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1. Einleitung

1.1. Die Koronare Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist eine chronische Erkrankung des Herzens,
die durch Atherosklerose zu einer fortschreitenden GefalReinengung der
Koronararterien und folglich zu einer Minderperfusion des Herzmuskelgewebes
fuhrt [1]. Ursachlich hierfur ist das Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot
und Sauerstoffbedarf.

Die Minderversorgung der Herzmuskelzellen kann in zwei Untergruppen
aufgeteilt werden: Das akute Koronarsyndrom bestehend aus der instabilen
Angina Pectoris (IAP), der Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt (NSTEMI), sowie
der ST-Streckenhebungsinfarkt (STEMI). Die stabile Angina Pectoris (SAP)
hingegen zahlt zu der chronischen Form dieser Erkrankung.

In den Industriestaaten fuhrt die KHK die Rangliste der haufigsten
Todesursachen an. Laut dem Statistischen Bundesamt der Bundesrepublik
Deutschland belegte die chronisch ischamische Herzkrankheit, zu welcher auch
die KHK klassifiziert wird, im Jahre 2015 mit 76.013 Personen abermals den
ersten Platz seit Beginn der statistischen Erhebung im Jahre 1998 auf Grundlage
der ICD-10 Klassifikation [2]. Hiervon erlagen 38.823 Bundesburger und 37.190
Bundesburgerinnen der chronisch ischamischen Herzkrankheit [2]. Dem akuten
Myokardinfarkt erlagen 5,3 % (49.210) [2]. Mit Beginn des funfzigsten
Lebensjahres steigt der Anteil der Burgerinnen und Burger, die der KHK erliegen
rapide an [2]. Die Lebenszeitpravalenz einer KHK fur Manner und Frauen im Alter
von 40-79 Jahren liegt bei ca. 9,3 % [3].

Im Jahr 2017 stieg die Zahl der Todesfalle im Vergleich zum Vorjahr um 2,3 %
an, wobei erneut die Herz-Kreislauf-Erkrankungen den prozentual groften Anteil

ausmachten [4].

Jahrzehntelange Forschungen konnten, trotz dieser eindrucklichen Statistik,
keine endgultige Aussage zur Entstehung und zum Verlauf der KHK treffen. Die
Zielsetzung dieser Doktorarbeit besteht darin, einen weiteren Teilaspekt der
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Pathogenese zu decodieren. Hierflr werden monozytare
Antikdrperkonzentrationen bestimmt, um aufzudecken, ob und inwiefern diese
sich bei dem Formenkreis des akuten Koronarsyndroms und der stabilen Angina
Pectoris unterscheiden und inwiefern diesen eine Rolle bei der Entstehung

zugeschrieben werden kann.

1.2. Die Atherosklerose

Die Atherosklerose, welche zuvor als Hauptursache der KHK beschrieben wurde,
unterliegt einer multikausalen Pathogenese, welche bis dato nicht vollstandig
entschlusselt werden konnte.

Bereits 1815 postulierte Joseph Hodgson in seinem Buch ,A treatise on the
diseases of arteries and veins, containing the pathology and treatment of
aneurisms and wounded arteries®, dass die Atherosklerose auf eine
Entzindungsreaktion zurtuckzufuhren sei [5].

Jean Lobstein pragte 1833 in seinem ,Traité d’anatomie pathologique II“ den
Begriff ,Artériosclerose” erstmals [6].

Dieser Begriff wird haufig synonym zur Atherosklerose verwendet, obzwar die
Genese der Arteriosklerose per Definition zweitrangig ist.

N. Anitschkow wies 1923 darauf hin, dass eine derart komplexe Erkrankung,
entgegen herkdmmlicher Meinung, mit zu vernachlassigender
Wabhrscheinlichkeit auf einen einzigen Faktor als grundlegende Pathogenese
beruhen kann [7].

Die von Ross und Glosmet beschriebene ,Response to Injury Theory® ist nach
aktuellem Stand das gangigste pathophysiologische Erklarungsmodell der
Atherosklerose, welches uber die Jahre hinweg mehrmals von R. Ross passend

zur jeweiligen Studienlage modifiziert wurde und im Folgenden erlautert wird [8].

