligung an Physiologie und Pathophysiologie der

monozytéaren Funktion notwendig.

5.2.2 Verminderte Expression STEMI Tag 0 versus CCS:

Am Infarkttag werden in den Monozyten von Patienten mit AMI im Vergleich zu CCS-
Patienten ebenfalls zahlreiche Gene vermindert exprimiert. Unter den am stérksten
vermindert exprimierten Genen am Infarkttag im Vergleich zur Kontrollgruppe finden
sich in der Literatur eine Beschreibung zur Expression in Monozyten fir das Gen
GNLY. Fur die Gene AC008753.6, CROCC2, TAS1R3 und DPYSL4 finden sich
Beschreibungen in der Literatur, jedoch nicht zur Expression in Monozyten oder im
Zusammenhang mit kardiovaskuldren Erkrankungen. Fur die Gene RN7SKP47, RP11-
274B21.3, RP3-395M20.12 und RP11-135A24.4 findet sich keine Beschreibung in der

Literatur.

GNLY

Das protein-kodierende Gen GNLY ist im Vergleich zur Kontrollgruppe am Infarkttag
(log2(fc) = -3,50) und am dritten Tag nach Infarkt (log2(fc) = -2,56) stark vermindert
exprimiert. Es kodiert fir Granulysin, einem Peptid mit einer 15kDa und einer 9kDa
Isoform, welche beide in T-, NK-, NKT-Zellen und PBMCs exprimiert werden. Erste
hat pro-apoptotische und zytotoxische Effekte, wahrend letztere die monozytére

Differenzierung aktiviert (Clayberger et al., 2012; Persic et al., 2012).

AC008753.6
Das Gen AC008753.6 ist im Vergleich zur Kontrollgruppe konsistent sowohl am

Infarkttag als auch am dritten Tag nach Infarkt stark herunterreguliert. Es handelt sich
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um eine lange intergene nicht-kodierende RNA (IncRNA), deren verminderte
Expression in der Literatur bisher lediglich in Patienten mit akuter myeloischer

Leuk&mie beschrieben wurde (Y. Wang, 2019).

CROCC2

Auch bei dem Gen CROCC2 zeigte sich eine im Vergleich zur Kontrollgruppe
konsistent verminderte Expression sowohl am Infarkttag (log2(fc) = -3,76) als auch am
dritten Tag nach Infarkt (log2(fc) = -2,2). Es handelt sich um ein protein-kodierendes
Gen, welches in der Literatur im Zusammenhang von kardiovaskuldren Erkrankungen

bisher nicht erwahnt wird.

TAS1R3

Das Gen TAS1R3 ist im Vergleich zur Kontrollgruppe an beiden Zeitpunkten nach
Infarkt vermindert exprimiert. Es kodiert fir den G-Protein-gekoppelten T1R3
Rezeptor, welcher erstmals in gustatorischem Gewebe beschrieben wurde, jedoch in
einer Vielzahl von Geweben und Zellen exprimiert wird. Die Rolle einer differentiellen
Expression in Monozyten ist bisher nicht beschrieben, T1R3 Knockout-M&use zeigen

jedoch eine gesteigerte kardiale Autophagie (Kokabu et al., 2015).

DPYSL4

Das Gen DPYSL4 ist ein protein-kodierendes Gen, welches flr das
Dihydropyrimidinase-related Protein-4 kodiert. Es findet sich eine konsistent
verminderte Expression sowohl am Infarkttag (log2(fc) = -3) als auch am dritten Tag
nach Infarkt (log2(fc) = -1,16) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Am Tag 3 nach Infarkt
besteht im Vergleich zum Infarkttag eine vermehrte Expression (log2(fc) = 1,9). In der
Literatur findet sich bisher keine Beschreibung einer monozytaren Expression von
DPYSL4. In Tumorzellen und Prdadipozyten wurde eine vermehrte Expression von
DPYSL4 mit vermehrter ATP Produktion und erhdhtem Sauerstoffverbrauch
assoziiert, wéhren der DPYSL4 Knockdown die Energieproduktion verminderte
(Nagano et al., 2018). In einer anderen Arbeit konnte der Einfluss der DPYSL4
Expression auf Zellproliferation und -differenzierung gezeigt werden (Yasukawa et al.,
2013). Der Einfluss der nach Infarkt im Vergleich zur Kontrollgruppe insgesamt

verminderten, jedoch im Zeitverlauf zunehmenden Expression von DPYSL4 auf die
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Differenzierung und den metabolischen Haushalt der zirkulierenden Blut-Monozyten

ist bisher nicht erforscht.

RN7SKP47, RP11-274B21.3, RP3-395M20.12, RP11-135A24.4

Bei den Genen RN7SKP47, RP11-274B21.3, RP3-395M20.12 und RP11-135A24.4
handelt es sich um zwei Pseudogene und zwei lange nicht-kodierende RNAs
(IncRNA). Alle vier Gene sind im Vergleich zur Kontrollgruppe an beiden Zeitpunkten

nach Infarkt vermindert exprimiert.

