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1. Einleitung

1.1. Allgemeine Einfihrung

Auch wenn der Herzinfarkt durch eine Schwerpunktverlagerung der Medienberichterstattung
zugunsten sensationstrachtiger Krankheitsbilder, wie z.B. die Pandemie AIDS, oder auch
exotische Infektionskrankheiten, wie das Lassa-Fieber, v.a. aber der ebenfalls im Vormarsch
befindlichen Krebserkrankungen, welche mittels publikumswirksamer Schlagzeilen traurige
Popularitét erlangten, etwas in den Hintergrund des offentlichen Interesses geraten ist, so kann
diese Entwicklung dennoch nicht darlber hinweg tduschen, dass der Tod durch Herz-
Kreislauferkrankungen in den Industrieldndern immer noch die haufigste Todesursache und somit
in  Zeiten generalisierter Sparmaldnahmen auch en nicht zu vernachlassigendes
soziodkonomisches Problem darstellt.

Dem akuten Myokardinfarkt kommt hierbel  angesichts einer Vielzahl probater
Préaventionsmaldnahmen nicht nur aus wirtschaftlicher Perspektive auf der einen, sondern auch
aufgrund einer bei auch hinsichtlich des zeitlichen Rahmens optimaler Ausschopfung sdmtlicher
etablierter Therapiemal3nahmen prognostisch giinstigen Beeinflussung der Uberlebensrate auch
aus medizinischer und wissenschaftlicher Sicht auf der anderen Seite eine herausragende Stellung
zu, so dass eine Optimierung der gegebenen Mdoglichkeiten bzw. eine Neuorientierung in
Richtung zusétzlicher Therapieansdtze durchaus zukunftstrachtig und erfolgversprechend

anmutet.

1.2. Pathogenese der K oronarthrombose auf dem Boden
ather osklerotischer Veranderungen

Von pathogenetischer Bedeutung bei der Entstehung der Atherosklerose kann im frihen Stadium
die Adhdrenz von zirkulierenden Monozyten an das Endothel, sowie deren Migration in die
Intima der Gefél3wand, wo sie zu Makrophagen heranreifen, angesehen werden (Ross et al., 86).
Eine Exposition dieser Makrophagen gegentiber oxidativ veranderten Low Density Lipoproteinen
(LDL) im atherosklerotischen Plagques bewirkt eine Expression von Adhasionsmolekilen, wie
Vascular Cell Adhesion Molecule-l (VCAM-1) und fdhrt zur intrazelluldren
Cholesterindeposition, sowie zur Bildung lipidbeladener sogenannter ,, Schaumzellen®, deren TF-
Expression und somit ihre Thrombogenitdt im Fale ener Fissur oder Ruptur des
atherosklerotischen Plaques wiederum durch oxidativ verandertes LDL (oxLDL) hochreguliert

werden kann (Petit et a., 99) und somit durch vermehrte TF-Freisetzung eine unmittelbare, durch



Abgabe von Phospholipiden zusétzlich getriggerte (Bacon et a., 96) Aktivierung der
Gerinnungskaskade bewirkt.

Aber auch die unmittelbare Endothelschadigung aufgrund der direkten Zytotoxizitét von oxLDL
und Makrophagen mit nachfolgender Freisetzung von Zytokinen, wie Interleukin-1 (IL-1) oder
Platelet Derived Growth Factor (PDGF), mit Thrombozytenadhdsion und Zellaktivierung, die
wiederum zur vermehrten TF-Synthese flhrt, beginstigt somit durch die Induktion einer
progredienten Arteriosklerose das Auftreten thrombotischer Ereignisse im atherosklerotischen
GefaR.

Zusétzlich zu diesem Beitrag des TF an der lokalen Gerinnungsaktivierung unterhét dieser durch
seine vermehrte Oberfléchenexpression auf durch Freisetzung inflammatorischer Mediatoren, wie
IL-6 und IL-8, aus dem atherosklerotischen Plague, dem Endothel, sowie dem Zelluntergang
durch Ischamie vermittelten generdisierten Entzindung aktivierten zirkulierenden Monozyten
weiterhin  einen Zustand der Hyperkoagulabilitdt as Folge einer systemischen
Entzindungsreaktion (Neumann et al., 95).



Monozyten o
natives L DL Endothelschadigung

natives LDL

» Response-to-injury*:
. - Exposition prokoagulatorischer und
Endothelzellen ‘

residente proinflammeatorischer Oberflachen
. Makrophagen . — TF-Prasentation im Plaquematerial

— TF-de-novo-Synthese

\ - Thrombozytenaktivierung
- @ . ~ Leukozytenaktivierung
VCAM-| ah - Sva 0 TF-Expressionyionozyten
Oxidativ modifiziertes LDL freie O-Radikale
Oxidativ modifiziertesLDL — TF-EXpressionvionozyten AN
O3

Schaumzellen
Rekrutierung von Makrophagen durch Bildung von Schaumzellen
Expression von Adhaesionsmolekiilen

. durch Aufnahme von ox.-LDL
. Immobilisierung residenter Makrophagen Endothel schadigung durch

im Subendothelialraum direkte Zytotoxizitét

Abbildung 1: Pathogenese der Atherosklerose



Initial ursachlich fur die Entstehung des akuten Koronarsyndroms, zu welchem neben dem
transmuralen Myokardinfarkt auch der , non-Q-wave-Infarkt“, sowie die instabile Angina pectoris
zadhlen, scheint die Exposition subendothelialer, thrombogener Substanzen, wie z. B. Kollagen
oder Lipide, aber auch des TF gegenuber dem zirkulierenden Blut bei der akuten Ruptur einer
bereits vorbestehenden stenosierenden, vormals schon erwdhnten Plagqueldsion in einem
arteriosklerotisch vorgeschédigten Herzkranzgeféld zu sein. Diese fuhrt Uber die Aktivierung von
vermehrt aus der Blutbahn rekrutierten Thrombozyten, die durch Interaktion mit endothelialen
Zdlen an die Geféddwand adhérieren, zum einem zur Thrombusformation durch erhohte
Initilerung der thrombozytéren und koagulatorischen Gerinnungskaskade. Zudem kommt es zur
vermehrten Freisetzung einer Vielzahl von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und anderen
niedermolekularen biologisch aktiven Substanzen, welche wiederum durch ihr Vermdgen, die
Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen zu induzieren, zusammen mit der sich unter
dem Einfluss von Thrombin und Faktor X/Xa entwickelnden Intimahyperplasie entscheidend an
der lokalen Entzindungsreaktion der Gefé3e mitwirken (Taubmann et al., 97; Petit et a., 99;
Kakitaet d., 99).

Obgleich die exakten, fur eine erhthte prokoagulatorische Aktivitat verantwortlichen, letztendlich
mittels intravaskuldaren Thrombusformation zur akuten mechanischen Verlegung des Gefél3es bei
akuten Koronarsyndromen fihrenden Mechanismen bislang nicht génzlich geklart werden
konnten, so scheint doch dem TF bereits in dieser Anfangsphase eine bedeutende Rolle bei der
lokalen Gerinnungsaktivierung nach Ruptur eines arteriosklerotischen Plagues zuzukommen,
(Abbildung 1).

Neben der lokalen Thrombinbildung tragt auch eine generdisierte ischamieinduzierte
Inflammationsreaktion as systemische Antwort auf lokale Entzindungsvorgdnge zum erhdhten
Risiko von deletéren thrombotischen Ereignissen beim akuten Koronarsyndrom bei (Liuzzo et al.,
94; Yarnel et a., 91), Abbildung 1. So konnte in klinischen Studien ein systemischer Anstieg
sowohl der Konzentrationen von Akut-Phase-Proteinen, wie z.B. CRP und IL-6, dem
Hauptmediator der Akut-Phase-Reaktion, aber auch der Leukozyten, nachgewiesen werden.
Derartige Verénderungen resultieren in einer Modifikation der Gerinnungseigenschaften des
Blutes, welche eine gesteigerte Koagulabilitdt nach sich zieht (Ott et al., 98). Zusétzlich zu dieser
systemischen Entzindungsreaktion konnte eine hypoxamie-induzierte lokale Freisetzung bzw.
Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie z.B. IL-1, TNF, IL-6, durch Endothelzellen und
mononukledre Zellen, welche die Expression von Adhaesionsmolekilen am Gefél3endothel
bewirkt und durch Stimulation der Zellmigration Leukozyten in das betroffene Gewebe dirigiert,
bzw. im Fale von IL-6, die prokoagulatorische Aktivitdét von Monozyten durch

Oberflachenexpression von TF induziert.



1.3. Lokale Aktivierung von L eukozyten nach Reperfusion eines
Myokardinfarktareals

Neben dem Antell entzindlicher Reaktionen mit der durch diese induzierten Aktivierung
zirkulierender Zellen an der Entstehung atherosklerotischer Veranderungen vermogen aktivierte
Leukozyten im Rahmen des sogenannten , Reperfusionsschadens® (,reperfusion injury*) auch
einen entscheidenden Beitrag zum Auftreten thrombotischer Ereignisse nach erfolgreicher
interventioneller Rekanalisation eines vormals verschlossenen Koronargefédles, z.B. mittels
Perkutaner Transluminaler Koronarangioplastie (PTCA, siehe auch unter Punkt 1.4.1.) zu leisten:

Den in diesem Kontext wichtigsten Mechanismus stellt - neben einer erhthten TF-de-novo-
Synthese durch Exposition von Endothelzellen gegeniiber freien Sauerstoffradikalen, sowie einer
Kontaktaktivierung des Kininsystems nach Exposition von im Endothel lokalisierten
prokoagulatorischen und proinflammatorischen Substanzen (z.B. ADP, Kollagen) gegeniber dem
zirkulierenden Blut (Stecle et a., 95) - die hypoxa@mie-induzierte lokale Freisetzung bzw.
Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6),
Interleukin-8 (IL-8), oder Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a) durch Endothelzellen und
mononukledre Zellen wahrend der postischamischen Reperfusionsphase (Neumann et a., 94 und
95, Ott et d., 98) dar. Hieraus resultiert die Aktivierung von Leukozyten mit einer nachfolgenden
vermehrten TF-Expression auf Monozyten. Angesichts des jedoch erst im spéteren zeitlichen
Verlauf messbaren erhthten Oberflachen-TF bei unmittelbar nach Intervention unverdnderter TF-
EXpressionvionozyten  Scheint die Wiederherstellung des Koronarflusses nicht solitdr fur die

beobachtete TF-Induktion auf zirkulierenden Zdllen verantwortlich zu sein.

1.4. Behandlungsmaglichkeiten des akuten Myokardinfarktes

Ziel sémtlicher Reperfusionsstrategien im akuten Myokardinfarkt ist neben einer Besserung der
Angina-Pectoris-Symptomatik die prompte und mdglichst komplette Wiederherstellung des
Koronarflusses, um ischamisches Myokard vor der Nekrose zu bewahren und damit Uber die
Erhaltung der Pumpfunktion des Herzens Morbiditét und Mortalitét bei akutem Infarkt, aber auch
das Risiko eines (Re-)Infarktes zu senken.

Derzeit gelten zwei Therapieverfahren as klinisch etabliert:

1.4.1. Perkutane Transluminale K oronare Angioplastie (PTCA)
Mit der Methode der Ballonkatheterdilatation, deren Ziel die Verlagerung des lipidhaltigen,
atheromatdsen Plagueinhaltes, sowie dessen thrombotischer Auflagerungen in die Geféldwand

mittels eines Uber dem Stenose- bzw. Verschlussgebiet aufgedehnten Ballons ist, 183 sich eine
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komplette Wiederherstellung des Koronarflusses (TIMI °3) in mehr as 90 % der Patienten
(Landau et al., 94) erreichen. Um den trotz zahlreicher Verbesserungen in Kathetertechnik,
Bildgebung und Erfahrung der Untersucher immer noch relativ haufig auftretenden
Komplikationen der PTCA, wie Dissektionen von Koronararterien durch starke Rissbildung im
atheromatdsen Plague mit Plaqueruptur ( > 20 %), Reocclusionen ( > 10 %), oder auch
inadaquatem intrakoronarem Flu3 ( > 5 %) entgegenzuwirken, bedient man sich heutzutage
zunehmend der Moglichkeit der primaren Stentimplantation, die z.B. das Risiko eines akuten

Koronararterienverschlusses auf etwa 4-8 % zu senken vermag (de Feyter et al., 94).

1.4.2. Phar makologische Thrombolyse

Als konservatives Verfahren zur Rekanalisation verschlossener bzw. stenosierter Koronargefélde
hat sich bei einer Wiedereroffnungsrate von 70-80 % die systemische bzw. intrakoronare Lyse mit
Streptokinase  (SK), Urokinase (UK), anisoyliertem Plasminogen-Streptokinase-Aktivator-
Complex (APSAC), oder tPA tissue-type Plasminogen Activator (tPA) etabliert, wobei die
accelerierte t-PA-Lyse in Kombination mit Heparin i.v. mit den nachgewiesenermal3en htchsten
Durchgangigkeitsraten als effektivstes pharmakologisches V erfahren anzusehen ist.

Hierbei limitiert eine friihe Reokkulusionsrate von 20-25 % durch Rethrombosierung den Benefit

einer primér erfolgreichen Lysetherapie.