1.2.1. Response to Injury Theory

Phase 1: Endotheldysfunktion

Der Ausgangspunkt der Atherosklerose basiert auf der Endotheldysfunktion. Die

wohlbekannte Framingham-Studie offenbarte diverse Risikofaktoren fur die

Entstehung der KHK, welche die Endotheldysfunktion konstituieren. Zu jenen
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gehoren Nikotinkonsum, Adipositas, Bluthochdruck, Hypercholesterindmie und
das Lebensalter.

Die chronische Belastung des Endothels fuhrt im Verlauf der Erkrankung zur
Verdickung der Arterienwand und erhoht die Adhasion der Leukozyten, sowie der
Thrombozyten an das Endothel [8].

Dabei werden Low Density Lipoproteine (LDL) in die Gefallintima eingelagert.

Studien belegen, dass freie Radikale zur Lipidperoxidation beitragen [9].

Phase 2: Inflammatorische Phase

In der inflammatorischen Phase induziert oxidiertes LDL die Chemotaxis der
Monozyten, wobei Endothelzellen Adhasionsmolekule exprimieren. Es folgt die

verstarke Einwanderung von Entzindungszellen in die Gefalintima [10].

@

Monozyt
ol A Lumen
Adhasionsmolekile \ Basalmembran Endotholzalion
<= -— ! - =

Makrophage
, 5 .
Intima

Izellen :
- = Glatte Muskelzeller , .

i = e Media

Abbildung 1: Adhéasionsmolekul-assoziierte Einwanderung monozytérer Zellen in die
Gefalintima. Modifiziert nach [10].
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Phase 3: Differenzierung von Schaumzellen

Durch den Einfluss von Zytokinen differenzieren sich die eingewanderten
Monozyten zu Makrophagen und nehmen anhand der Scavenger Receptor an
ihrer Oberflache oxidiertes LDL auf [10]. Dieser Prozess wird als Phase 3
beschrieben.

Bereits 1987 wurde vermutet, dass oxidiertes LDL fur die Entstehung der

Schaumzellen verantwortlich sein konnte [11].

Phase 4: Wanderung der glatten Muskelzellen und Bildung einer Plague

Phase 4 wird durch die Wanderung der glatten Muskelzellen von der Tunica
Media in die Intima auf Grundlage von Stimulationsreizen diverser Zytokine
eingeleitet. Eine tragende Rolle wird platelet-derived growth factor (PDGF) zuteil.
Schaumzellen sezernieren proinflammatorische Mediatoren, welche die glatten
Muskelzellen zur erhdohten Produktion extrazellularer Matrix-Molekule in der
Intima  verleiten. Den Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix
atherosklerotischer Plaques bilden Kollagen, Elastin und Glykosaminoglykane
[10].
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E . ’ Lumen
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Abbildung 2: Initiierung einer fibros-fettigen Plaque: Makrophagen nehmen anhand Scavenger
Rezeptoren oxidiertes-LDL (Ox-LDL) auf und initiieren die Umwandlung zu Schaumzellen. Glatte
Muskelzellen wandern von der Media in die Intima. Schaumzellen sezernieren
proinflammatorische Mediatoren, welche die glatten Muskelzellen zur erhéhten Produktion
extrazellularer Matrix-Molekdle verleiten. Modifiziert nach [10].

Aus den Bestandteilen der extrazellularen Matrix (ECM) wird eine fibrose
Schutzschicht gebildet, die dem thrombogenen Lipidplaque aufsitzt und diesen
vom Blut trennt. Der Plaque besteht aus Debris, Lipiden, sowie Schaumzellen

und fuhrt zunehmend zu einem stenosierenden Plaque [10].
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\
Fibrése Kappe Lumen
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Schaumzelle a : Intima
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Abbildung 3: Reifung der atherosklerotischen Plaque: Ausbildung einer fibrésen Kappe, welche
aus Bestandteilen der extrazelluldaren Matrix wie dem Kollagen und Elastin besteht und der
Lipidplaque aufsitzt. Der Lipidplague besteht unter anderem aus Makrophagen, Debris, Lipiden
und apoptotischen Zellen. Modifiziert nach [10].