5.2.3 Vermehrte Expression STEMI Tag 3 versus CCS:

Drei Tage nach stattgehabtem Infarkt findet sich im Vergleich zu Patienten mit
chronischem Koronarsyndrom in den Blut-Monozyten von STEMI-Patienten eine stark
vermehrte Expression zahlreicher Gene. Dies zeigt die fortwadhrende Regulation der
Immunantwort Uber phanotypisch veranderte Blut-Monozyten. Unter den am dritten
Postinfarkt Tag am starksten vermehrt exprimierten Genen finden sich in der Literatur
Beschreibungen zur Expression in Monozyten oder im Zusammenhang mit
kardiovaskularen Erkrankungen fur die Gene CYP19A1, CLU, TRPM6 und MTUSH1.
Auf diese wird daher in einem spéateren Textabschnitt genauer eingegangen (siehe
5.2.7, 5.2.9, 5.2.10 und 5.2.11). Fir die Gene LINC00599, SLC12A1, ANXA3 und
METTL7B finden sich Beschreibungen in der Literatur, jedoch nicht zur Expression in
Monozyten oder im Zusammenhang mit kardiovaskuldren Erkrankungen. Auf die
Gene LINC00599 und SLC12A1 wurde bereits eingegangen (siehe 5.2.1). Flr das Gen
FAM196A findet sich keine Beschreibung in der Literatur.

ANXAS3, METTL7B

ANXAS und METTL7B sind sowohl am Tag des Infarkts als auch am dritten Tag nach
Infarkt jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe vermehrt exprimiert. Keines der zwei
Gene zeigt eine differentielle Expression zwischen den beiden Zeitpunkten nach
Infarkt. Beide Gene sind protein-kodierend. ANXA3 kodiert fir Annexin A3 und ist an
calciumabhéngiger Phospholipid-Bindung beteiligt, eine Expression in Makrophagen
ist bekannt, deren Rolle allerdings nicht genau verstanden (Nishiura et al., 2014).
Bisher gibt es in der Literatur vor allem Untersuchungen der Expression von ANXA3

in neutrophilen Granulozyten, da es in diesen Leukozyten am starksten exprimiert wird



Diskussion 98

(Toufiq et al., 2020). METTL7B kodiert fir das Methyltransferase-like Protein 7B und
ist in der Literatur im Zusammenhang inflammatorischer Prozesse bisher

unbeschrieben.

FAM196A
FAM196A (INSYN2) ist ein protein-kodierendes Gen, welches nur am dritten Tag nach

Infarkt vermehrt exprimiert wird.

5.2.4 Verminderte Expression STEMI Tag 3 versus CCS:

Es finden sich drei Tage nach Infarkt in den Monozyten von STEMI-Patienten im
Vergleich zu CCS-Patienten auch zahlreiche vermindert exprimierte Gene. Unter den
am starksten vermindert exprimierten Genen am dritten Postinfarkt Tag im Vergleich
zur Kontrollgruppe finden sich in der Literatur Beschreibungen zur Expression in
Monozyten oder im Zusammenhang mit kardiovaskulédren Erkrankungen fir das Gen
CRIP2. Auf dieses wird daher in einem spateren Textabschnitt genauer eingegangen
(siehe 5.2.12). Fur die Gene AC008753.6 findet sich eine Beschreibung in der Literatur,
jedoch nicht zur Expression in Monozyten oder im Zusammenhang mit
kardiovaskularen Erkrankungen. Es wurde bereits beschrieben (siehe 5.2.2). Fir die
Gene RN7SKP47, RN7SKP79, RP3-402G11.26 findet sich keine Beschreibung in der
Literatur. Die Gene RN7SKP47 und RN7SKP79 sind Pseudogene, das Gen RP3-
402G11.26 eine antisense-RNA.

5.2.5 Vermehrte Expression STEMI Tag 3 versus STEMI Tag O:

Betrachtet man bei Patienten mit einem akuten STEMI die Veradnderung der
Genexpression am dritten Postinfarkt Tag im Vergleich zum Infarkttag zeigt sich die
zeitliche Dynamik der funktionellen und phé&notypischen Anpassungen der
Monozyten. Unter den am stdrksten vermehrt exprimierten Genen am dritten
Postinfarkt Tag im Vergleich zum Infarkttag finden sich in der Literatur eine
Beschreibung fur das Gen GPR20, jedoch nicht zur Expression in Monozyten oder im
Zusammenhang mit kardiovaskularen Erkrankungen. Fir die Gene RP11-486B10.4
und RP11-588K22.2 findet sich keine Beschreibung in der Literatur.
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GPR20
Das Gen GPR20 ist ein protein-kodierendes Gen, welches fir den G-Protein-
gekoppelten Rezeptor 20 kodiert und ebenfalls am Tag nach Infarkt im Vergleich zur

Kontrollgruppe vermindert exprimiert ist.

RP11-486B10.4, RP11-588K22.2
Das Gen RP11-486B10.4 ist ein Pseudogen, bei RP11-588K22.2 handelt es sich um
eine lange nicht-kodierende RNA (IncRNA), welche auch am Tag nach Infarkt im

Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert exprimiert ist.