1.5. Theor etische Grundlagen

1.5.1. Tissue Factor

1.5.1.1. Molekulare Struktur

Das menschliche aus 12,4 Kilobasenpaaren (kBP) bestehende TF-Gen setzt sich aus sechs Exons,
von denen Exon 2-5 fur die fur Kofaktor- und Rezeptorfunktion verantwortliche extrazellulére
Domaéne kodieren (Koyamaet d., 94), im Wechsd mit finf Introns zusammen.

TF ist ein einzelkettiges, integrales 47 Kilodaton (kDa) schweres Membran-Glykoprotein der
Subklasse Il der Zytokin-Rezeptor-Superfamilie (Osterud et a., 97), zu der auch Interferon o/f3
und Interferon y-Rezeptoren gehdren, und wird von 263 Aminoséuren (AS) gebildet, welche sich
gemal ihrer raumlichen Anordnung in eine I6sliche extrazellulére, aus 219 AS bestehende und as
Rezeptor fur Faktor VII/VIla agierende Doméne, eine 23 Aminosduren beinhaltende unlésliche
transmembrandre, sowie eine zytoplasmatische, 21 Aminosduren umfassende Komponente
untergliedern lassen. Letztere fungiert durch Reorganisation des zytoplasmatischen

Aktinnetzwerkes via spezifischer Interaktion mit der actinbindenden Proteinregion fur die



Zellausbreitung im Rahmen der Tumormetastasierung und des Gefaldremodeling (Ott et al., 98;
Ruf et al., 2000), was jedoch im Abschnitt 1.5.1.3.2. noch ausfihrlicher beleuchtet werden wird.

#"ww;:,r' . “&;‘g‘{%‘i‘*i‘"i‘ﬁﬁ
I AL STl

T o

S

Abbildung 2: Molekulare Struktur des TF

1.5.1.2. Expression in vivo

1.5.1.2.1. Physiologisch

TF wird as Rezeptor an der Zelloberflache hauptséchlich von mesenchymalen Zellen auf
Geweben, welche as , Schutzmantel“ (vor Blutverlust in extravasae Raume) zwischen Korper
und Umwelt fungieren, wie epitheliale Oberflachen, sowie an Grenzgebieten zwischen einzelnen
Organen, wie z.B. der Adventitia von Blutgefé3en, oder auch den fibrésen Kapseln von Leber,
Milz und Niere, prasentiert. Folglich ist er normalerweise nicht gegentiber dem zirkulierenden
Blutstrom exponiert, findet sich aso nicht auf ruhenden intimalen Endothelzellen, wodurch eine
Initiierung der Blutgerinnung ausschliefdlich im Falle einer Gefél3verletzung garantiert wird. Diese
raumliche Anordnung des TF, der ganzlich in aktiver Form synthetisiert wird und im Gegensatz
zu den mesten anderen Gerinnungsfaktoren zu seiner Aktivierung keinerlei proteolytischer
Modifikation (Nemerson et a., 95) bedarf, verhindert einerseits als eine Art protektiver , Wall*
unter physiologischen Umsténden den Kontakt von TF mit dem plasmatischen Gerinnungsfaktor

VII/VIla, gewdhrleistet andererseits jedoch nach Konversion in die aktive TF-Faktor VIla-Form
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jederzeit eine rasche Aktivierung der Blutgerinnung bei Zerstérung von Gefal3barrieren oder
Membranschadigung (Randolph et a., 98; Bach et al., 98).

Extravaskuldr findet sich TF in unstimulierten Fibroblasten und Nervenzellen (Flossel et a., 94,
Drake et d., 89), perivaskular |&sst er sich in Fibroblasten und glatten Muskelzellen nachweisen,
wahrend er konstitutiv von kardialen Myozyten, epithelialen Zellen der Plazenta und des Gehirns,
sowie glomeruldren Endothelzellen exprimiert wird (Edgington et a., 91). Intravaskulare Zellen

hingegen besitzen ohne Stimulation keinen TF (Osterud et al., 95).

15.1.2.2. Simuliert

Endothelzellen, Monozyten und Makrophagen vermogen in ener auf Transkriptionsebene
regulierten Art und Weise auf Stimulation durch ene Vielzahl inflammatorischer und
immunlogischer ~ Signale, wie z.B. Lipopolysaccharid (LPS), Wachstumsfaktoren,
Immunkomplexe, Zytokine, wie Interleukin-13 (IL-13) oder Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a),
sowie Phorbolester, oder Lektine, die zelluldre Immunantwort und Entzindungsreaktion zu
modulieren. Dies geschieht u.a. durch Induktion prokoagulatorischer Aktivitét auf Zelloberflachen
mit nachfolgender Hyperkoagulabilitdt und Thrombusformation mittels voriibergehender de novo
Transkription des TF-Gens und stellt somit einen wichtigen Mechanismus auf dem Weg der
Entstehung einer Verbrauchskoagulopathie im Rahmen des septischen Geschehens, das in
Multiorganversagen und Tod gipfeln kann, dar (Luther et a., 90; Takahashi et al., 94).

Somit zeichnet sich der TF durch seine vielseitigen regulatorischen Modifikationsmoglichkeiten
als induzierbares , Aktivations-Effektor-Gen" monozytérer und endothelialer Zelllinien aus, wobei
nach Stimulation die Oberfléche eines einzelnen Monozyten mit bis zu 17 000 TF-Molekilen
besetzt sein kann (Edgington et ., 91).

1.5.1.3. Funktion

1.5.1.3.1. Physiologisch

TF kommt aufgrund seiner Funktion als Rezeptor und essentieller Kofaktor fur Gerinnungsfaktor
VIl (Faktor VII), der die Bildung von aktiviertem Faktor Vlla (Faktor V1Ia) autokrin, d.h. in sich
selbst verstdrkender Weise, triggert (Abbildung 3), Gber die Aktivierung von Faktor VII zu Faktor
Vlla eine entscheidende Schltsselrolle bei der Regulation des extrinsischen Gerinnungssystems
zu (Banner et a., 96; Nemerson et al., 94 und 95; Takamiya et al., 96; Edgington et al., 91,
Nemerson et al., 88/94; Mann et a., 98; Monroe et a., 98). Daneben wirkt der TF durch seine
Beteiligung an der Faktor X-Aktivierung ebenfalls — wenn auch in geringerem Male - an der

Initiierung der intrinsischen Gerinnungskaskade mit.
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Der Bildung eines bimolekularen Komplexes aus Faktor VII und TF folgt die katalytische
Aktivierung von Faktor VII zu Faktor VIla und - durch Erhéhung dessen proteolytischer Aktivitét
gegentiber Faktor X - eine Konversion von Faktor X in Faktor Xa. Dieser wiederum wandelt
Prothrombin zu Thrombin um, was schliefdich in einer Bildung eines Thrombus durch
Fibrinvernetzung gipfelt (Hatakeyamaet d., 97).

Eine weitere wichtige Funktion des Gerinnungssystems stellt dessen Fahigkeit zur
Signaltransduktion bei der Interaktion von Zellen dar:

So bedienen sich Thrombin, und vermutlich auch die auf einer friheren Stufe der
Gerinnungskaskade befindlichen Faktoren Xa und VIla be  Zelaktivierungsvorgangen
sogenannter Proteasen-aktivierter Rezeptoren (PARS), einer Subklasse G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren. Diese werden mittels proteolytischer Spaltung einer spezifischen Bande der
extrazelluldren Region des Rezeptors aktiviert, woraus die Bildung eines neuen N-terminaen
Endes, das as Ligand fur die Triggerung der Rezeptoraktivierung fungiert, resultiert. Angesichts
ihrer ausgepragten intra- und extravaskuldren Verbreitung vermogen diese die verschiedensten
zelluléren Funktionen von einer Modulation der Genexpression Uber Moatilitétseigenschaften bis
hin zu Migrationsvorgangen von Zellen zu regulieren (Ruf et ., 2000).

Neben vormals genannter, wohl bedeutendster Aufgabe des TF scheint dieser ebenso an der
Bereitstellung basaler Mengen der Gerinnungsfaktoren IXa und Faktor Xa beteiligt zu sein (Bauer
et a., 89 und 90), sowie an der fur ein regelrechtes Embryonalwachstum verantwortlichen
Vaskulogenese mitzuwirken, deren Fehlen, wie Studien an TF-,knock-out”-Mausen mit
inaktiviertem TF eindrucksvoll aufzeigen konnten, unweigerlich zum Tod der Embryos fihrten
(Carmeliet et d., 96).
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1.5.1.3.2. Simuliert

Bel durch eine Vielzahl proinflammatorischer Stimuli induzierter vermehrter Expression auf
Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen oder epitheliden Zellen im Rahmen algemeiner
Entzindungsreaktionen, der Sepsis, aber auch bel diversen Tumorleiden durch Verschiebung des
hamostatischen Gleichgewichts zugunsten prokoagulatorischer Aktivitéat wirkt TF entscheidend an
der Entstehung lokaler thombotischer Komplikationen beim akuten Koronarsyndrom, sowie der
disseminierten intravasalen Gerinnung mit (Ott et al., 98; Ruf et al., 94; Edgington et al., 94; Levi
eta., 93; Semeraroet a., 92).

Betrachtet man z.B. die drei, auch als Virchow sche Trias bekannten praedisponierenden Faktoren
venbser Thrombosen, der Hyperviskositét, der Stase und nicht zuletzt der Gefal3wandverletzung,
so begunstigen unter anderem die Abgabe von TF aus beschadigtem Gewebe an den Blutstrom,
aber auch die Exposition des Blutstromes gegeniber TF bel Gefél3schdden oder Rekrutierung
aktivierter Leukozyten, sowie eine lokale TF-Expression durch morphologisch einwandfreies
Endothel mittels Zytokinfreisetzung bei Gewebeverletzung oder Entzindung, eine gesteigerte
Thrombusformation und Hyperkoagulabilitédt in Gebieten erhdhter Stase.

Aber auch im Rahmen maligner Erkrankungen trégt eine vermehrte TF-Synthese zum einen des
gesunden Gewebes durch Interaktion von mononukledren Phagozyten oder Endothelzellen mit
Tumorzellen oder deren Produkten, zum anderen des Tumorstromas mittels Aktivierung
sogenannter tumorassoziierter Makrophagen durch direkte Zell-Zell-Interaktion oder auf dem
Wege der Freisetzung l6slicher Faktoren, und schliefdich die Aktivierung systemischer
Gerinnungsvorgange durch auf dem Wege der Metastasierung in die systemische Blutbahn
gelangte Tumorzellen zum Auftreten thrombotischer Ereignisse bel (Fischer et al., 95).

Eine vor allem im Hinblick auf prognostische Aussagen entscheidende Stellung kommt dem TF
angesichts seiner Betelligung an der Tumorangiogenese, fir die eine erhthte mitogene Aktivitét
der Endothelzellen, eine gesteigerte Transkriptionsrate des vascular endothelial growth factor
(VEGF), sowie nicht zuletzt eine verminderte Transkription des anti-angiogenen Thrombospondin
(TSP 2) im Falle einer Uberexpression von TF verantwortlich gemacht werden kann, zu, welche
in vivo zu einem schnelleren, aber auch ausgedehnteren Tumorwachstum fihrt und idede
Bedingungen fir eine breite hdmatogene M etastasierung bietet (Zhang et a., 94).

Des weiteren spielt der TF Uber seine Eigenschaft als Oberflachenrezeptor der Serinprotease
Faktor Vlla durch Interaktion mit seinem physiologischen Liganden neben der Initiierung des
extrinsischen Gerinnungssystems eine gewichtige Rolle bei anderen proteolytisch regulierten
Enzymkaskaden, wie z.B. der Signaltransduktion zwischen Zellen, die unter anderem an der
Regulation von Zelladhdsionss und Migrationsprozessen im Rahmen inflammatorischer
Reaktionen, aber auch der Tumorinvasion und —metastasierung entscheidend beteiligt ist.

Letzteres vollzieht sich zum einen via direkte extrazellulare Thrombinbildung beim angesichts



der in Anlehnung an deren fenestrierte Architektur erhthten Permeabilitét der tumorassoziierten
Gefél3e erleichterten Kontakt der im Plasma zirkulierenden Gerinnungsfaktoren mit TF-
exprimierenden Tumorzellen. Zum anderen nimmt der TF Uber intrazellulare Signalvermittiung
durch Rekrutierung des aktinbindenden Proteins 280 (ABP-280) an TF-Adhasionsmolekile und
Bindung der zytoplasmatischen Doméne des TF an das Aktin-Zytoskelett auf Adhésions- und
Migrationseigenschaften von Zellen Einflul?. Die Adhésion der TF-exprimierenden Tumorzellen
kann durch Interaktion des Rezeptor-Protease-Komplexes mit spezifischen matrixassoziierten
Inhibitoren vermittelt werden (Ott et d., 98; Mueller und Ruf, 98; Ruf et d., 2000).

1.5.1.3.3. Im Rahmen der Atherogenese

V on besonders fur die Zielsetzung dieser Arbeit zentraler Bedeutung imponiert der Beitrag des TF
zur Pathogenese der Atherosklerose Uber eine Gerinnungsaktivierung mit hieraus resultierender
auf verschiedenen, teils unabhangig voneinander ablaufenden, teils enander bedingenden
molekularen M echanismen beruhender vermehrter Thrombinbildung (Abbildung 4):

Zum einen kann die erhohte prokoagulatorische Aktivitét im Rahmen spontaner oder induzierter
Plagueruptur mit einer vermehrten TF-Synthese und -Expression mittels Aktivierung von in
arteriosklerotischen  Lasionen  enthatenen  Endothelzellen, mononukledren  Phagozyten,
Schaumzellen, glatten Muskelzellen, aber auch zirkulierender Leukozyten durch die Freisetzung
von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, modifiziertem LDL oder Zellinteraktionen, im Sinne von
Thrombozyten-L eukozyten-K oaggregaten, im Rahmen sowohl lokaler as auch systemischer
Entzindungsreaktionen erklart werden (Neumann et al., 94, 95 und 97; Jude et al., 94; Leatham et
a., 94).