Phase 5: Plagueruptur und Thromboembolien

In der letzten Phase besteht zunehmend die Gefahr der Plaqueruptur.
Inflammatorische Zytokine dirigieren die Expression diverser Proteinasen,
welche die Fahigkeit zur Degradierung der extrazellularen Matrixmolekule

besitzen und zur ultimativen Destabilisierung der fibrosen Kappe fuhren [12].

Bereits im Jahre 1982 konnte gezeigt werden, dass komplizierte Lasionen, wie
etwa Plaquerupturen, ein hoheres Risiko fur einen akuten Herzinfarkt oder den

plotzlichen Herztod darstellten als unkomplizierte Lasionen [13].
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Studien konnten zudem belegen, dass der Schulterbereich der Plaques

pradisponierend fur Instabilitaten sowie folgender Thromboembolien ist [14].

Rupturierte Apoptotische
fibrose Kappe Endothelzellen L irTeh
-
T = T-\/I Erosion des
ey 4 Endothels

Lipidplaque Lipidplaque

Intima
Apoptotische Schaumzelle Apoptotische Schaumzelle
@
® - : ° - - | .

== - - — - .y Media

- [ -

Abbildung 4: Thromboembolische Komplikationen: Das linke Schaubild verdeutlicht die Ruptur
der fibrésen Kappe. Hierdurch treten Blutbestandteile mit dem Gewebefaktor in Kontakt und leiten
die Thrombosierung ein. Das rechte Schaubild zeigt hingegen die oberflachliche Erosion des
Endothels, welche vermutlich durch die Endothel-Apoptose eingeleitet wird. Modifiziert nach [10].

Thromboembolien kdnnen auf verschiedene Weisen entstehen: Alte sowie neue
Studien belegen, dass die Plaqueruptur, unabhangig der klinischen Prasentation,
den Hauptgrund fur Koronarthrombosen darstellt [15].

Die zuvor beschriebenen Proteinasen konnen dazu fuhren, dass die fibrose
Schutzkappe rupturiert. Die Ruptur ermdglicht den Blutbestandteilen,
insbesondere den Koagulationsfaktoren, mit dem von den glatten Muskelzellen
und Makrophagen exprimierten Gewebefaktor in Kontakt zu treten. Dieser

Prozess leitet die Thrombosierung ein [10].
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Eine weniger verstandene Form ist die Plaque-Erosion. Typischerweise fehlt das
Endothel an der erodierten Stelle, wodurch die Intima mit ihren glatten
Muskelzellen und Proteoglykanen in Kontakt mit dem Thrombus tritt.

Das Endothel zeigt Zeichen einer intimalen Verdickung mit intakter Media,

wahrend die Media in rupturierten Plaques meist zerstort aufzufinden ist [16].

1.2.2. Klinische Auspragung der KHK

Diverse Atiologien und Ausmafe der Thrombusbildung, GefaRverschliisse und
Ausdehnungen des Infarktareals bergen diverse Kliniken. Hier schlief3t sich der
Kreis sowohl zur initial erlauterten KHK als auch zur Differenzierung zwischen
dem akuten Koronarsyndrom und der stabilen Angina Pectoris. Die
Differenzierung erfolgt anhand klinischer, elektrokardiographischer (EKG), sowie

laborchemischer Parameter [17].

Geringe Wahrscheinlichkeit Hohe Wahrscheinlichkeit

1. Klinische Prasentation ﬁ' \D ﬁ"h ﬂ-‘\ﬂ ﬁ ég
2. EKG A~ A~ A

3. Troponin — -+ —+ 4+
Andere
4. Diagnose Nicht-kardial IAP Erli(r:l;?liﬁlr?g A NSTEMI | [ STEMI

Abbildung 5: Von der klinischen Prasentation bis zur Diagnosefindung. Modifiziert nach [17].

Wie Abbildung 5 verdeutlicht ist eine klinisch geringe Wahrscheinlichkeit, ein
Normalbefund des Elektrokardiogramms sowie des Troponins am ehesten als
nicht-kardiale Erkrankung zu werten. Je hoher die klinische Wahrscheinlichkeit

und das Troponin, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit flr einen vorliegenden
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Herzinfarkt. STEMI und NSTEMI werden, wie der Name vermuten lasst, anhand
der vorhandenen ST-Hebung im 12-Kanal-EKG differenziert.