5.2.6 Verminderte Expression STEMI Tag 3 versus STEMI Tag 0:

Die Veranderung der funktionellen und phanotypischen Anpassungen der Monozyten
am dritten Infarkttag im Vergleich zum Tag des Infarkts spiegelt sich auch in der
verminderten Expression zahlreicher Gene wider. Unter den am starksten vermindert
exprimierten Genen am dritten Postinfarkt Tag im Vergleich zum Infarkttag finden sich
in der Literatur Beschreibungen zur Expression in Monozyten oder im Zusammenhang
mit kardiovaskuldren Erkrankungen fur die Gene IL1R2 und THBS1. Auf diese wird
daher in einem spéteren Textabschnitt genauer eingegangen (siehe 5.3.4 und 5.2.8).
Flr die Gene CTD-2033D15.2 (siehe 5.2.1), SNORD17 und SNORA12 findet sich eine
Beschreibung in der Literatur, jedoch nicht zur Expression in Monozyten oder im
Zusammenhang mit kardiovaskuldren Erkrankungen. Fir die Gene SNORA73B,
RP11-758N13.3, RNUG6-36P, RP11-12016.1, RP6-159A1.3 findet sich keine
Beschreibung in der Literatur. RP11-758N13.3 und RNUG-36P sind Pseudogene.

SNORD17, SNORA73B, SNORA12

Die Gene SNORD17, SNORA73B und SNORA12 sind kleine nukleolare RNAs
(snoRNA), welche am dritten Tag nach Infarkt sowohl im Vergleich zum Infarkttag als
auch im Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert exprimiert sind. Sie sind nicht-

kodierende RNAs, sind jedoch an der Modifikation anderer RNAs beteiligt.
5.2.7 CYP19A1

Bei CYP19A1 handelt es sich um eine protein-kodierende RNA, welche das Enzym

Aromatase kodiert. Es findet sich eine stark vermehrte Expression in Blut-Monozyten
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von Infarktpatienten an beiden untersuchten Zeitpunkten nach Infarkt im Vergleich zu
CCS-Patienten (siehe Tabelle 14 und Tabelle 20). Die Aromatase katalysiert die
Umwandlung von Testosteron zu Ostrogen und ist somit das entscheidende Enzym
zur Bereitstellung von Ostrogen. Neben der (iberwiegenden Ostrogenproduktion in
Plazenta und Gonaden dient die ubiquitdre Expression der Aromatase der lokalen
Ostrogensynthese. Auch auf Immunzellen und die inflammatorische Antwort nimmt
die Wirkung der Ostrogene einen entscheidenden regulatorischen Einfluss
(Blakemore & Naftolin, 2016). Endothelzellen humaner Koronararterien exprimieren
Aromatase und Ostrogenrezeptoren (Diano et al., 2018) und regulieren dariiber unter
anderem Zell-Adhasions-Moleklile und die Adhasion von Monozyten (Cid et al., 1994;
Curatola, Huang, & Naftolin, 2012). Auch Monozyten exprimieren Ostrogenrezeptoren
und dies in erhdhtem MaB nach Differenzierung zu dendritischen Zellen (Kovats,
2015). Von gesunden Spendern gewonnenen zirkulierende Blut-Monozyten zeigen
nur eine sehr geringe Aromatase Expression, wéhrend in vitro aus Monozyten
differenzierte Makrophagen und kultivierte von Monozyten abstammende THP-1
Zellen eine starke Expression zeigen (Schmidt, Kreutz, Loffler, Scholmerich, & Straub,
2000; Watanabe, Ohno, & Wachi, 2017). Die konsistente starke Uberexpression der
Aromatase an beiden Zeitpunkten nach Herzinfarkt im Vergleich zur Kontrollgruppe
kénnte daher auf eine Differenzierung der zirkulierenden Blut-Monozyten bereits vor

der Diapedese ins infarzierte Myokard hindeuten.

5.2.8 THBS1

THBS1 kodiert fur Thrombospondin 1 und ist am Tag des Infarktes sowohl im
Vergleich zur Kontrollgruppe als auch zum dritten Postinfarkt-Tag Uberexprimiert
(siehe Tabelle 14 und Tabelle 25). Es handelt sich um ein adhéasives Glykoprotein,
welches Zell-Zell und Zell-Matrix-Interaktionen beeinflusst. In klassischen Monozyten
zeigt sich im Genexpressionsvergleich sowohl mit intermedidren als auch mit nicht-
klassischen Monozyten eine deutlich erhdhte Expression von Thrombospondin 1
(Wong et al., 2011). AuBerdem induziert Thrombospondin die Expression der Zell-
Adhésions-Molekile VCAM-1 und ICAM-1 auf Endothelzellen und verstarkt damit die
Adhéasion der auf dem Endothel rollenden Monozyten (Narizhneva et al., 2005). Die
vermehrte Expression unmittelbar nach einem Myokardinfarkt impliziert damit eine

phanotypisch bedingte Steigerung der Extravasation zirkulierender Blut-Monozyten
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in das ischamische Areal zu diesem Zeitpunkt. Ferner deutet die vermehrte
Expression im Vergleich zu Tag 3 nach Infarkt eine phanotypische Differenzierung hin

zu klassischen pro-inflammatorischen Monozyten in der friihen Phase nach Infarkt an.