Eine andere Ursache der TF-Aktivierung stellt die myokardiale Ischdmie, insbesondere in
V erbindung mit einer nachfolgenden Reperfusion des ischdmischen Myokardareals dar:
Untersuchungen an isolierten, initial 1schéamie und sodann Reperfusion ausgesetzten Rattenherzen
ergaben eine rasche, mit ener anhaltenden Erhthung der prokoagulatorischen Aktivitét
einhergehende Induktion der TF-mRNA, die angesichts der Unversehrtheit der Gefalultrastruktur
vermutlich auf eine erhohte de-novo-TF-Synthese durch Exposition von Endothelzellen
gegentber freien Sauerstoffradikalen wahrend der postischamischen Reperfusionsphase
zurlckzufuhren ist und daher auch als ,, reperfusion-injury” bezeichnet wird (Semeraro et al., 97).
Die Exposition von in der Geféldwand befindlichen thrombogenen Substanzen, wie Kollagen oder
ADP, gegentber dem zirkulierenden Blutstrom im Rahmen der Reperfusion fihrt via
Kontaktaktivierung des Kininsystems und Prasentation von TF im Plaguemateria Uber eine
direkte Initiierung des intrinsischen Gerinnungssystems zu einer gesteigerten Thrombinbildung.

Zum anderen kommt es Uber eine Aktivierung, Rekrutierung und Adhasion von Thrombozyten,
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Uber die Freisetzung prokoagulatorischer Mikropartikel, und durch Bildung von Thrombozyten-
Leukozyten-Koaggregaten zur Leukozytenaktivierung, die wiederum mit einer erhdhten TF-
Expression assoziiert sein  konnte. Dies tragt vermutlich zur vermehrten Iokalen
Thrombusformation bel (Ott et a., 96; Neumann et al., 96; Gawaz et al., 96).
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1.5.2. Tissue Factor Pathway I nhibitor-1

1.5.2.1. Molekulare Struktur

Tissue Factor Pathway Inhibitor-1 (TFPI-1) stellt ein aus 276 Aminosauren bestehendes, auf Gen
2q (Girard, 91 et a.; van der Logt et a., 91; Enjyoji et al., 93) lokalisiertes und 42 kDa schweres
Plasmaglykoprotein mit einer sauren N-terminalen Region, gefolgt von drel hintereinander
angeordneten inhibitorischen Doménen vom Kunitz-Typ, sowie einer basischen COOH-
terminalen Region dar (Abbildung 5). Die Existenz multipler Domanen vom Kunitz-Typ folgt den
Anforderungen an die zweifach inhibitorischen Angriffspunkte TFPIs an Faktor Xa auf der einen
Seite und dem Komplex aus Faktor Vllaund TF auf der anderen. Die erste Kunitz-Domane ist fir
die Bindung an die katalytische Region von Faktor Vlla, die zweite Kunitz-Doméane zusammen
mit anderen Teilen des Molekils fur die inhibitorische Interaktion mit Faktor Xa verantwortlich.
Das carboxyterminale Ende sorgt sowohl fir eine rasche und suffiziente Inhibition TFPIs von
Faktor Xa als auch fur dessen Bindung an Heparin, wahrend hingegen die Funktion der dritten
Kunitz-Typ-Doméne bislang nicht ganzlich geklart zu sein scheint. Neuere Studien vermuten
jedoch eine Rolle bei der Interaktion mit heparansulfatierten Proteoglykanen, sowie TFPI's
Assoziation mit Lipoproteinen (Hamamoto et a., 93; Wesselschmidt et al., 93; Huang et al., 93).

Abbildung 5: Molekulare Struktur des TFPI-1



1.5.2.2. Expression in vivo

1.5.2.2.1. Pysiologisch

Invivo existieren drei verschiedene Formen des TFPI:

Plasma-TFPI, welcher zum groften Teil Lipoprotein-assoziiert ist, TFPI in Thrombozyten, dessen
Freisetzung durch Thrombin stimuliert wird, und schliefdlich der zellassoziierte endotheliale TFPI
(Ho et a., 96). Mittels RNA-Anayse konnte neben Monozyten, glatten Muskelzellen und
Fibroblasten, welche eine eher untergeordnete Rolle bei der Expression von TFPI spielen, als
entscheidende Quelle der TFPI-Synthese das mikrovaskuléare Endothel verschiedener Organe
(Placenta > Lunge > Leber > Niere > Herz > Skelettmuskel > Gehirn) identifiziert werden (Bajgj
et a., 99), wobel die quantitative gewebespezifische TFPI-Expression im Geféldbett der einzelnen
Organe eine Antwort auf die lokale ,,Mikroumgebung* auf der einen, eine Anpassung an die
Anforderungen, sowie jewellige Funktion der Gewebe auf der anderen Seite darstellt (Bajgj et al.,
99). Die interindividuell stark differierenden (Warshawsky et a., 94) Plasmakonzentrationen des
zu einem grof3en Teil an Lipoproteine wie HDL (~ 50 %), LDL (40-45 %), und Lipoprotein (a),
aber auch an Thrombozyten (10 %) gebundenen zirkulierenden TFPI liegen mit circa 2,5 nM,
oder 100 ng/ml (Lindal et al., 95) relativ niedrig. Die Hohe der TFPI-Konzentrationen befindet
sich zum Zetpunkt der Geburt auf ihrem Tiefststand, steigt jedoch mit zunehmendem Alter,
wobei keine geschlechtsspezifischen Unterschiede der Plasma-TFPI-Levels festzustellen sind. Als
Trégerproteine fur TFPI im Plasma fungieren Lipoproteine, fir deren Komplexbildung mit TFPI
die dritte Kunitz-Doméne verantwortlich ist (Lindahl et a., 95). Das Molekulargewicht der
vorherrschenden Formen von TFPI liegt neben ebenfalls existierenden Formen hoheren
Molekulargewichts zwischen 34 und circa 50 kDa. Derartige Groél3enheterogenitét, welche auch
mit ener differierenden inhibitorischen Potenz assoziiert ist, spiegelt vermutlich die
proteolytische Abspaltung des COOH-Endes wider (Petersen et d., 95; Lupu et d., 97).

15.2.2.2. Simuliert

TFPI-1 wird auf Stimulation durch Thrombin sezerniert und vermag somit durch seine erhéhte
Konzentration am Ort der Gefél3verletzung an der Kontrolle der Thrombusformation mitzuwirken
(Lupu et a., 97). Inflammatorische Mediatoren induzieren zwar TF in Gefé3wandzellen und
Monozyten, besitzen aber keinen signifikanten Einfluss auf die Synthese von TFPI-1 (Petersen et
al., 95). Eine weitere Quelle fur TFPI brachten Versuche mit in vivo Infusion von Heparin, welche
eine zwei- bis vierfache Erhéhung des Spiegels von zirkulierendem TFPI induzierte. Dies 183 in
Anbetracht eines fehlenden Anstiegs der TFPI-Konzentration bel ex vivo Zugabe von Heparin zu
Plasma (Broze et al., 95), auf eine Freisetzung von TFPI aus intra- oder extrazelluléren Speichern,

wie an Heparansulfate oder andere Glykosaminoglykane des Endothels, wie Dermatansulfat oder
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Chondroitinsulfat C (Petersen et a., 95) schlief3en. Diese gebundene Form von TFPI von
kompletter Lange besitzt offenbar grundsétzlich ein hoheres, durch Heparin zusétzlich
steigerbares inhibitorisches Vermégen gegentiber Faktor Xa as die im Plasma zirkulierenden
, COOH-gespalteten” TFPI-Formen. Zu Proteoglykanrezeptoren, die nachweislich TFPI-1 binden,
gehtren das transmembran-verankerte Ryudecan/Syndecan 4 und das
Glykosylphosphatidylinositol- (GPI)-verankerte Glypikan 3 (Mast et a., 97; Ott et a., 2000),
wobei die Art der Membranverankerung die jeweilige Lokalisation der Oberfléchenrezeptoren auf
spezifischen Regionen der Zellmembran entscheidend beeinflusst (Ott et a., 2000). Wahrend zum
Beispiel GPI-verankerte Proteine in glycosphingolipidreichen Membran-Kompartimenten, welche
mit Hilfe der Dichte-Zentrifugation als detergenz-unlésliche Fraktionen niedriger Dichte isoliert
werden konnen, lokalisiert sind, finden sich transmembrane Rezeptoren in phospholipidreichen,
detergenz-l6slichen Fraktionen hoher Dichte. Zusétzlich zu Proteoglykan-Rezeptoren bindet das
fur die hepatische Endozytose vidler Plasmaproteine, wie z.B. a,-Makroglobulin-Protease-
Komplexe, in der [-Fraktion wandernde VLDL komplexiert mit Apolipoporotein E bzw.
Lipoproteinlipase, oder Plasminogen-Aktivator-Komplexe verantwortliche, transmembrands
verankerte LDL-receptor-related protein (LRP) TFPI-1. LRP ist fir den Abbau exogen
zugefihrten, aso rekombinanten TFPIs durch kultivierte Zellen, sowie die beschleunigte
Beseitigung TFPIs von der monozytdren Oberflache mittels irreversibler Degradierung
erforderlich. Der erste Schritt dieses Abbauvorganges umfasst die Bindung des COOH-Endes von
TFPI an einen unspezifischen Rezeptor, moglicherweise Glykosaminogklykane, dem hierauf der
zweite Schritt in Form eines Transfers zu LRP und anschlief3ender Internalisation (Broze et al.,
95) folgt.

1.5.2.3. Funktion
Die auch im Rahmen dieser Arbeit relevante Hauptaufgabe des TFPI erstreckt sich auf die

Hemmung der TF-Aktivitét, welche sich verschiedener M echanismen bedient:

1.5.2.3.1. TF-Inhibition durch TFPI-1 auf Endothelzellen

Der durch endogenen TFPI-1 vermittelten reversiblen Hemmung der enzymatischen Aktivitat des
TF-Faktor VllaKomplexes durch Reduktion der TF-Halbwertszeit auf der einen Seite geht die
Bildung eines Komplexes mit TF, Faktor Vlla, und Faktor Xain zwei Einzelschritten voran:
Zunéchst erfolgt eine reversible 1:1-Bindung von TFPI-1 an Faktor Xa, die einen Verlust der
katalytischen Aktivitdt von Faktor Xa nach sich zieht, woraufhin in einem zweiten Schritt die
katalytische Aktivitét des TF-VIlaKomplexes durch Bildung eines Vierfachkomplexes bestehend
aus TF, Faktor Vlla, Faktor Xaund TFPI-1 herabgesetzt wird (Petersen et ., 95).
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Demgegeniber steht die Méglichkeit einer Reduktion der TF-Aktivitét durch rekombinanten TFPI
Uber eine LRP-vermittelte irreversible Internalisation und Degradierung des TF-VIlaTFPI-1-
Komplexes (Hamik et a., 99). Die Translokation des TF-VIla-Xa TFPI-1-Komplexes dagegen in
glykosphingolipidreiche, detergenz-unlésliche Mikrodoméanen durch endogenen, GPI-verankerten
TFPI-1 stellt eine mit Dissoziation des Vierfachkomplexes nach etwa 12 Stunden lediglich
vorubergehende, reversible Moglichkeit der TF-Inhibition dar, Abbildungen 6 und 7 (Ott et al.,

2000).
OO
TFPI-1
Vi LRP RAP
RN
Abbildung 6: Irreversible Tissue Factor-Inhibition Degradi erung

durch rekombinanten Tissue Factor Pathway Inhibior-1  (irreversibel)

Translokation

Anionische

Membran Glycosphingo- :'

lipidreiche
Mikrodoménen Caveolae

Abbildung 7: Reversible Tissue Factor-Inhibition
durch endogenen Tissue Factor Pathway Inhibitor-1
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Zusétzlich zu diesen Mechanismen hemmt TFPI-1 die Spaltung von Faktor IX durch den TF-
Faktor VllaKomplex (Petersen et a., 95). Eine weltere, Faktor Xa-unabhéngige, unphysiologisch
hohe TFPI-1-Konzentrationen von > 100 nM erfordernde, und somit wohl hinsichtlich der zu
untersuchenden in-vivo TF-Hemmung zu vernachléssigende direkte Inhibition des TF-Faktor
Vlla-Komplexes konnte von verschiedenen Autoren (Petersen et a., 93; Hamamoto et a., 93;

Cdlander et d., 92) gezeigt werden.