Die instabile Angina Pectoris ist ein breiter Symptomenkomplex. Hierzu zahlen
mitunter jede de-novo-Angina oder eine Angina Pectoris in Ruhe, wohingegen
die stabile Angina Pectoris einen starken Bezug zu Sport, spezifischen

Aktivitaten oder emotionalem Stress aufweist [17].
1.3. Monozyten und monozytare Marker

Wie eingangs erwahnt, spielen Monozyten eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der Atherosklerose und folglich bei der Entstehung der koronaren
Herzkrankheit. Im Folgenden werden Monozyten, sowie monozytare

Adhasionsrezeptoren naher charakterisiert.

1.3.1. Morphologie und Funktion von Monozyten und Makrophagen

Blutzellen differenzieren sich klassischerweise aus zwei Zelllinien, der
myeloischen sowie der lymphoiden Stammzelle [18].

Monozyten gehoren zur Klasse der weil3en Blutkorperchen, den Leukozyten.
Dabei bilden sie eine Untergruppe der myeloischen Stammzellen und sind Teil
des Immunsystems. Bei einer durchschnittlichen Bluttransitzeit von etwa 32
Stunden machen sie circa 5-10 % der Leukozyten aus [19].

Nachdem Monozyten vom Blut in das Gewebe Ubertreten, differenzieren sie sich
zu Makrophagen und dendritischen Zellen [19, 20].

Dieses Verhalten &uflern sie insbesondere wahrend einer akuten

Entzindungsreaktion zur Abwehr gegen aullere Einflusse [21, 22].

Monozyten sind sehr heterogen und unterscheiden sich unter anderem durch ihre
GroRe, ihre Rezeptor-Expression und die Fahigkeit zur Differenzierung zu
unterschiedlichen Zellen.

Beim Menschen werden die Monozyten anhand der Expression der
Oberflachenmolekule CD14 und CD16, die mittels Durchflusszytometrie entdeckt

wurden in 3 Gruppen unterteilt:
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Die klassischen CD14++CD16-, die nicht-klassischen CD14+/CD16++ sowie die
intermediaren CD14++/CD16+ Monozyten [23, 24].

Die klassischen Monozyten machen 80-90 % der Monozyten aus, exprimieren C-
C chemokine receptor type 2 (CCR2) und migrieren als Reaktion auf eine
chemotaktische Aktivitat von CC-Chemokin-Ligand-2 (CCL2) [25].

Die nicht-klassischen Monozyten zeichnen sich durch hohere Tumor-Nekrose-
Faktor, sowie Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) -Klasse 2 Produktion aus
[24]. Zudem sind nicht-klassische Monozyten vermehrt in Sepsis-Patienten sowie
in Patienten mit akuten oder chronischen Infektionen nachzuweisen [26, 27]. Dies

ist auf die erhohte Tumor-Nekrose- Faktor-Produktion zurtickzufuhren.

Intermediare  Monozyten exprimieren CD16 sowie C-X3-C Motiv
Chemokinrezeptor 1 (CX3CR1) und migrieren in Gewebe, welches C-X3-C Motif
Chemokine Ligand 1 (CX3CL1) exprimiert [25].

Es konnte gezeigt werden, dass intermediare Monozyten vermehrt IL-10
produzieren und somit eine anti-inflammatorische Rolle einnehmen konnten [28].
Zudem exhibieren sie, im Vergleich zu den nicht-klassischen Monozyten, eine
erhohte phagozytotische Aktivitat bei einer verminderten Antigenprasentation
[28].

Die hohe Expression von CD11b und CX3CR1-Rezeptoren lasst vermuten, dass
intermediare Monozyten eine erhebliche Rolle in der Pathogenese der
Arteriosklerose spielen, da CD11b einerseits essenziell far die
Monozytenadhasion an das Endothel ist, andererseits LDL vermehrt an
intermediare Monozyten bindet um diese zur CD11b-Expression zu stimulieren
[29, 30, 31].