5.29 CLU

Das Gen CLU ist an beiden Zeitpunkten nach Infarkt im Vergleich zur Kontrollgruppe
konsistent vermehrt exprimiert. Am Infarkttag findet sich zunachst eine leicht
vermehrte Expression (log2(fc) = 1,1), am dritten Postinfarkt Tag findet sich hingegen
eine stark vermehrte Expression im Vergleich zu CCS-Patienten (log2(fc) = 2,86) und
auch im Vergleich zum Infarkttag (log2(fc) = 1,77). CLU ist ein protein-kodierendes
Gen, welches fir Clusterin kodiert. Eine Expression von Clusterin findet sich in einer
Vielzahl von Geweben und ist assoziiert mit verbesserter Heilung und vermindertem
Zelluntergang nach myokardialer Ischamie (Pereira et al., 2018). Eine kurzlich
publizierte Studie konnte sowohl eine vermehrte Expression von Clusterin in
Monozyten und Makrophagen nach Hypoxie als auch eine vermehrte Invasion von
Monozyten in Nieren von Clusterin-Knockout Mdusen nach einem ischdmischen
Reperfusionsschaden zeigen (Weng et al., 2021). Ferner konnten die Autoren zeigen,
dass sieben Tage nach Ischdmie die Rekrutierung von Monozyten sowie pro-
inflammatorische Differenzierung in Wildtyp Mausen im Vergleich zu den Knockout
Mausen signifikant vermindert war. Die im Zeitverlauf nach einem AMI zunehmende
Expression von Clusterin in zirkulierenden Blut-Monozyten impliziert somit eine
beginnende Limitierung der monozytdren Extravasation sowie Beendigung der
Differenzierung zu pro-inflammatorischen Monozyten. Die Rolle der Clusterin
Expression in Monozyten fir die postischdmische Myokardheilung stellt somit einen

vielversprechenden Ansatzpunkt fir weitere Untersuchungen dar.

5.2.10 TRPM6

TRPMBG ist sowohl am Tag des Infarkts als auch am dritten Tag nach Infarkt jeweils im
Vergleich zur Kontrollgruppe vermehrt exprimiert. Es zeigt sich keine differentielle
Expression zwischen den beiden Zeitpunkten nach Infarkt. TRPM6 kodiert flr einen
Magnesium-lonen-Kanal und wird bekanntermaBen vor allem im Verdauungstrakt und
den Nieren exprimiert (Voets et al.,, 2004). Die entscheidende Beteiligung an der

Aufrechterhaltung der Magnesium Homdostase auf systemischer Ebene ist gut
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erforscht. Zudem deuten Studien aber auch auf eine Rolle in der Aufrechterhaltung
der Magnesium Homdostase auf zelluldrer Ebene hin. Im immunologischen Kontext
konnte in humanen Monozyten eine vermehrte Expression von TRPMG6 unter
oxidativem Stress gezeigt werden (Wuensch et al., 2010). TRPM®6 ist wohimdglich an
der magnesiumvermittelten Immunzellaktivierung beteiligt (Brandao, Deason-Towne,
Perraud, & Schmitz, 2013). Die vermehrte Expression von TRPM6 in humanen
zirkulierenden Blut-Monozyten im Kontext eines Myokardinfarktes kdénnte somit auf
eine magnesiumvermittelte Aktivierung der Monozyten hinweisen. Weitere
Untersuchungen auch in Hinblick auf eine Beeinflussung dieses Mechanismus stellen

einen weiteren interessanten Ansatz fir Folgeprojekte dar.

5.2.11 MTUSH1

MTUS1 wird nur am dritten Tag nach Infarkt im Vergleich zur Kontrollgruppe vermehrt
exprimiert, es zeigt sich keine differentielle Expression zwischen dem Infarkttag und
der Kontrollgruppe oder zwischen beiden Zeitpunkten nach Infarkt. MTUS1 ist ein
protein-kodierendes Gen und kodiert fir das Mitochondriale Tumorsuppressor 1
Protein. MTUS1 Knockout Mause entwickeln eine spontane kardiale Hypertrophie
und vermehrte Zellproliferation (Zuern et al., 2012). Eine weitere Arbeit konnte zeigen,
dass der Knockdown von MTUS1 zu einer p38 MAPK-vermittelten erhéhten
Expression des Zelladh&dsionsmolekils E-Selektin und des Chemokin Liganden 2
(CCL2) in Endothelzellen fihrt und MTUS1 somit neben seiner bekannten
tumorsuppressiven Wirkung vermutlich auch eine protektive Rolle gegen die
endotheliale pro-inflammatorische Antwort spielt (Y. Wang et al., 2016). Bisher findet
sich keine Beschreibung der differentiellen Expression von MTUS1 in Monozyten oder
in Zusammenhang mit einer kardialen Ischamie, jedoch deuten die bisherigen Studien
auf eine nicht zu vernachlassigende Rolle in der Regulation inflammatorischer
Prozesse hin. Die Frage, ob MTUS1 in Monozyten &hnliche limitierende Auswirkungen
auf Zelladhésions- und Extravasationsprozesse hat wie in Endothelzellen, bleibt zu
beantworten. Mdglicherweise deutet die vermehrte Expression von MTUS1 am dritten
Tag nach Infarkt auf eine beginnende phéanotypisch bedingte Limitation der
monozytaren Diapedese in das Infarktareal hin. Auch die MTUS1 Expression in