1.5.2.3.2. TF-Inhibition durch TFPI-1 auf zirkulierenden Monozyten

Auf monozytéaren Zellen vermag TFPI-1 - exogen zugefiihrt - zum einen die katalytische Aktivitét
des TF-VlIlaKomplexes durch bis zu dreifache Reduktion der TF-Halbwertszeit mittels
Formierung eines Komplexes aus TF-Vlla und TFPI-1 unabhangig von der An-/Abwesenheit von
Faktor Xa auf der Zelloberflache reversibel zu hemmen (Hamik et al., 99). Dieser Mechanismus
scheint jedoch angesichts einer ebenfalls in obiger Studie veroffentlichten verminderten TF-
Expression durch kultivierte monozytére, mit Lipopolysaccharid (LPS) stimulierte Zellen (Mono
Mac 6) nach Zugabe von TFPI-1 und aktiviertem Faktor VIla zum Kulturmedium bel im
Gegensatz hierzu unverénderter TF-mRNA-Konzentration eine Stunde nach LPS-Stimulation
offenbar nicht auf Transkriptionsebene, sondern vielmehr an einem spéter angesiedelten Schritt
der TF-Biosynthese bzw. —degradierung anzugreifen (Hamik et a., 99): TFPI-1 vermittelt eine
irreversible Entfernung des TF von der Zelloberflache der Monozyten durch Interaktion dessen C-
terminaler Doméane mit dem LDL-Rezeptor Related Protein (LRP) und nachfolgender Endozytose
des TF-Faktor VlilaKomplexes Uber mit Clathrin Uberzogene Membraneinstilpungen der
Plasmamembran, wo er internalisiert und durch Transport in Lysosomen degradiert werden kann
(Hamik et al., 99).

Diese Studie zur TFPI-induzierten TF-Inhibition auf Monozyten besitzt angesichts der bisherigen
deutlichen Fokusierung auf endothelialen TF gewisse Pionierfunktion bei der Untersuchung des
bislang vernachlassigten monozytaren TFPI-1s, 18t jedoch viele Fragen zu genauen
Verankerungs- und Regulationsmechanismen endogenen TFPIs auf Monozyten in vivo offen, die

erstmals mit dieser Arbeit im Folgenden ndher beleuchtet werden sollen.

Tabelle 1 soll zum besseren Verstandnis anhand einer vergleichenden Gegeniliberstellung eine

zusammenfassende Ubersicht tiber Aufbau, Ursprung und Funktion von TF versus TFPI-1 liefern:
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TF TFPI
Genlokalisation Chromosom 1p 21-22 Chromosom 2q
M olekular gewicht 45kDa 42 kDa
[Plasma] 3,0 pM 25nM
Aufbau 263 AS, drei Komponenten: 276 AS, drei Regionen:
« extrazellular (Bp 1-219): Rezeptor fur VII/VIIa » saure N-Terminale: XaInhibition
« transmembranér (Bp 220-242): hydrophob « Protease Inhibitor-Doménen vom Kunitz Typ:
« zytoplasmatisch (Bp 243-263): - Zelausbreitung K1: TFVllaInhibition
. GefaRremodeing K2: Xa-Inhibition
— Metastasierung K3: Lipoprotein-Assoziation, Heparin-Interaktion
« basisches COOH-terminales Ende: Heparin-Bindung,
Prothrombinase-K omplex-Inhibition
Vorkommen: « extravaskul&r: Nervenzellen, kardial e Myozyten, * Plasma:
« konstitutiv epitheliale Zellen, Adventitia - Lipoproteinassoziiert (87,5%)

« perivaskular: Fibroblasten
e intravaskular: O

- Thrombozyten (2,5%)

- carrier-free (6-10%)

» mikrovaskuldre Endothelzellen
« sonstige: Plazenta, Lunge

e nach Stimulation

 Endothelzellen

* Monozyten

« Makrophagen

« glatte Muskelzellen

O Veranderung der TFPI-mRNA

Funktion:
« unter physiologischen
Bedingungen

« Hamostaseregulation durch Aktivierung des
extrinsischen und intrinsischen Gerinnungssystems

« embryonale GeféRanlage

« Signaltransduktion

« basale Bereitstellung der Faktoren IXaund Xa

« physiologische Inhibition der TF-induzierten Gerinnung
« Inhibition von (Chymo-)Trypsin, Plasmin, Kathepsin G

e bei vermehrter

 Beguinstigung thrombotischer Ereignisse:

o~ — Atherosklerose/ “reperfusion injury”
Expression —. Disseminierte Intravasale Gerinnung [ Veranderung der TFPI-1-mRNA
- arterielle/'vendse Thrombose
- Tumorangiogenese
Wirkprinzip « Rezeptor und essentieller Kofaktor fur Faktor VI Thrombinbildung O durch:

 Aktivierung von Faktor VIl - Vlla
« Proteolytische Aktivitdt von Vlla gegeniiber 1X und
X O - Faktor IX/X-Aktivierung O

« Bildung + Transl okation eines Vierfachkomplexes aus TF-Vlla-
Xa-TFPI in glykosphingolipidreiche Mikrodomanen
(Endothe | zellen: caveolae; M onozyten: rafts)

e direkte Hemmung des TF -V Ila-Komplexes

« direkte Hemmung von Faktor Xa

* Faktor IX-Inhibition

Tabelle 1: Struktur, Vorkommen und Funktion von Tissue Factor und Tissue Factor Pathway Inhibitor-1
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2. Zielsetzung der Studie

TF leistet durch die Initiierung der extrinsischen Gerinnungskaskade mittels (allosterischer) Erhéhung
der Enzymaktivitét der Plasmaserinprotease Faktor Vlla, an deren Ende nach Aktivierung der Faktoren
IX und X durch ,limitierte” Proteolyse die Bildung von Thrombin steht, einen entscheidenden Beitrag
zu zelluldren prokoagulatorischen Antworten. Grundlage dieser Studie bildete eine Untersuchung im
Jahre 1998, welche einen Anstieg der prokoagulatorischen Aktivitét (PCA), d.h. der Fahigkeit, die
normale Gerinnungszeit von Plasma zu verkirzen, von zirkulierenden Leukozyten im akuten
Myokardinfarkt aufzeigen konnte (Ott et al., 98). Diese Tatsache kann unter Umsténden fir
»Resistenzen* gegentiber einer thrombolytischen Therapie, aber auch fur das Auftreten erneuter
Gefal3okklusionen/-stenosen nach  erfolgreicher Rekanalisation, oder peripherer thrombotischer
Komplikationen verantwortlich gemacht werden. Zur Analyse der molekularen Grundlagen dieser
Beobachtung bzw. eventueller gegenregulatorischer Mal3nahmen bestimmten wir die mRNA- und
Oberflachen-Expression von TF als vermutlichem Urheber dieser Feststellung, sowie von TFPI als
dessen physiologischem Gegenspidler auf  zirkulierenden Zellen mittels RT-PCR  und
durchfluf3zytometrischer Messungen. Um die funktionellen Konsequenzen einer eventuellen erhohten
TF-Expression auf Monozyten im Sinne einer vermehrten Thrombinbildung, aber auch die Rolle
oberflachengebundenen TFPIs bel der Regulation der PCA zirkulierender Monozyten durch TF
verifizieren zu konnen, analysierten wir die Konzentrationen der zirkulierenden Prothrombinfragmente
Fi+2, Welche aus dem amino-terminalen Ende von Prothrombin bei dessen Konversion zu Thrombin
freigesetzt werden, und somit einen sowohl sensitiven as auch spezifischen Indikator der systemischen
Thrombinbildung darstellen.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Studie lag in der Untersuchung des exakten Mechanismus™ der durch
endogenen TFPI-1 induzierten Inhibition der proteolytischen Aktivitée von TF auf Monozyten in
Abgrenzung zur bereits etablierten irreversiblen Degradierung durch Bindung von exogenem TFPI an
LRP auf Monozyten (Hamik et al., 99).



Somit lassen sich die Studienhypothesen wie folgt schlagwortartig zusammenfassen:

1. TF-/TFPI-Oberflachenexpression bzw. TF-/TFPI-1-Transkriptionsrate nach akutem
Myokardinfarkt

Findet sich im zeitlichen Verlauf nach Intervention im akutem Myokardinfarkt eine erhohte TF-/ TFPI-
1-Transkriptionsrate  mit  eventuell  nachfolgender,  konsekutiv ~ vermehrter  TF-/TFPI-1-
Oberflachenexpression, die als Ursache einer nachgewiesenermalden erhohten prokoagulatorischen

Aktivitdt von Monozyten angesehen werden kann?

2. Mechanismus der TF-Inhibition durch TFPI-1

Hemmt TFPI-1 zum Zeitpunkt maximaler TF-Expression die funktionelle TF-Aktivitdt auf Monozyten,
bzw. ist TFPI, der die TF-Aktivitét herabsetzt, GPI verankert?

3. Funktionelle Konsequenzen dieser Ergebnisse am Bild der Thrombinbildung in vivo

Ist die erhdhte TF-Expression assoziiert mit einer Thrombinbildung in vivo?
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3. Studiendesign

3.1. Studienpopulation

3.1.1. Einschluf3kriterien
3.1.1.1 Patientengruppe
Die Studienpopulation umfasste 40 Patienten mit akutem Myokardinfarkt (AMI) der Killip-Klasse | bis
Il ohne vorangehende wiederholte Episoden einer instabilen Angina-Pectoris-Symptomatik, wobei sich
die Diagnose des AMI auf die Anamnese eines prolongierten, 3-9 Stunden andauernden thorakalen
Schmerzereignisses mit charakteristischen EKG-Veranderungen im Sinne von signifikanten ST-

Elevationen bzw. einer mindestens zweifachen Erhthung der Creatinkinase (CK) stiitzte.

3.1.1.2. Kontrollgruppe
In die Kontrollgruppe wurden 20 Patienten mit den klinischen Anzeichen einer stabilen Angina-Pectoris

die sich einem elektiven Stenting unterzogen, eingeschlossen.

Patientengruppe Kontrollgruppe

n =40 n=20

AMI Stabile Anginga Pectoris
* pectangindse Beschwerden > 20 Minuten * [0 Ruhe-AP
» Schmerzbeginn 3-9 h [0 CK-Erhdhung
* EKG-Veradnderungen * positive Ergometrie
* CK Omind. 2-fach bzw. CK-MB [ » angiographisch gesicherte K oronarstenose
* koronarangiographisch verifizierter >50 %

Koronararterienverschluf3

Tabelle 2: Einschluf3kriterien der Studienpopulation

3.1.2. Ausschlusskriterien

Patienten mit interferierenden nichtkardialen Erkrankungen, wie z.B. chronisch entztindlichen oder
malignen Erkrankungen, Infektionen, sowie schweren systemischen Erkrankungen h@matologischer,
renaler, pulmonaler, hepatischer, endokriner oder neurologischer Art, aber auch Patienten, die innerhalb
der vorangegangenen 6 Monate invasive Eingriffe bzw. Traumen erlitten hatten, konnten ebenso wie
Patienten mit einer antiinflammatorischen Medikation - mit Ausnahme von 100 mg Aspirin/d - aufgrund

einer moglichen Beeinflussung des Studienergebnisses nicht an der Studie teilnehmen.
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Alle Patienten waren eingehend aufgeklart worden und hatten eine schriftliche Zustimmung zur
Teilnahme an der Untersuchung abgegeben. Die Genehmigung des Studienprotokolls durch die

Ethikkommission lag vor.

3.2. Abnahmeprotokall

Wahrend der Patientengruppe vor Beginn der Studie 1 Gramm (g) Aspirin intravenés (i.v.), 5-10 mg
Metoprolol i.v., 510 Milligramm (mg) Morphin i.v., 0,25 mg/kg Abxciximab i.v., sowie 5000
internationale Einheiten (IU) Heparin intraarteriell (i.a.) verabreicht wurde, erhielt die Kontrollgruppe 1
g Aspirin i.a., 0,25 mg/kg Abxciximab i.a. und 5000 IU Heparin i.a.. Hinsichtlich der periprozeduralen
Begleitmedikation, mit einem Bolus von 500 mg Aspirin i.v., 70 1U/kg Heparin i.v., und 0,25 mg/kg
Abxciximap als Bolus, sowie des postinterventionellen Procedere, welches wahrend der ersten vier
Stunden nach Stenting bei Abfall der aktivierten partiellen Prothrombinzeit unter 80 Sekunden die
Entfernung der arteriellen Schleuse mit nachfolgender Anlage eines Druckverbandes fir weitere 24
Stunden, die i.v.-Infusion von Abxciximap in einer Dosis von 0,10 pg/min Uber 12 Stunden, die
vierwdchige Gabe von 2 x 250 mg Ticlopidin/d bei ener Initildosis von 2 x 500 mg, sowie die
dauerhafte Einnahme von 100 mg Aspirin pro Tag (d) beinhatete, unterschieden sich beide
Studienpopulationen nicht.

Unmittelbar im Anschlul3 an das Stenting, sowie 24, 48 und 96 Stunden post interventionem wurden
peripher-vendse Blutproben entnommen, auf Eis gekihlt und sofort nach unten beschriebenen

Protokollen verarbeitet.
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AMI

O 5000 |E Heparini.a.

O 1gAspir

ini.v.

O 510 mg Metoprolal i.v.
O 510 mg Morphini.v
O 0,25 mg/kg Abxciximab-Bolus

4/\

Ausschluf3kriterien

Einschlu3kriterien

 Unfadhigkeit, nach Aufklarung eine
schriftliche Zustimmung zu leisten

» schwere systemische/chronisch entztindliche
Erkrankung

* koronare Angioplastie/Bypass < 6 Monate

* V.a Aortendissektion

* schwere Traumen/chirurgische Eingriffe
innerhalb < 6 Monate

* Einnahme antiinflammatorischer
M edikamente vor Studienbeginn
(mit Ausnahme von Aspirin 100 mg/d)

» Schwangere, Stillende

* prolongierte pectangindse Beschwerden
Dauer: 3-9 Stunden (h)

» Schmerzbeginn<72 h

* EKG-Verdnderungen:

— ST-Elevation > 0,1 mV in mind. 2 Extremitéten-Abl.