Monozyten wandern zusammenfassend gen Entzundung und differenzieren zu
diversen Zellen, wobei sie von diversen Chemokinen stimuliert werden und dabei
selbst Chemokine und Zytokine sezernieren sowie zelleigene Rezeptoren
exprimieren [32]. Ferner konnen Monozyten Partikel phagozytieren und im
Zellinneren lysieren oder anderen Zellen, wie den T-Lymphozyten, prasentieren
[33].
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1.3.2. CD14

Das Glykoprotein CD14 ist ein Oberflachen-Protein, welches vor allem von
Monozyten und Makrophagen exprimiert wird und via
Glycosylphosphatidylinositol-Anker an die Zellmembran gebunden oder frei
[6slich im Blut vorzufinden ist [34].

Es ist einerseits fur die Phagozytose von apoptotischen Zellen von Bedeutung,
andererseits fungiert CD14 als Co-Rezeptor und augmentiert die Wirkungen von
Toll-Like-Rezeptor 4 (TLR4) und Lipopolysaccharid-bindendes-Protein (LBP) bei
der Detektierung von bakteriellen Lipopolysacchariden durch Monozyten und
Makrophagen [35-37]. Dies fuhrt, wie bereits beschrieben, zur Ausschuittung

proinflammatorischer Zytokine.

1.3.3. CD16

CD16 ist ein Typ 3 Fcy-Rezeptor, welchem eine bedeutende Rolle in der
Immunabwehr und in inflammatorischen Prozessen nachgesagt wird.
CD16-Rezeptoren existieren in 2 Isoformen, Fcyllla (CD16a), sowie FCylllb
(CD16b) [38].

Wahrend CD16a durch Makrophagen, Mastzellen und naturliche Killerzellen (NK-
Zellen) exprimiert wird, wird CD16b durch Neutrophile exprimiert [38]. Es ist via
GPI-Anker an die Zellmembran der Neutrophilen gebunden und an der
Neutrophilen-Degranulation beteiligt [38].

Der CD16-Rezeptor leitet einerseits die antikorperabhangige zellvermittelte
Zytotoxizitat, kurz ADCC durch NK-Zellen ein, andererseits interagieren CD16-
Rezeptoren mit Molekulen der MHC-Klasse 1, um die Apoptose durch NK-Zellen
auf Zielzellen einzuleiten [39]. Bei den Zielzellen handelt es sich dabei um

Virusinfizierten-Zellen, sowie Krebszellen.

1.3.4. MIF

Der Makrophagen-Migrations-Inhibitions-Faktor, kurz MIF, initial als von T-
Lymphozyten sezerniertes Protein beschrieben, welches die Migration von
Makrophagen mehr oder minder willkurlich inhibiert [40-42], wird nach aktuellem

Stand als ein komplexeres, pleiotropes Zytokin beschrieben, welchem
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mannigfaltige Aufgaben zuteilwerden. Im Laufe der Zeit konnte nachgewiesen
werden, dass MIF nicht nur von T-Lymphozyten, sondern mitunter auch von
Monozyten, Makrophagen, und Endothelzellen produziert wird [43, 44].

MIF wirkt proinflammatorisch und spielt eine entscheidende Rolle in der
toxischen Antwort auf Endotoxamie und etwaigem septischem Schock [45].
Ferner kann MIF die Glukokortikoid-mediierte Inhibition der Zytokin-Sekretion
durch Lipopolysaccharide aufheben [46].

MIF wird durch Tumor Nekrosefaktor Alpha (TNF-alpha) stimuliert, woraufhin
MIF-stimulierte Makrophagen TNF-alpha sezernieren und zur
Entzindungsreaktion beitragen [43].