Monozyten stellt folglich einen vielversprechenden Ansatz fur weitere Studien dar.
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5.2.12 CRIP2

Das Gen CRIP2 kodiert fur das Cystein-reiche Protein 2 und wird sowohl am Tag 0
(log2(fc) = -2,67) als auch am Tag 3 nach Infarkt (log2(fc) = -3,15) stark vermindert
exprimiert. Eine verminderte Expression von CRIP2 im Blut von Myokardinfarkt
Patienten wurde bereits in einer anderen Arbeit beschrieben (Zhao, Wu, Li, Li, & Jin,
2018). Die Bedeutung einer differentiellen Expression in Monozyten ist bisher nicht

erforscht und kdénnte Ausgangspunkt flr weitere Untersuchungen sein.

5.3 Gen Ontologie

Flr das weitere Verstandnis der phé&notypischen und funktionellen Verdnderungen der
zirkulierenden Blut-Monozyten nach stattgehabtem Myokardinfarkt konnten die
zahlreichen differentiell exprimierten Gene einer Vielzahl von molekularen Funktionen
und biologischen Prozessen zugeordnet werden. Dies erlaubt die Assoziation der
differentiellen Expression mit mdglichen zugrundeliegenden funktionellen
Veranderungen in zirkulierenden Blut-Monozyten im Rahmen eines akuten

Herzinfarktes.

5.3.1 STEMI Tag 0 versus CCS

Am Infarkttag finden sich im Vergleich zur Kontrollgruppe vor allem signifikante
funktionelle Anreicherungen der vermehrt exprimierten Gene fur die Aktivitat diverser
Rezeptoren (siehe Tabelle 16). Funktionell angereicherte biologische Prozesse
umfassen Reproduktion, Immunantwort, Leukozyten-Aktivierung und -Migration
(siehe Tabelle 17). Die vermindert exprimierte Gene ergaben eine Anreicherung flr
unspezifische molekulare Funktionen und biologische Prozesse wie GTPase und
Nukleosid-Triphosphatase-Aktivitdt (siehe Tabelle 18 und Tabelle 19). Diese
funktionelle Anreicherung legt die deutliche phénotypische und funktionelle
Veranderung der zirkulierenden Blut-Monozyten im frlhen Stadium nach einem
Myokardinfarkt dar, welche vor allem die verstarkte Expression von Rezeptoren
betrifft. Die Aktivierung und Rekrutierung der fir die inflammatorische Heilung nach

Infarkt essentiellen Monozyten ist in groBem MaBe von Rezeptor-Liganden-
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Interaktionen abh&ngig. Daher unterstitzt die funktionelle Anreicherungsanalyse die
Hypothese, dass diese phanotypische Variabilitdt eine entscheidende Rolle an der

Feinabstimmung der Immunantwort spielt.

5.3.2 STEMI Tag 3 versus CCS:

Am Tag 3 nach Infarkt im Vergleich zur Kontrollgruppe fanden sich signifikante
Anreicherungen der vermehrt exprimierten Gene fir Makrophagen Chemotaxis und
negative Regulation einer chronischen Immunantwort (siehe Tabelle 22). Bei den
zugrundeliegenden differentiell exprimierten Genen handelt es sich um CYP19A1,
EDNRB, MTUS1, IL10 und FN1. Fir die vermindert exprimierten Gene finden sich
Anreicherungen in unspezifischen biologischen Prozessen (siehe Tabelle 23).
Insbesondere die funktionelle Anreicherung in der Annotation negative Regulation
einer chronischen Immunantwort suggeriert eine beginnende Limitation der pro-
inflammatorischen Monozyten Funktionen am dritten Postinfarkt Tag im Sinne einer
Einleitung der spéaten pro-reparativen Phase. Bemerkenswert ist, dass diese

Veranderung bereits in zirkulierenden Blut-Monozyten zu beobachten ist.

5.3.3 STEMI Tag 3 versus STEMI Tag 0:

Am dritten Tag nach Infarkt findet sich im Vergleich zum Infarkttag eine signifikante
funktionelle Anreicherung der vermehrt exprimierten Gene flr verschiedene
Enzymaktivitdten wie Guanylatcyclasen (Gene GUCY1A1 und GUCY1B1), Interleukin-
21-Rezeptor Aktivitdt sowie CX3C-Chemokinrezeptor 1 Aktivitat (siehe Tabelle 26,
5.3.6 und 5.3.7). Die funktionell angereicherten biologischen Prozesse umfassen unter
anderem Leukozyten Aktivierung und Immunantwort (siehe Tabelle 27). Die
vermindert exprimierten Gene sind funktionell unter anderem angereichert in
Interleukin-1-Rezeptor Aktivitdt und EGFR Bindung (Gene EREG und AREG), siehe
Tabelle 28 und Tabelle 29. Somit zeigt die Einordnung nach Gen Ontologie eine
deutliche dynamische Anpassung der Phanotypen und Funktionen der zirkulierenden
Blut-Monozyten im Zeitverlauf nach einem AMI. Die m&gliche Bedeutung Interleukin-