— ST-Hebung > 0,2 mV in mind. 2 praekord.ialen Abl.
- heu aufgetretener Linksschenkel block

» CK/CK-MBO
* koronarangiographisch verifizierter
Koronararterienverschluss

Tabelle 3: Abnahmeprotokall

PTCA

Periprozedural e Begleitmedikation:

» Aspirin: 500 mg-Bolusi.v.

* Heparin: 70 E/kgi.v. (max. 7000 E)

» Abxciximab: 0,25 mg/kgi.v. + 0,10 pg/min tiber

12h
* Ticlopidin: 2 x 500 mg, hierauf 2 x 250 mg
(4 Wochen)

» Aspirin 100 mg/d (dauerhaft)

Post interventionem Abnahme 1
24 h Abnahme 2
48 h Abnahme 3
96 h Abnahme 4
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4. Methoden

4.1. Durchflu3zytometrie

4.1.1. Aufbau eines Durchflu3zytometers

Das Durchflufzytometer ,FacScan“ der Firma Becton-Dickinson, Heidelberg, welches die Grundlage
der durchfluf3zytometrischen Untersuchungen der vorliegenden Studie bildete, setzt sich — vereinfacht
dargestellt — aus einer Messeinheit, bestehend aus dem Probenfiihrungssystem, einem luftgekihlten 448
nm Argonlaser mit einer Leistung von 500 Milliwatt (mW) zur Fluoreszenzanregung und funf
Detektoren zur Messung der Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften, sowie einem konnektierten

Datenver ar beitungssystem zusammen.

4.1.2. Funktionsprinzip

Die DurchfluRzytometrie macht sich die unterschiedlichen Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften
einzelner Zellen zu Nutze und ermdglicht somit eine relativ exakte Differenzierung verschiedener
Zéelltypen anhand deren charakteristischer Signalmuster.

Somit gewdhrleistet die Durchflulzytometrie ene exakte Identifizierung der einzelnen
Leukozytensubpopulationen nach  ihren  eigentimlichen  Zelleigenschaften, wie  Zellgrosse,
Zellmembran, Zellkern oder intrazelluldre Bestandteile bzw. Granularitdt auf der einen Seite, Uber die
Ermittlung der Fluoreszenzintensitdt spezifischer markierter monoklonaler Antikérper aber auch eine
guantitative Analyse der Antikdrperbindung auf der anderen (Watson et a., 86; Van Dam et al., 92).
Essentielle Grundlage zur Erstellung der Messungen bildet das Vorliegen der Probe as monodisperse
Einzelzellsuspension, welche - von einem Hullstrom zur Zentrierung des Probenstromes umgeben -
getragen von ener laminaren Stromung in der Jet-Flussigkeit zum Analysepunkt geleitet wird und dort
den Lichtstrahl eines 448 nm Argonlasers, der von seiner Richtung abgelenkt (,,gestreut*) bzw. von der
fluoreszeierenden V erbindung absorbiert wird, passiert.

Die Zellkonzentrationen kdnnen sich auf einen Bereich zwischen 1 x 10° und 2 x 10/ml, die
Partikelgrésse zwischen 0,6 und 20 pum erstrecken.

Lichtintensitét und Streuung jedes Partikels werden detektiert und hierauf in digitale elektronische
Signale umgewandelt, was im Gegensatz zu fluoreszenzmikroskopischen Verfahren eine objektive,
benutzerunabhéngige und zeitlich effektive simultane Bestimmung folgender bis zu funf Parameter

erlaubt:
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Mef3parameter

M el3verfahren

Zellgroide [, Drei-Zellen-

Zélgranularitat [ Differenzierung®

Vorwaértsstreulicht

Seitwartsstreulicht

Immunfluoreszenz

Fluoreszenzintensitét von Fluorescein

Immunfluoreszenz

Fluoreszenzintensitét von:

Phycoerythrin bzw.

Zellzyklusanalyse/Vitalitatspr ifung Propidiumjodid
Fluoreszenzintensitét von:

I mmunfluor eszenz Phycoerythrin-Cyanin 5

Diskriminierung geschadigter Zellen Propidiumjodid

Zellzyklusanalyse

7-Aminoactinomycin

Tabelle 4: Mef3parameter mit zugehorigen Mefdverfahren der Durchflul3zytometrie

4.1.3. Applikationsméglichkeiten

Entscheidende Vorteile der  DurchfluBzytometrie, wie z.B. die verglichen mit der
Fluoreszenzmikroskopie hohe Analysegeschwindigkeit von bis 400 bis zu 4000 Zellen/sec, sowie das
aufgrund der hochst sensitiven und objektiven Quantifizierung der Fluoreszenzintensitét
benutzerunabhéngige Mel3verfahren, aber auch die im Vorangehenden bereits dargelegte Méglichkeit
einer Korrelation eines Maximums unterschiedlicher Parameter bei gleichzeitigem Minimum an
Mef3aufwand, etablierten die Durchfluzytometrie mittlerweile als Routineuntersuchung sowohl im
klinischen Alltag, z.B. im Rahmen des sogenannten ,Immunmonitoring” von HIV-Patienten,
Organtransplantierten oder Tumorpatienten, als auch im Bereich der (Grundlagen-)forschung zur
Differenzierung von Oberflachenantigenen/-rezeptoren in der Leukdmiediagnostik, der HLA-

Typisierung u.v.m..

4.2. Probenaufbereitung

4.2.1. FACS-Farbung

Far die Durchfluf3zytometrie wurden 40 pl der in 1 ml Cyfix (freundlicherweise von A. Ruf, Karlsruhe
zur Verfigung gestellt) und 39 ml Phophat-buffered Saline (PBS) fixierten Blutprobe nach 10-mindtiger
Zentrifugation bei 16000 Umdrehungen pro Minute (Upm) und 4 Grad Celsius (°C) mit jeweils 5 pl
eines fluoreszein-isothiozyanit (FITC)-konjugierten anti-TF-Antikorpers (AK) (American Diagnostica,

30



Pfungstadt, Deutschland), bzw. anti-TFPI-1-AK (Klon 4904, American Diagnostica, Pfungstadt,
Deutschland), sowie eines phycoerythrin (PE)-konjugierten monoklonalen anti CD 14-AK (Klon Tuk4,
Coulter Electronics, Krefeld, Deutschland) zur Identifikation der Monozyten fur 30 Minuten bei 4°C
inkubiert (Gesamtvolumen des Probenansatzes: 50 pl). Nach einem Waschschritt mit PBS-Puffer (0,145
molare (M) NaCl, 0,01 M Kaliumphosphat, pH 7,2, Fa. GIBCO, Life Technologies, Leopoldshafen,
Deutschland) und erneuter Zentrifugation fir 10 Minuten mit 1600 Upm bei 4°C folgte eine weitere 30-
mindtige Inkubation des in 45 pl PBS geltsten Pellets bei 4°C mit 5 pl (= 50 pl) FITC-konjugiertem
Ziege-anti-Maus-Immunglobulin (Dako, Hamburg, Deutschland) fur die Patientenstudie, bzw. FITC-
gelabelten anti-TFPI-1 fUr die in vitro Untersuchungen. Als Verhdltnis von FITC zu TF-AK wurde 2,5
bis 3 gewdhit (Neumann et al., 1997). Hieran schlof3 sich vor der durchflul3zytometrischen Analyse
unter Verwendung des Facs-Gerdtes FACS Calibur (Becton-Dickinson, Mountain View, USA) die Lyse
der Erythrozyten mittels 500 ml einer in einem Verhdtnis von 1:25 mit PBS verdinnten auf 37°C
erwarmten Lysereagenz (Coulter, Miami, USA) mit nachfolgender Zugabe von 125 ml einer
Fixierlosung (Coulter, Miami, USA) nach Ablauf von exakt 70 Sekunden, um eine Beeintréchtigung der
Leukozyten zu vermeiden. Nach einem letzten Waschschritt mit PBS-Puffer und anschlief3ender
Zentrifugation bei 1600 Upm fir 10 Minuten bei 4°C konnte schliefdlich die Fixierung der Zellen mit
200 pl einer 1%-igen Paraformaldehyd-(PFA-) Losung erfolgen. Die Fluoreszenzintensitét von 5000
Zellen der as ,CD14+" identifizierten Monocytenpopulation wurde aufgezeichnet, in Form von , List
mode files* gespeichert und mit Hilfe der Cell Quest Software ausgewertet. Die Reproduzierbarkeit
konnte durch die Kalibration mit einer Mischung aus fluoreszeierenden, einheitlich groRen CaiBRITE

sichergestellt werden.

4.2.2. Ribonukleinsaure- (RNA)-Isolierung

Die Gesamt-RNA wurde anhand eines Fertig-Kits zur Separation der RNA aus Vollblut (RNeasy Blood
Mini Kit, Quiagen, Crawley, U.K.) nach den Anweisungen des Herstellers aus EDTA-antikoaguliertem
Blut extrahiert:

Am Beginn der RNA-Isolierung stand die selektive Lyse der kernlosen und somit aufgrund ihrer
fehlenden Fahigkeit RNA zu synthetisieren fir die Isolierung von RNA irrelvanten Erythrozyten, deren
im Vergleich zu Leukozyten erhohte Anfélligkeit gegentber hypotonen Losungen man sich bel der
Zugabe von initial 25 ml, sowie hierauf 10 ml eines vom Hersteller vorgefertigten Puffers, unterbrochen
von zehnminttiger Zentrifugation bel 1600 Upm, 4°C zur Regeneration intakter Leukozyten zunutze
machte. Hieran schloss sich die Lyse der im Pellet verbleilbenden Leukozyten mittels 3 ml eines —
Mercaptoethanol ~ enthaltenden Puffers  (,RLT*), sowie die anschliefende Aufteilung des

Gesamtvolumens von 3 ml auf finf Saulen von jeweils 600 pul und Homogenisierung des Lysates bei
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Zentrifugation mit einer maximalen Geschwindigkeit von 13000 Upm Uber zwei Minuten unter hoch-
denaturierenden Bedingungen, die durch rasche Inaktivierung von RNasen eine Isolation intakter RNA
gewdhrleisten. Nach Praezipitation und Bindung der RNA durch Zugabe von je 600 ul 70 %-igem
Ethanol pro Saule, drei Waschschritten mit je 700 pl Waschpuffer (,RW 1), bzw. 2 x je 500 ul Puffer
(,RPE") mit zwischenzeitlicher Zentrifugation, sowie Hinzufligen von je 30 pul RNase-freilem Wasser
zum erneuten Ldsen der RNA und abschliefiendem Zentrifugationsschritt bei 10000 Upm, 1 Min., 4°C
zur Eluierung konnte schliefflich die Summe der funf verbleibenden Diluents bis zur weiteren
Verarbeitung mittels der im folgenden erlduterten Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) bel —70°C

weggefroren werden.

4.2.3. Reverse Transkriptase-Polymer asekettenr eaktion (RT-PCR)

Zur Synthese der komplementd&r DNA (cDNA) wurde 1 pg RNA mit 10 U Superscript reverse
transcriptase (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) und 100 ng oligo (dT) primer zusammen
mit dem Puffer des Herstellers, bestehend aus 10 nmol dNTP und 10 mM DTT, bei 42 Grad Celsius fur
50 Minuten inkubiert. Die PCR der cDNA wurde mit 10 U Tag DNA Polymerase (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) gestartet. Pro PCR-Reaktion wurde ein Gesamtansatz von 1 pg von jeder
cDNA und 25 nm des Primers fur TF, TFPI-1, E-Selektin und GAPDH verwendet. Als Positivkontrolle
fur TF und GAPDH diente synthetische RNA CY 101. Die Primer wurden entworfen um Intron-Exon-
Grenzen zu ziehen, und so amplifizierte cDNA von amplifizierter Genom-DNA unterscheiden zu
konnen. Fur E-Selektin wurde fir die Vervielfachung eine cDNA Sequenz, die sich Uber Exon 3 und 4
erstreckt, fir TF eine Sequenz in Exon 4 und 6 und fur TFPI-1 in Exon 8 und 9 ausgewahlt. Um einer
eventuellen Verschleierung etwaiger Auswirkungen auf die Induktion der mRNA durch den
sogenannten ,, Plateau-Effekt”, bei welchem ein ungentigendes Verhdltnis von DNA und Primer zu
einem  Transkriptionsstop  fuhrt, zu verhindern, wurden seridle Verdinnungsreihen mit
unterschiedlichen DNA-Mengen durchgefihrt.
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M olekul Primer-Sequenz PCR-Produkt
TF 5 CTTGTGTAGAGATATAGCCAGG 3 376 bp
5 GGGAACAAAAGTGAATGTGACC 3
TFPI-1 5 CAACTCTGATACAAACGTGTTGA 3 374 bp
5 CTACTACAATTCAGTCATTGGGA 3
GAPDH 5 GTTGTCATGGATGACCTTGGCC 3 350 bp
5 CCACCCATGGCAAATTCCATGG 3
E-Selektin 5 CTTGACAGAAGAAGCCAAG 3 235 bp
5 ACTTGAGTCCACTGAAGGCA 3

Tabelle 5: AS-Sequenz der Primer

Die Bedingungen der PCR wurden fir jedes der vier Molekile optimiert: Dem initiden
Denaturierungsschritt bei 95 Grad Celsius fur 2 Minuten schlossen sich 30 Zyklen einer einminttigen
Denaturierung bei 95 Grad Celsius, gefolgt von 1 Minute Erwarmung bei 60 Grad Celsius und 1 Minute
Extension bei 72 Grad Celsius fur 30 Zyklen in einem Gene Amp 9600 Thermocycler (PE Applied
Biosystems, Waelterstadt, Deutschland) an. Nach dem letzten Zyklus folgte eine letzte Extensionsphase
von 7 Minuten bei 72 Grad Celsius. Die PCR-Produkte wurden auf 6 % Polyacrylamidgels (Novex,
Frankfurt, Deutschland) analysiert, mit 0,001 %-igem Ethidiumbromid geféarbt und photographiert.
Hierauf wurde die Dichte jeder Bande mittels NIH-Image quantifiziert. Durch anféngliche Experimente
stellten wir einen linearen Zusammenhang zwischen cRNA-Konzentration und dem cDNA-Produkt, das
wir durch die densitometrische Analyse abschétzten, sicher. Die TF- bzw. TFPI-1-Dichte des TF- bzw.
TFPI-1-Produktes wurde mit der GAPDH-Intensitét der selben Probe korréliert, wobel dieses Verhéltnis
als Mal3 des spezifischen RNA -Gehaltes diente.

4.2.4. 1 solation mononuklearer Zellen

Die mononukledren Zellen wurden mittels Ficoll-Gradienten-Separation (Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland) nach Schichtung von 25 ml CPDA-antikoaguliertem Blut (Verhdltnis 1.5) auf 25 ml
Ficoll-Pague und anschlieRender Zentrifugation fir 17 Minuten bei 2100 Upm, 20 °C durch Transfer
der (milchigen) Intermediarschicht und mehrmaliges Waschen mit PBS-Puffer isoliert. Die Suspension
mononukledrer Zellen enthielt 35 +/- 10 % Monozyten. Es konnten keine Unterschiede der TFPI-
Oberflachenexpression nach dem Separationsvorgang verglichen mit Vollblutproben, die mit der
M ethode der Durchfluf3zytometrie gemessen wurden, festgestellt werden.
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4.2.5. Messung der Faktor Xa-Bildung

Eine Anzahl von 5x10° Zellen wurde in 100 pl Zéllpuffer (21 mM HEPES, 137 mM NaCl, 5 mM KCl,
0,75 mM Na&HPO,, 55 mM Glucose, 2 mM CaCl,, pH 7,4) resuspendiert und mit 100 pg/mi
polyklonalem anti-TFPI-1 1gG (American Diagnostica), rekombinantem TFPI-1 (bis zu 500 nM,
American Diagnostica, Pfungstadt, Deutschland) oder — zur Inhibition der TFPI-1-Bindungsstellen an
LRP - 100 nM RAP (S.K. Moestrup, Universitdt von Aarhus, Danemark) bei 37 Grad Celsius fur 15
Minuten inkubiert und sodann zum Start der Faktor Xa-Bildung mit Faktor Vlla (5 nM) und Faktor X
(500 nM, American Diagnostica) versehen. Nach 30 Minuten wurden 50 pl-Aliquots entnommen und
die Reaktion durch Zugabe von 150 ul 0,1 M EDTA gestoppt. Nach Zugabe von 50 pl Spektrozym Xa
wurde die Faktor XaBildung bei 405 nm photometrisch gemessen. Regulierter TF wurde as Verhdtnis
der (Faktor XaErzeugung mit TFPI-1 AK — Faktor XaBildung ohne TFPI-1 AK)/Faktor Xa-Bildung
mit TFPI-1 AK definiert.

4.2.6. Isolierung Triton X 114-unléslicher M embranfraktionen

Zur enzymatischen Spaltung GPI-verankerter Proteine wurde eine Suspension aus 6 x 10° Zellen/ml und
Zelpuffer mit 1 U/ml Phophatidylinositol-spezifischer Phospholipase C (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) fir 60 Minuten bei 37 Grad Celsius inkubiert. Die Zellen wurden einmal mit
HBS-Puffer (100 mM Tris, 10 mM EDTA, 2000 U/ml Aprotinin und 100 uM PMSF) gewaschen und
teilweise fur die DurchfluRzytometrie wie oben beschrieben geféarbt. Fir die Triton X-114
Fraktionierung wurden die verbleibenden Zelpellets durch 15-minitige Inkubation auf Eis unter
zwischenzeitlichem mehrmaligen Mischen mit 1 ml 1 % Triton X-114 in 0,1 M Tris, 10 mM EDTA,
2000 U/ml Aprotinin  und 100 pM PMSF lysiert. Zelldebris wurde mit Hilfe eines
Zentrifugationsschrittes bei 14000 Upm bel 4 Grad Celsius beseitigt. Hierauf wurde durch funfminttige
Inkubation des geklarten Lysats bel 37 Grad Celsius, mit nachfolgender kurzer Zentrifugation bel
14000g zur Trennung der detergenten und wassrigen Phase, die Phasenseparation eingeleitet. Das
detergente Pellet wurde mit dem 10-fachen Volumen von Azeton herausgelost, was zu einer
Prézipitation des gelésten Proteins, welches in nicht-reduzierendem SDS- (Sodium-Dodeacyl-Sulfat)
Puffer resuspendiert und zu einer Konzentration von 1 mg/ml gelést wurde, flhrte. Extrahierte Proteine
eines Aquivalents von 5 x 10° Zellen wurden pro Bahn fiir die Separation mit Sodium Dodeacyl Sulfat-
Polyacryl Amid Gel Elektrophorese (SDS-PAGE) und Western-Blot unter Verwendung von
polyklonalem anti-TFPI-1 AK geladen.



4.2.7. Proteinanalyse mittels Western Blot

Der Separation einer konstanten Menge von 5 pg Protein auf einem Gel mit 8 — 16 %-iger Steigung
folgte der Transfer auf Immobilon P (Millipore Corp., Bedford, USA) unter Verwendung eines
halbtrockenen Transfersystems (Sevinsky et a., 96). Die ldentifizierung von TFPI-1 gelang mittels
eines polyklonalen Kaninchen-anti-TFPI-IgG, ein gebundener Erstantikdrper, mit einem geeigneten
M eerrettich-Peroxidase-konjugierten  Esel-anti-Kaninchen-Zweitantikbrper  (1:1000), der mittels
chemilumeszeierenden Reagentien auf einem Rontgenfilm dokumentiert wurde. Die Quantifizierung

stutzte sich auf die densitometrische Analyse mit NIH-Image.

4.2.8. Messung der Prothrombinfragmente F.,

Zur in-vitro-Bestimmung der bei der Umwandlung von Prothrombin zum aktiven Thrombin frei
werdenden Prothrombinfragmente Fi., wurde ein Enzymimmunoassay nach dem Sandwich-Prinzip
verwendet (Enzygnost F1., micro, Fa. Behring, Marburg, Deutschland). Zu Beginn erfolgte die Bindung
des in der Probe vorhandenen Fi.,-Antigens an die Fi.o-Antikdrper durch 15-minttige Inkubation der
mit  Kaninchen-Antikérpern  gegen  humanes  Prothrombinfragment  Fi.,  beschichteten
Mikrotitrationsplatten, die in einem vorbereitenden Schritt mit je 50 yl einer Tween-haltigen Tris-
Pufferlosung versehen worden waren, mit je 50 pl einer im Verhdtnis von 1.9 mit NaCitrat
antikoagulierten Plasmaprobe, bzw. vier Standardproben mit 0,04, 0,2, 2, 10 nmol/l Fi., und einer
Positivkontrolle von definierter Fi.-Konzentration bei 37 Grad Celsius. An einen zweimaligen
Waschvorgang mit je ca. 0,3 ml einer Tween-haltigen Phosphat-Pufferlésung schloss sich die Bindung
peroxidase-konjugierter Antikdrper gegen Human-Prothrombin an die freilen Fy.,-Determinanten durch
Zugabe von je 100 pl ener Konjugatlosung aus Konjugatpuffer (Tween-haltiger Tris-Puffer,
Rinderserumalbumin) und Anti-Prothrombin/POD-Konjugat (peroxidasekonjugiertes Kaninchen-Anti-
Human-Prothrombin) eine zweite Inkubationsphase von 15 Minuten bei 37 Grad Celsius. Uberschiissige
Enzym-konjugierte Antikorper wurden mittels erneutem dreimaligen Waschen entfernt und hierauf 100
pl - einer frisch angesetzten Chromogen (o-Phenylendiamin-dihydrochlorid) -  Puffer/Substrat
(Wasserstoffperoxid 0,3 g/l in Citrat-Pufferlosung) - Losung, hinzugeftigt und fir 15 Minuten bei 20-25
Grad Celsius unter Lichtschutz inkubiert. Durch Zusatz von 100 pl 0,5 N Schwefelséaure wurde die
enzymatische Umsetzung von Wasserstoffperoxid und Chromogen unterbrochen, woraufhin die der
F1.-Konzentration proportionale Farbintensitét bei einer Wellenldange von 492 nm photometrisch
bestimmt wurde. Eine aus den Extinktionsmittelwerten der Standards, die einen Konzentrationsbereich
von 0,04 bis 10 nmol/l abdeckten, berechnete doppel-logarithmische Bezugskurve ermdglichte die

unmittelbare Ablesung der Fy.,-Konzentrationen.
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Sonstige Methoden: Zellz&hlungen wurden mit einem Sysmex Counter (Digitana, Hamburg,
Deutschland) vollzogen. Die Serumkonzentrationen der Creatinkinase wurden im Labor fir Klinische
Chemie des Deutschen Herzzentrums bestimmt. Es konnte keinerlei Endotoxin-Kontamination der
Leukozyten-Suspension oder der Puffer festgestellt werden (E-toxate, Sigma, Deisenhofen,
Deutschland).

4.3. Statistische Auswertung

Unterschiede zwischen mehr as zwei verbundenen Stichproben wurden zunéchst mit dem Friedmann-
Test, hierauf mittels Wilcoxons matched pairs signed-ranks Test Uberprift. Unterschiede zwischen
Studien- und Kontrollgruppe je nach Eignung mit dem Mann-Whitney-Wilcoxon-Rangsummen- oder
dem Fishers Exakt Test ermittelt, die Normalverteilung wurde anhand des Kolmogorov Smirnov Tests
aufgezeigt. Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte +/- Standardabweichung dar. Eine mdgliche
Korrelation zwischen einzelnen Parametern wurde mit linearer Regressionsanalyse untersucht. Ein Wert

von p < 0,05 im zweiseitigen Test wurde ds signifikant gewertet.

5. Ergebnisse

5.1. Demogr aphische/Angiogr aphische Daten der Studienpatienten

Studien- und Kontrollgruppe waren sowohl beziglich ihrer demographischen (Alter, Geschlecht,
Risikofaktoren), als auch der angiographischen Daten (Art/Anzahl des(r) betroffenen Gefél3e(s))
vergleichbar. Bei sdmtlichen Patienten konnte nach erfolgreicher Gefél3rekanalisation und
Stentimplantation eine Reduktion des prozentualen Stenosegrades auf unter 15 % erreicht und somit ein
Koronarfluld vom Grad TIMI 3 wiederhergestellt werden, wobei sich die Dauer vom Beginn der
Symptomatik bis zum Start der Intervention Gber einen Zeitraum von 0,5 bis 8 Stunden erstreckte. Der
durchschnittliche Wert der maximalen CK-Erhéhung lag bel 1325 U/I bei einer Schwankungsbreite von
230 —-5962 U/I.

Keiner der Patienten erlitt einen Reinfarkt oder starb wahrend des stationaren Aufenthaltes.
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Patienten Kontrollen
Geschlecht (M/W) 29/11 15/5
Alter 61,8 (36-87) 63,7 (31-79)
Risikofaktoren: ¢ Nikotinabusus 23 (56 %) 10 (50 %)
o Hyperlipidamie 30 (75 %) 15 (75 %)
o Art. Hypertonie 33(83%) 14 (70 %)
« Diabetes mellitus 10 (25 %) 5(25%)
Betroffene GefaRe: e LAD 16 (40 %) 8 (40 %)
e LCX 17 (43 %) 7 (35 %)
« RCA 7 (18 %) 5 (30 %)
CK max (UN) 1325 (230-5962) < 80
Anzahl der betr. GefaRe: » 1-GE 18 (45 %) 5 (25 %)
« 2-GE 14 (35 %) 8 (40 %)
« 3-GE 8 (20 %) 6 (30 %)
Kardiale Vorgeschichte: « Ml 4 (10 %) 10 (50 %)
s PTCA 3(8%) 1(5%)

Tabelle 6: Demographische Basisdaten der beiden Studiengruppen
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5.2. Transkriptionsrate und Oberflachenexpression von Tissue Factor und
Tissue Factor Pathway I nhibitor-1 auf zirkulierenden M onozyten

96 Stunden nach direktem Stenting konnte bezogen auf die Werte vor Intervention ein signifikanter
Anstieg der TF-Oberflachen—Expression (Abbildung 8) beobachtet werden (* P = 0,02 bezogen auf die
Werte unmittelbar nach Intervention; + P = 0,02 verglichen mit den Patienten mit stabiler Angina
Pectoris Symptomatik), dem ene signifikante Erhdhung (P = 0,009) der TF-RNA-Expression auf
zirkulierenden Leukozyten 48 Stunden nach Intervention vorausgegangen war (* p < 0,01 bezogen auf
die unmittelbar nach Intervention gemessenen Werte; + P = 0,001 verglichen mit den Patienten, die sich
einem elektiven Stenting unterzogen), wahrend hingegen unmittelbar nach Stentimplantation keine TF-
MRNA nachgewiesen wurde (Abbildung 10). Im Gegensatz dazu folgte auf den elektiven Eingriff weder
eine vermehrte TF-Oberflachenexpression auf Monozyten noch eine erhthte zelluldre TF-mRNA-
Expression auf zirkulierenden Leukozyten (Abbildung 8/10).