Rezeptor-Aktivitaten soll im Folgenden néher betrachtet werden.
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5.3.4 Interleukin-1-Rezeptor Aktivitat

Am Infarkttag findet sich in zirkulierenden Blut-Monozyten eine hochsignifikante
funktionelle Anreicherung der vermehrt exprimierten Gene fir Interleukin-1 Rezeptor
Aktivitdt sowie ebenfalls eine signifikante Anreicherung flr Interleukin-1 Bindung.
Diese basiert unter anderem auf einer signifikant vermehrten Expression von IL1R1,
IL1RAP und IL1R2 am Infarkttag sowohl im Vergleich zur Kontrollgruppe als auch fur
IL1R1 und IL1R2 im Vergleich zum dritten Postinfarkt Tag. Interleukin-1B nimmt eine
zentrale gut erforschte Rolle in inflammatorischen Signalprozessen ein. Im Rahmen
der myokardialen Ischdmie kommt es durch Inflammasom-Aktivierung zur
konsekutiven Caspase-1 abhéngigen Aktivierung und Sekretion von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-18 und Interleukin-18 (Prabhu &
Frangogiannis, 2016). Steigende Serumkonzentrationen von IL-18 und seine Effekte
auf Monozyten spielen eine entscheidende Rolle fur die hamatopoetische
Bereitstellung und Rekrutierung der zirkulierenden Blut-Monozyten zum Infarktareal,
siehe 1.3.1 und 1.3.4. (Sager et al., 2015). Ferner ist die pro-inflammatorische
Modulation von Leukozyten durch IL-1 Interaktion gut erforscht. Im Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass nach einem Myokardinfarkt zunachst IL1R1
exprimierende pro-inflammatorische Ly6C"®" Monozyten und anschlieBend IL1R2
exprimierende Leukozyten rekrutiert werden (Saxena et al., 2013). Die Rekrutierung
dieser Zellen war dabei in IL1R1 knockout M&usen stark vermindert. Neben diesen
unmittelbaren Auswirkungen von IL-1 auf Monozyten, welche vor allem der akuten
inflammatorischen Reaktion auf den Myokardschaden dienen, sind auch langfristige
Modulationen der monozytdren Funktionen unter IL-1 bekannt. Aktuelle Studien
zeigen weitreichende Auswirkungen der Interleukin-1B-Exposition auf Monozyten im
Sinne einer Modulation der trained immunity (Soehnlein & Libby, 2021). Die vermehrte
Expression des IL-1-Rezeptor-Komplex in zirkulierenden Blut-Monozyten am Tag des
Myokardinfarkts im Vergleich zur Kontrollgruppe und zum dritten Postinfarkt Tag
deutet auf eine vermehrte Aktivierbarkeit und Modulierbarkeit der Blut-Monozyten
durch Interleukin-1 in der frihen postinfarziellen Phase hin. Die verminderte
Expression des Rezeptor-Komplexes zum spéteren postinfarziellen Zeitpunkt
suggeriert eine moglicherweise abnehmende Interleukin-1 abhangige Rekrutierung
von Blut-Monozyten. Alternativ. wéare eine phéanotypisch reduzierte pro-

inflammatorische Aktivier- und Modulierbarkeit durch Interleukin-1 im Sinne einer
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Einleitung der spaten anti-inflammatorischen Phase denkbar. Die Abhangigkeit der
selektiven Rekrutierung pro-inflammatorischer und pro-reparativer Monozyten unter
Beeinflussung von IL1R1 und IL1R2 kénnte einen wichtigen Ansatzpunkt fir weitere

Untersuchungen darstellen.

5.3.5 Interleukin-18-Rezeptor Aktivitat

IL18R1 kodiert flr den Interleukin-18-Rezeptor 1, welcher IL-18 spezifisch bindet.
IL18RAP kodiert das akzessorische Interleukin-18-Rezeptor-Protein und ist an der IL-
18-abhangigen Signaltransduktion beteiligt, welche die Aktivierung des NF-kB und
MAPK Signalwegs induziert (Tsutsumi et al., 2014). Dieser Rezeptorkomplex ist in den
zirkulierenden Blut-Monozyten von STEMI-Patienten sowohl am Tag des Infarkts als
auch am dritten Tag nach Infarkt jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe vermehrt
exprimiert. Zwischen den beiden Zeitpunkten nach Infarkt findet sich keine
signifikante differentielle Expression.

Im Rahmen der myokardialen Ischdmie kommt es neben Sekretion von Interleukin-10
zur Sekretion des pro-inflammatorischen Interleukin-18 (siehe 5.3.4). Interleukin-18
gehdrt zur IL-1-Familie und moduliert Uber die Stimulation des IL-18 Rezeptors
ebenfalls die Funktion von Monozyten und Makrophagen (Garlanda, Dinarello, &
Mantovani, 2013). Es ist ferner mit zahlreichen inflammatorischen Erkrankungen
assoziiert (Nariai et al., 2019). Im Zuge einer myokardialen Ischdmie nimmt IL-18
ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der Regulation der inflammatorischen Reaktion
ein und hat somit auch einen starken Einfluss auf einen zuséatzlichen inflammatorisch
bedingten myokardialen Schaden (Garlanda et al., 2013; Pomerantz, Reznikov,
Harken, & Dinarello, 2001). Die konsistente Uberexpression des Interleukin-18-
Rezeptors an beiden Zeitpunkten nach Infarkt suggeriert die pro-inflammatorische
Modulation der Blut-Monozyten durch  die postinfarziell gesteigerte
Serumkonzentration von Interleukin-18. Der Interleukin-18 Rezeptor kdnnte ein
interessanter  Ansatzpunkt fUr die Beeinflussung der postinfarziellen

inflammatorischen Reaktion sein.