Abbildung 9 zeigt ein représentatives Histogramm eines Infarktpatienten unmittelbar, sowie 96 Stunden
nach Intervention, Abbildung 11 die TF-RT-PCR-Produkte eines Patienten mit akutem Myokardinfarkt.
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Abbildung 8: Zeitlicher Verlauf der TF-Expression auf Monozyten
bel Infarktpatienten nach Stentimplantation ( ®) bzw. nach el ektivem
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Abbildung 9: Reprasentatives Histogramm eines Infarktpatienten
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Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf der TF-RNA-Expression auf
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Die TFPI-1-Expression auf zirkulierenden Monozyten der Infarktpatienten blieb wéahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums unverandert und bewegte sich etwa in der Grofenordnung der TFPI-1-
Oberflachenexpression nach elektivem Stenting (Abbildung 12). Ebenso konnten weder im zeitlichen
Verlauf innerhalb einer Gruppe noch im Vergleich beider Patientenkollektive signifikante
Veranderungen der TFPI-1 mRNA-Expression auf zirkulierenden Leukozyten mittels RT-PCR
aufgezeigt werden (Abbildung 14). Die Gesamt-TFPI-1-Plasmakonzentrationen der Infarktpatienten
lagen unmittelbar nach Intervention bei 192,8 +/- 22,7 ng/ml und fielen innerhalb des Zeitraums bis 96
Stunden nach Intervention auf 27,6 +/- 3,5 ng/ml (p < 0,001), was in etwa den Ergebnissen der
Kontrollgruppe gleichkommt, ab.

Abbildungen 13 und 15 zeigen ein reprasentatives Histogramm 0 und 96 Stunden nach akutem Stenting,
bzw. die TFPI-1-RT-PCR-Produkte eines Infarktpatienten.

E-Selektin-RNA konnte 96 Stunden nach Intervention auf zirkulierenden Zellen nicht nachgewiesen

werden.
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Abbildung 12: Zeitlicher Verlauf der TFPI-Expression auf
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5.3. Funktionelle Konsequenzen der TF- und TFPI-1-Expression

Gereinigte, isolierte mononukledére Zellen von Infarktpatienten mit erhéhter TF-Oberfléchenexpression
produzierten — verglichen mit der Kontrollgruppe, in welcher lediglich geringe Konzentrationen von
Faktor Xa gemessen wurden, - nach Zugabe von Faktor Vlla und Faktor X signifikante Mengen
aktivierten Faktors Xa; + P = 0,04 gegentiber Patienten mit stabiler Angina Pectoris (Abbildung 16).

Die TF-Aktivitdt der Infarktpatienten, ausgedriickt durch die Faktor XaBildung, stieg in Gegenwart
inhibitorischen TFPI-1-Antikorpers sogar noch weiter an (Abbildung 16), wahrend hingegen sich nach
elektivem Stenting, verglichen mit den Werten ohne Zugabe von anti-TFPI-1-AK, keine signifikante
Veranderung der Faktor Xa-Bildung fand; * P = 0,001 verglichen mit den Werten ohne Zugabe von
anti-TFPI-1-AK. Im unmittelbaren Vergleich der mononukledren Faktor XaBildung mit und ohne
Zugabe von blockierendem anti-TFPI-AK konnten wir fur den durch TFPI-1 regulierten TF einen
Prozentsatz von 53,6 +/- 9 % ermitteln.

Dal’ dieser Anstieg der TF-Aktivitét spezifisch auf die Anwesenheit des TFPI-1-AK zurlickzufUhren ist,
zeigt die fehlende Zunahme der TF-Aktivitét nach Zugabe von Kaninchen IgG.

stabile Angina Akuter
Pectoris Myokar dindinfarkt
0.3 - *
0.3 -
0.2 -
Faktor Xa-
0.2 +
Bildung
0.1 -
0.1 -
0.0 -
0
- + - +
anti-TFPI-1-AK

Abbildung 16: TFPI-1-induzierte Hemmung der Funktion von Tissue Factor 96 Stunden post interventionem bel
Infarktpatienten versus Patienten mit stabiler AP aufgezeigt anhand der Faktor Xa-Bildung durch mononukleére Zellen nach
Initiierung der Kaskade durch Hinzufligen von Faktor VIla und X mit und ohne Zugabe inhibierender anti-TFPI-1-AK.



Als funktionelles Korrelat in vivo wurde 24 Stunden nach Intervention bel den Infarktpatienten eine
signifikant (P = 0,0001) erhdhte Bildung der bei der Konversion von Prothrombin zu Thrombin frei
werdenden und somit als sensitive und spezifische Marker der systemischen Thrombinbildung
einsetzbaren Prothrombinfragmente Fi., um 61 +/- 13 % beobachtet, die 96 Stunden nach
Stentimplantation um maximal bis zu 103 +/- 17 % anstieg; * p < 0,03 bezogen auf die unmittelbar nach
Stenting ermittelten Werte, + p < 0,04 verglichen mit den Kontrollpatienten (Abbildung 17).

Die Kontrollgruppe zeigte im Gegensatz hierzu keinerlei wesentliche Veranderungen ihrer Fiip-

K onzentrationen, sondern rangierte weiterhin im Normbereich (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Verlauf der Prothrombinfragment Fy.,-Plasmakonzentrationen bei |nfarktpatienten (®) bzw. Patienten
mit stabiler Angina Pectoris (O).
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Keine der beiden Patientengruppen reagierte nach Blockade von TFPI-1-Bindungsstellen mittels des
LRP-Inhibitors RAP (0,38 +/- 0,05 OD ohne und 0,36 +/- 0,04 OD mit 100 nM RAP; n = 5) bzw. nach
exogener Zugabe von bis zu 10 nmol/l rekombinanten TFPI-1s mit einer verminderten Faktor Xa-
Produktion. Lediglich in einem Konzentrationsbereich von TFPI-Lieombinat = 25 nmol/l konnte ein
signifikanter Abfall der Faktor XaBildung beobachtet werden; * p < 0,008 bezogen auf die
Kontrollwerte ohne rekombinanten TFPI-1 (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Auswirkungen ansteigender Konzentrationen rekombinanten TFPI-1s auf die monozytére TF-Aktivitét von
Infarktpatienten (n = 12) 96 Stunden nach Gefé3rekanalisation. Die Faktor Xa-Bildung durch mononukledre Zellen wurde
nach Zugabe von Faktor VIla und Faktor X mit und ohne rekombinantem TFPI-1 gemessen.
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5.4. Tissue Factor Pathway-1-Verankerung auf M onozyten

Um zwischen GPl-verankerten und nicht-GPI-verankerten TFPI-1-Bindungsstellen unterscheiden zu
konnen, wurden die mononukledren Zellen zur Freisetzung GPl-verankerter Proteine mit
Phophatidylinositol-spezifischer Phospholipase C versetzt. Diese vermochte — wie sowohl die
durchfluf3zytometrische Messung (Abbildung 19 A), as auch die Proteinanayse mittels Western
Blotting (Abbildung 19 B) eindrucksvoll veranschaulicht - endogenen TFPI-1, dessen durchschnittliche
Immunfluoreszenzintensitét signifikant (P = 0,03, n = 4) von 186 +/- 39 auf 111 +/- 26 abfiel, effizient

freizusetzen. Die mittlere Fluoreszenzintensitét des Kontroll-Antikorpers lag bel 10 +/- 2.
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Abbildung 19: Effekt einer Inkubation von Monozyten mit Phospholipase C auf membrangebundenen TFPI -1 auf M onozyten,
wobel einmal die Oberflachenexpression von TFPI mittels Durchflu3zytometrie (A) zum anderen Triton X 100-16slicher,
membranassoziierter TFPI-1 anhand eines Western Blots (B) mit anti-TFPI-1-AK ermittelt wurde.
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6. Diskussion

6.1. Tissue Factor und prokoagulatorische Aktivitat von Monozyten im akuten
Myokardinfarkt

Vorliegende Studie konnte als Ursache der erhthten prokoagulatorischen Aktivitée (PCA) von
zirkulierenden Monozyten nach Stentimplantation im akuten Myokardinfarkt den Anstieg der
monozytaren TF-Transkriptionsrate sowie der nachfolgenden TF-Oberflachenexpression auf Monozyten
zeigen. Die funktionelle Relevanz dieser gesteigerten PCA in vitro wird durch eine erhéhte Faktor Vila
abhéangige Faktor XaBildung verifiziert, und korreliert in vivo mit erhdhten Plasmakonzentrationen der
Prothrombinfragmente Fi., als Ausdruck einer vermehrten, zu postinterventionellen thrombotischen
Ereignissen beitragenden Thrombinbildung.

Angesichts der wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes nach Intervention konstanten TF-
Expression durch Monozyten in der Kontrollgruppe, die sich bel einer chronisch stabilen Angina
pectoris-Symptomatik einem elektiven Eingriff unterzog, konnen wir den invasiven Eingriff der
Gefal¥revaskularisation bzw. der Stentimplantation an sich as verursachendes Agens dieses Phanomens
ausschlief3en. Bereits frihere Studien hatten eine Vielzahl von nach akutem Herzinfarkt freigesetzten
Entzindungsmediatoren, wie IL-6, IL-8, Monozyten-Chemoattractant-Protein-1 (MCP-1), oder Tumor
Nekrose Faktor-a (TNF-a) as starke Stimuli fir eine vermehrte TF-Expression auf Monozyten
beschrieben (Neumann et a., 97; Mackman et a., 97; Camerer et a., 99), doch war bislang die TF-
Expression auf Monoztyen hauptsachlich mit deren Schlisselrolle bei der Entstehung der
V erbrauchskoagulopathie im Rahmen eines septischen Geschehens (Asada et a., 98) in Verbindung

gebracht, deren Verlauf nach akutem Myokardinfarkt jedoch bisher nicht explizit untersucht worden.

6.2. Partielle Hemmung der Tissue Factor-Aktivitat durch Tissue Factor Pathway
Inhibitor-1

Verglichen mit vorhergehenden Studien, die TFPI-1 as potenten Inhibitor der TF-Aktivitét auf
kultivierten Endothelzellen identifizierten (Sevinsky et a., 96; Lupu et a., 97; Ott et a., 2000), konnte
mit dieser Arbeit erstmals nachgewiesen werden, dass dieser Mechanismus auch auf Monozyten von
Herzinfarktpatienten von pathophysiologischer Bedeutung und klinischer Relevanz ist. In einer erst
kirzlich veroffentlichten Untersuchung wurde die Formierung eines Vierfach-Komplexes von GPI-
verankertem TFPI-1 mit TF, Faktor Vlla und Faktor Xa, sowie dessen nachfolgende Translokation in
Caveolae als Hauptmechanismus der TFPI-1-vermitttelten TF-Inhibition auf Endothelzellen beschrieben
(Ott et a., 2000). Die im Rahmen dieser Studie aufgezeigte Regulation des TF auf Monozyten durch
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TFPI-1 offenbart, da3 dieser Mechanismus auch for Monozyten zutrifft und eine entscheidende
Bedeutung in vivo einnimmt:

Die in Abbildung 19 demonstrierte Entfernung TFPI-1s von der Monozytenoberflache nach
Phospholipase C-Applikation spricht fir eine GPI-Verankerung grol3er Mengen TFPI-1s, wobel die
mangelnde Fahigkeit exogen zugefuhrten rekombinanten TFPI-1s, die Aktivitét von TF noch welter
herabzusetzen jedoch ene spezifische, bei Verabreichung von rekombinantem TFPI-1 im
Konzentrationsbereich von zirkulierendem TFPI-1 nicht gewahrleistete Oberflachenbindung impliziert.
Diese Erkenntnis untermauert somit zum einen zusétzlich die zentrale Bedeutung der GPI-V erankerung
von TFPI-1, zum anderen die ausreichende Effizienz konstitutiven TFPI-1s auf Monozyten fur eine
suffiziente TF-Inhibition. Weiterhin gilt es zu bedenken, dass die Uberwiegende Mehrheit des im Plasma
befindlichen TFPI-1 an Lipoproteine gebunden ist und keine antikoagul atori sche Funktion besitzt.