5.3.6 Interleukin-21-Rezeptor Aktivitat

Am dritten Tag nach Infarkt findet sich im Vergleich zum Infarkttag eine signifikante

Anreicherung der Annotation Interleukin-21-Rezeptor Aktivitdt. Dieser liegt eine
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signifikant vermehrte Expression des Gens IL21R am Tag 3 nach Infarkt zugrunde.
Das fur den IL-21-Rezeptor kodierende Gen wird am Infarkttag sowohl im Vergleich
zur Kontrollgruppe als auch im Vergleich zum dritten Tag nach Infarkt signifikant
vermindert exprimiert.

Interleukin-21 ist ein Zytokin mit pleiotroper Wirkung und bisher wenig erforschter
Rolle im akuten Herzinfarkt. Am Mausmodell konnte eine verstarkte neutrophile
Invasion in das Infarktareal unter IL-21 Einfluss sowie eine Attenuierung von
InfarktgréBe und Verbesserung der postinfarziellen kardialen Funktion unter
Neutralisation von IL-21 gezeigt werden (K. Wang et al., 2018).

Eine klrzlich publizierte Arbeit zeigte eine vermehrte Expression des IL-21 Rezeptors
in murinen pro-reparativen Ly6C"" Monozyten. Ferner zeigten die Autoren eine
verstarkte Apoptose dieser pro-reparativen Monozyten unter Einfluss von IL-21.
Konsekutiv war das Uberleben und die kardiale Funktion nach einem Myokardinfarkt
in IL-21 Knockout M&usen und unter Applikation von IL-21-neutralisierendem Protein
verbessert. (Kubota et al., 2021)

In humanen Monozyten und Makrophagen konnte zudem eine IL-21 induzierte
Steigerung der Phagozytose gezeigt werden (Vallieres & Girard, 2017).

Die am Infarkttag signifikant verminderte und am dritten Tag nach Infarkt signifikant
verstarkte Interleukin-21-Rezeptor Expression in zirkulierenden Blut-Monozyten
impliziert auf der einen Seite eine vermehrte Bereitstellung pro-reparativer
monozytarer Phanotypen zu Beginn der spédten inflammatorischen Phase. Auf der
anderen Seite deutet es auf ein bisher unzureichend erforschtes potenzielles
therapeutisches Ziel hin. Die Beeinflussung der IL-21/IL-21-Rezeptor Interaktion im
Zuge der postinfarziellen kardialen Wundheilung stellt einen mdéglichen Ansatz fur

weitere Studien dar.

5.3.7 CX3C-Chemokinrezeptor 1 Aktivitat

Am dritten Tag nach Infarkt zeigt sich im Vergleich zum Infarkttag eine vermehrte
Expression von CX3CR1 (log2(fc) =1,39). CX3CR1 kodiert fir den CX3C-
Chemokinrezeptor 1. In der spaten pro-reparativen Phase nach Myokardinfarkt erfolgt
im Myokard eine vermehrte Freisetzung des Chemokins CX3CL1 und eine
konsekutive Rekrutierung anti-inflammatorischer Monozyten mittels CX3CL1 /

CXBCR1 Interaktion. Die vermehrte Expression des CX3C-Chemokinrezeptor 1 in
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zirkulierenden Blut-Monozyten am dritten Tag nach Infarkt im Vergleich zum Infarkttag
kénnte auf die vermehrte Bereitstellung dieser pro-reparativen monozytéren
Subpopulationen oder eine dynamische Verdnderung zirkulierender Blut-Monozyten

zu pro-reparativen Phanotypen in der spaten inflammatorischen Phase hindeuten.

5.4 Limitationen

Moderne Hochdurchsatzmethoden wie das RNA-Sequencing erdffnen die
Moglichkeit wie in dieser Arbeit explorative Untersuchungen neuer Fragestellung mit
hoher Genauigkeit und Generierung groBen Mengen statistisch signifikanter Daten
durchzufiihren. Jedoch ist es essenziell bei der Interpretation der Datensatze
mogliche Limitationen zu beachten.

Bei der Betrachtung der gesamten differentiellen Genexpression zweier
unterschiedlicher Kollektive, in dieser Arbeit STEMI- und CCS-Patienten, missen
etwa demographische Unterschiede beachtet werden. Diese bestehen insbesondere
fur aktiven Nikotinkonsum sowie Dauermedikation (siehe 4.1.1). Neben dem Gen
LINC00599, welches an beiden Zeitpunkten in Patienten-Monozyten vermehrt
exprimiert wird und zu welchem sich in der Literatur eine vermehrte Expression unter
Rauchern findet (siehe 5.2.1), kdénnten auch weitere Gene unter Einfluss von
Medikation und Lebensstil differentiell exprimiert sein. Zudem besteht méglicherweise
aufgrund der Uberreprasentation méannlicher Studienteilnehmer sowohl in der
Experimental- als auch der Kontrollgruppe eine limitierte Ubertragbarkeit auf die
Allgemeinbevdlkerung.