Da lediglich ein geringer Teil des endogenen TFPI-1 Antigens bzw. der endogenen TFPI-1-Aktivitét auf
der Oberfliche von Monozyten gebunden ist, exogen zugefuhrter TFPI-1 dagegen multiple
Bindungsstellen auf der Oberflache von Zellen, wie z.B. Heparansulfatproteoglykanen (Narita et al.,
95), Glypikanen (Mast et a., 97), Syndekan 4 (Kojima et a., 96) oder LRP (Warshawsky et al., 94 und
96) besitzt, hatten wir Uberdies andere mogliche Mechanismen der TFPI-1-vermittelten TF-Hemmung
auszuschlief3en:

So lield die Zugabe des 39 kDa schweren, die Bindung samtlicher Liganden an LRP verhindernden
Rezeptor assoziierten Proteins (RAP) die TF-Aktivitét unserer Patienten mit AMI unberthrt, und scheint
somit - zumindest fir eine Antagonisierung prokoagulatorischer Reaktionen im Rahmen des akuten
Infarktgeschehens - nicht von pathophysiologischer Relevanz zu sein. Zudem galt es eine potentielle
Bindung von TFPI-1 an Heparansulfat-Proteoglykane ndher zu untersuchen: Wie bereits vormals
beschrieben (Narita et a., 95) erhohte die in vivo Infusion von Heparin auch bel unseren Patienten, die
durchwegs periinterventionell Heparin erhalten hatten, die Plasmakonzentrationen zirkulierenden TFPI-
1s durch dessen Freisetzung aus Heparansulfaten, oder anderen Glykosaminoglykanen des Endothels
(Broze et al., 95), wahrend hingegen oberflachenassoziierter monozytérer TFPI-1 keinerlel Veranderung
(Abbildung 18) erfuhr, so dass wir in Ubereinstimmung mit unseren in vitro Daten zur Freisetzung von
wesentlichen Teilen TFPI-1s durch Phospholipase C zu dem Schlul3 kamen, dass der Beitrag
monozytéaren, an Glykosamine gebundenen TFPI-1s an der Erh6éhung der TFPI-1-
Plasmakonzentrationen nach Heparin-Infusion vernachlassigbar ist, sondern oberfléchenassoziierter

TFPI-1 vielmehr gréfitenteils GPI-verankerten TFPI-1 reprasentiert.
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Abbildung 20: Durchfluf3zytometrische Analyse der Auswirkungen einer in vitro Inkubation mittels Ficoll -
Gradienten-Separation isolierter mononukledrer Zellen gesunder Probanden mit steigenden
Heparinkonzentrationen auf die TFPI-EXpressionwonozyten

Diese Erkenntnisse lassen auf die Formierung eines Komplexes aus TF-Faktor Vlla-Faktor XaTFPI as
zentralen Mechanismus der TFPI-1-abhéngigen monozytdren TF-Inhibition bei Patienten nach akutem
Myokardinfarkt schlief3en. Auf Endothelzellen basiert dieser Vorgang auf einer Translokation, in
sogenannte ,, Caveolag”, detergenz-unldsliche Membranmikrodoméanen (Sevinsky et a., 96; Lupu et al.,
97; Ott et a., 2000). Sowohl fur diese Translokation (Mulder et al., 96, Sevinsky et a., 96; Lupu et al.,
97) as auch fur die Wiederherstellung der TF-Hemmung ist die GPI-Verankerung hinreichend (Lupu et
a., 97; Ott et al., 2000). Auf Monozyten ist der oberflachengebundene TFPI ebenfalls in unldslichen
Membrandoménen lokalisiert, die angesichts einer fehlenden Caveolin-Expression durch Monozyten
vermutlich von sogenannten , rafts‘ gebildet werden (Brown et al., 98), was mit unserer Annahme der
GPI-Verankerung der Uberwiegenden Mehrheit von endogenem TFPI-1 konform geht, da GPI-
verankerte Proteine in rafts aufgeteilt werden (Brown et a., 98). Hieraus folgt der Schlul3, dass auf
Monozyten die TFPI-abhéngige TF-Inhibition mittels GPI-verankertem TFPI-1 in rafts vonstatten geht.

Wahrend glatte Muskelzellen und Endothelzellen nachweislich auf Stimulation durch Serum- und
Wachstumsfaktoren hin mit einer vermehrten TFPI-Expression reagieren (Ameri et a., 92; Pendurthi et
a., 99; Caplice et a., 98), wurden beziglich dessen Regulation durch Entztindungsmediatoren auf
Monozyten, die TFPI-1 konstitutiv exprimieren, unterschiedliche Antworten beschrieben (McGee, 94;
van der Logt, 94): Unter den vorliegenden Studienbedingungen konnte inflammatorischen Mediatoren
keine entscheidende Beteiligung an der Regulation von TFPI-1 auf Monozyten beigemessen werden. Im
Gegensatz zum Verhadten des TF wies TFPI-1 wdahrend der Reperfusionsphase nach akutem
Myokardinfarkt keine signifikant erhthte Expression auf der Oberflache von Monozyten auf, was
alerdings lediglich gegen eine TFPI-1-Induktion auf zirkulierenden Monozyten nach AMI, nicht jedoch
gegen eine generelle TFPI-Induktion auf Monozyten spricht, zumal die konstitutive monozytére TFPI-1-
Expression fur eine effektive Herabsetzung einer nach AMI induzierten vermehrten TF-Aktivitét

ausreichend ist.
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6.3. Zusammenfassung der Studiener gebnisse

1. Die TF-Expression auf Monozyten ist bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt erhéht und

besitzt funktionelle Aktivitat und ist assoziiert mit einer erhéhten Thrombinbildung.

2. Oberflachengebundener TFPI-1 stellt einen bedeutenden Inhibitor der TF-Aktivitéat auf

Monozyten in vivo dar.

3. Die Hemmung der TF-Aktivitét auf Monozyten wird durch GPI -verankerten, nicht jedoch durch
exogen in Konzentrationen der GrofRenordnung von zirkulierendem TFPI zugeftihrten rekombinanten
TFPI-1 vermittelt.

4. Die Hemmung der TF-Aktivitét durch oberfléchengebundenen TFPI-1 inhibiert den
prokoagulatorischen Effekt einer erhdhten monozytéren TF-Expression nach akutem
Myokardinfarkt.

6.4. Studienbeschr ankungen

Um den im Rahmen von Untersuchungen zur Funktion von Monozyten immer wieder gedul3erten
Bedenken zu interferierender Storfaktoren wéhrend und nach der Blutentnahme, sowie bel der
Probenverarbeitung entgegenzuwirken, hielten wir sowohl die Zeit zwischen Gewinnung und
Verarbeitung, als auch sémtliche methodischen Variablen bei alen Proben konstant. Zudem wurde zur
Vermeidung eventueller Auswirkungen ex vivo auf die Monozytenfunktion routinemalg eine
Endotoxinkontamination ausgeschlossen. Um der Tatsache Rechnung zu tragen, dass Lymphozyten
keine prokoagulatorische Aktivitdt exprimieren, verarbeiteten wir zu deren Bestimmung eine
Préparation aus mononukledren Zellen.

Da die Anzahl der zur Verfigung stehenden Zellen pro Patient begrenzt ist, verwendeten wir zur
Isolierung der RNA-Expression durch Monozyten die semiquantitative RT-PCR und sorgten hierbel
mittels densitometrischer Messung fur eine linearen Korrelation zwischen RNA-Konzentration und dem
erhatenen Komplementér-DNA-Produkt. Obgleich trotz aler Bemuhungen nicht auszuschlief3en ist,
dass minimale Schwankungen der TFPI-1-RNA-Expression dem Nachweis der semiquantitativen
Methode entging, hatte sich dieses Verfahren bei der sensitiven Aufdeckung von Veranderungen der
TF-RNA-Expression vom ganzlich fehlenden Signal bei Aufnahme bzw. in der Kontrollgruppe bis zum
deutlichen Anstieg nach 96 Stunden bewahrt.
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Um sicherzustellen, dass der beobachtete Anstieg der TF-mRNA auf zirkulierenden Leukozyten nicht
auf einzelne aktivierte Endothelzellen zurtckzufihren ist, flhrten wir eine Messung E-Selektin-
Expression durch, die 96 Stunden nach Intervention keine E-Selektin-mRNA-Expression auf
zirkulierenden Zellen ergab, so dass die erhthte TF-mRNA-Expression wohl die Monozytenaktivierung

widerspiegelt.

6.5. Therapeutische Bedeutung der Studienresultate

Nach akutem Herzinfarkt auftretende systemische prokoagulatorische Reaktionen limitieren den Erfolg
thrombolytischer Therapien und begiinstigen das erhdhte Risiko fur einen Reinfarkt oder fur die
Entstehung thrombotischer Ereignisse. Vorliegender Studie gelang es, Daten zur pathophysiologischen
Bedeutung einer vermehrten TF-Expression von Monozyten in reperfundiertem Infarktareal, die
moglicherweise den Vortell einer zeitigen Reperfusion schmélern, zu prasentieren die molekularen
Mechanismen einer erhohten Aktivitdt des TF auf Monozyten, sowie deren Regulation nach
Stentimplantation im akuten Myokardinfarkt zu identifizieren. Wir konnten eine erhohte Aktivitét des
monozytaren TF aufzeigen, die lediglich zu einem Teil durch GPI-verankerten TFPI-1 auf Monozyten
gehemmt wird, so dass folglich teilweise schon in experimenteller Erprobung befindliche Methoden
einer Inhibition einer monozytaren TF-mRNA-Expression durch IL-4, IL-10, Retinolsaure, oder
Pentoxyphyllin (Bajg et a., 97), oder aber auch eine spezifische Blockierung der TF-Aktivitat im
Myokardinfarkt z.B. mittels rekombinantem inaktiven Faktor VIla oder durch Verabreichung
spezifischer Antikorper, ein Konzept, das unter in vitro Bedingungen bereits im Rahmen des septischen
Schockgeschehens mit einer Reduktion von Morbiditdt und Mortalitét erfolgreich praktiziert wurde
(Taylor et a., 91; Camerotaet d., 98), Teilerfolge bringen kénnte.

Zudem konnten wir mit dem Nachweis der GPI-Verankerung des endogenen TF-Inhibitors TFPI as
obligate Voraussetzung fur eine effektive Entfaltung seiner Fahigkeit, die TF-Aktivitdt durch
Translokation mit nachfolgender Inaktivierung eines TF-Faktor Vlla-Faktor Xa TFPI-1-Komplexes in
,rafts* reversibel herabzusetzen und somit die Ausdehnung einer lokalen Thrombinbildung auf der
Oberflache der Monozyten zu begrenzen, einen Beitrag auf dem Weg zur Entwicklung weiterer
kinftiger Therapieansatze zur Verringerung von mit Gefél3verletzung und akutem Koronarsyndrom
assoziierten thrombotischen K omplikationen leisten.

Diese konnten auf einer Unterstiitzung der TFPI-1-vermittelten TF-Inhibition, unter Umstanden mittels
exogener Zugabe rekombinanten TFPI-1s, der alerdings — wie unsere Ergebnisse nahelegen — fur eine

effiziente Hemmung des TF einer GPI-V erankerung bedarf, basieren.
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7. Zusammenfassung

Nach Myokardinfarkt besteht ein hohes Risiko thrombotischer Komplikationen, wie Re-Verschluss
eines primér erfolgreich rekanalisierten Infarktgeféles, Bildung von Ventrikelthromben und peripher-
vendse Thrombosen mit Gefahr der Lungenembolie.

Vorausgehende Arbeiten konnten nach akutem Myokardinfarkt eine erhohte prokoagulatorische
Aktivitdt von Leukozyten zeigen. Ziel der jetzigen Untersuchungen war es, die Mechanismen der
erhdhten prokagulatorischen Aktivitét von Leukozyten im Myokardinfarkt aufzukléren. Hierzu sollten
die Expression von Tissue Factor (TF) auf Monozyten und dessen funktionelle Aktivitét in vivo, sowie
deren Hemmung durch den physiologischen Antagonisten Tissue Factor Pathway Inhibitor-1 (TFPI-1)
untersucht werden.

Eingeschlossen in die Studie wurden 40 Patienten mit akutem Myokardinfarkt und Revaskularisation
durch Ballonangioplastie mit Stentimplantation, sowie als Kontrollgruppe 20 Patienten mit elektiver
Stentimplantation wegen stabiler Angina pectoris. Bei diesen Patienten wurden unmittelbar nach
Intervention sowie im postinterventionellen  Verlauf serielle  Blutproben entnommen. Die
Oberflachenexpression von TF und TFPI-1 auf Monozyten wurde anhand der Durchflu3zytometrie,
deren mRNA-Expression mittels PCR, die proteolytische Aktivitét von TF mit Hilfe eines Spektrozym
XaAssays anadysiert. Als Indikator systemischer Thrombinbildung wurden die Konzentrationen der
Prothrombinfragmente F1., mit einem Immunoassay ermittelt.

Bel Patienten mit akutem Myokardinfarkt zeigte sich nach Intervention eine erhdhte TF-
Transkriptionsrate, der eine Zunahme der TF-Oberflachenexpression auf zirkulierenden Leukozyten
folgte. Als Hinweis auf eine Bedeutung bei der Thrombinbildung in vivo fand sich konsekutiv eine
gesteigerte Bildung der Thrombinspaltprodukte Fi.,. Die Expression von TFPI-1 auf mRNA- und auf
Proteinebene blieb im Verlauf unverandert. In vitro liefd sich jedoch zeigen, dass die TF-abhangige
monozytare Faktor XaBildung nach Zugabe von TFPI-1-Antikorper ansteigt. Dies belegt eine partielle
Hemmung der TF-Aktivitdt von Monozyten durch zellassoziierten TFPI -1 nach Myokardinfarkt.

Im Gegensatz zu den Patienten mit akutem Myokardinfarkt fanden sich in der Kontrollgruppe weder auf
MRNA- noch auf Proteinebene Veranderungen in der TF-Expression und auch die TFPI-1-Expression
blieb gleich. Die Induktion von TF im Myokardinfarkt kann somit nicht der Katheterintervention
zugeschrieben werden, sonder muss vielmehr as spezifisch infarktbedingt angesehen werden.

Die Studie zeigt, dass die erhohte prokoagulatorische Aktivitédt von Leukozyten nach Myokardinfarkt
auf einer Induktion von TF in Monozyten beruht, die durch konstant exprimierten TFPI-1 nur partiell

gehemmt wird.
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