Zudem zeigt sich in der allgemeinen Betrachtung der differentiellen Genexpression in
allen drei Vergleichen ein deutliches zahlenmaBiges Uberwiegen der vermindert
exprimierten Gene gegenlUber den vermehrt exprimierten Genen. In den beiden
Vergleichen der Blut-Monozyten der STEMI Patienten mit denen der CCS Patienten
wére jedoch zu erwarten, dass durch die starke Aktivierung der Blut-Monozyten die
Genexpression bei STEMI Patienten im Vergleich zunimmt und mehr Gene vermehrt
exprimiert werden als vermindert. Jedoch liefert diese Arbeit viele Hinweise darauf,
dass neben einer Aktivierung auch eine Differenzierung der zirkulierenden Monozyten
stattfindet. Eine solche Differenzierung héatte neben der erhdhten Expression

zahlreicher Gene auch eine Herabregulierung vieler Gene zur Folge. Mdglicherweise
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fuhrt die Zelldifferenzierung bei Monozyten von STEMI Patienten trotz Aktivierung zu
einem Uberwiegen der vermindert exprimierten Gene im Vergleich zu sich nicht
differenzierenden Blut-Monozyten der CCS Patienten.

Ferner muss bei der Interpretation beachtet werden, dass die fir die RNA-
Sequenzierung isolierten Blut-Monozyten in allen Gruppen mit einer hohen Reinheit
CD14 positiv (durchschnittlich 97 + 1,8 %) sind. Damit stammt die sequenzierte RNA
der Isolate von zwei der drei unterschiedlichen monozytdren Subtypen, den
klassischen pro-inflammatorischen CD14 * CD16 ~ Monozyten und den intermediéren
CD14 * CD16 " Monozyten. Jedoch wurde bei der Interpretation der phanotypischen
Veradnderungen die Genexpression beider Subtypen gemeinsam betrachtet. Die
Verdanderung der absoluten Zahlen dieser beiden Subtypen folgt in etwa derselben
Dynamik. Eine verdnderte Genexpression kdnnte aber dennoch sowohl durch eine
Veranderung der Phanotypen als auch durch eine veranderte Zusammensetzung

dieser Subpopulationen in der isolierten und sequenzierten RNA beeinflusst sein.

5.5 Zusammenfassung

Das Ziel dieser explorativen Arbeit war die Charakterisierung der phénotypischen
Veranderungen zirkulierender Blut-Monozyten nach einem AMI.

Die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung zeigen anhand einer Vielzahl
hochsignifikanter differentiell exprimierter Gene, dass sich im Anschluss an einen
STEMI die zirkulierenden CD14-positiven Blut-Monozyten phanotypisch stark von
denen der Kontrollgruppe ohne akute myokardiale Ischdmie unterscheiden. Zudem
impliziert die signifikante Verédnderung der Genexpression zwischen dem Infarkttag
und dem dritten nach Infarkt multiple phénotypische Veranderungen dieser
Monozyten im Zeitverlauf nach einem STEMI.

Die Analyse der funktionellen Anreicherung der differentiell exprimierten Gene in Gen-
Ontologie Annotationen zeigt, dass die phanotypischen Veranderungen insbesondere
Rezeptoraktivitdt, Zellaktivierung und -differenzierung, Interleukin-Bindung,
Leukozyten-Migration und Effektorprozesse der Immunantwort betreffen. Insgesamt
sprechen die Ergebnisse fir eine sehr deutliche pro-inflammatorische Veranderung

zirkulierender CD14-positiver Blut-Monozyten im Anschluss an eine myokardiale
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Isch&mie sowie fur eine funktionelle entziindungslimitierende Anpassung der Blut-
Monozyten am dritten Tag nach Infarkt.

Diese Ergebnisse deuten zusammenfassend darauf hin, dass zuséatzlich zur
zahlenmaBig gesteigerten Bereitstellung auch eine phénotypische Dynamik der
zirkulierender Blut-Monozyten von groBer Bedeutung fur die komplex gesteuerte
postinfarzielle inflammatorischen Antwort ist. Insbesondere die Gene CYP19A1,
THBS1, CLU, TRPM6, MTUS1, CRIP2, IL1R2, IL1R1, IL1RAP, IL18R1, IL18RAP,
IL21R und CX3CR1 scheinen eine wichtige Beteiligung an der monozytaren
Immunantwort auf einen AMI zu haben. Zwar sind die Daten assoziativer Natur und
kénnen keine kausalen Zusammenhange abbilden, jedoch kénnen sie als wichtige
Grundlage fur weitere Folgeprojekte zu bisher ungenigend erforschten
pathophysiologische Abladufe nach stattgehabtem Myokardinfarkt dienen. Ferner
kénnen sie auf potenzielle diagnostische und therapeutische Ansatzpunkte flr die

Optimierung der inflammatorischen Antwort auf einen AMI hinweisen.
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