Zudem konnte nachgewiesen werden, dass MIF eine tragende Rolle bei diversen
inflammatorischen Krankheiten spielt, beispielsweise bei der juvenilen
idiopathischen Arthritis, der rheumatoiden Arthritis und rheumatoiden Vaskulitis,
der Psoriasis und der Atherosklerose, welche aus gegebenem Anlass im

Folgenden genauer erortert wird [47-49].
1.3.4.1. Die Rolle des MIF’s in der Atherosklerose

Mehrere Studien belegen die Rolle von MIF in der Pathogenese und Progression
der Atherosklerose. Im Jahr 2002 konnten Burger-Kentischer et al. nachweisen,
dass MIF auf niedrigem Niveau sowohl in den vaskularen Endothelzellen als auch
in den glatten Muskelzellen der Arteria Mammaria Interna mit einer normalen
Histologie aufzufinden ist. Viel wichtiger ist jedoch die Tatsache, dass MIF
wahrend der Progression der Atherosklerose hochreguliert wird [50].

Oxidiertes LDL fuhrte zur Erhohung der MIF-Sekretion in Makrophagen. Es
konnte bereits nachgewiesen werden, dass MIF die Expression des
Interzellularen Zelladhasionsmolekul 1 hochreguliert [51, 52]. Somit kann darauf
zurlckgeschlossen werden, dass unter anderem oxidiertes LDL fur die Migration
von Makrophagen in die Gefallwand und fur die Umwandlung von Makrophagen

zu Schaumzellen via MIF verantwortlich ist.
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Wie eingangs beschrieben wird MIF auch durch TNF-alpha stimuliert. Es folgt ein
positives Feedback, wodurch MIF-stimulierte Makrophagen proinflammatorische
Zytokine sezernieren.

Apolipoprotein E-defiziente Mause, welche mit Anti-MIF-Antikorpern behandelt
wurden, zeigten in einer weiteren Studie einen stark reduzierten Makrophagen-
Gehalt in den Lasionen und fuhrten zu deutlich niedrigeren Werten von
zirkulierenden und lokalen inflammatorischen Mediatoren [53]. Zudem sank die
Konzentration der inflammatorischen Zytokine wie IL-6 und Fibrinogen [53].

Das Plaque-Volumen senkte sich hierbei nicht statistisch signifikant [53].

Chen et al. zeigten verminderte vaskulare Inflammation, zellulare Proliferation
und neointimale Verdickung bei post-angioplastischen Mausen, welche zuvor mit
Anti-MIF-Antikdrpern behandelt wurden [54]. Somit wird die Rolle des MIFs in der
Arteriosklerose nochmals bestatigt.

Berhagen et al. konnten zeigen, dass die Blockade von MIF zu einer Regression
der pra-existierenden atherosklerotischen Plaque in Apoe—/- Mausen fuhrte.
Zudem nahm die Makrophagen und T-Zell Dichte ab, welches schlussendlich zu
einer stabileren Plaque fuhrte [55].
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Abbildung 6: Zellulare Mechanismen von MIF in der Atherogenese: MIF wird durch diverse pro-
atherogene Stimuli in den Endothelzellen oder den intimalen Makrophagen stimuliert. MIF kann
wiederum endotheliale Zelladhdsionsmoleklle hochregulieren sowie die jeweiligen Integrin-
Rezeptoren aktivieren. Folglich werden mononukleare Zellen rekrutiert, die Transformation von
Makrophagen zu Schaumzellen eingeleitet sowie die Migration von glatten Muskelzellen inhibiert.
Durch die Fahigkeit zur Elastin- und Kollagendegradierung wird schlussendlich die Progression
zur instabilen Plaque dirigiert. (VCAM-1 — vascular cell adhesion molecule, ICAM-1 — intracellular
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cell adhesion molecule, CCL-2 — CC-chemokine ligand 2, Ox-LDL — oxidiertes LDL, PDGF-BB —
platelet derived growth factor-BB, MMP — matrix mettaloproteinase). Modifiziert nach [56].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass MIF eine bedeutende Rolle in der
Pathogenese der Atherosklerose zuzuordnen ist. MIF ist entscheidend fur die
Rekrutierung der Entzindungszellen, die Umwandlung der Makrophagen zu
Schaumzellen als auch fur die Stabilitat und Zusammensetzung der
atherosklerotischen Plaque.

Die Rolle des MIF’s beim akuten Koronarsyndrom ist Gegenstand aktueller
Forschungen. Erste Studien zeigten erhohte MIF-Konzentration bei ACS-
Patienten mit culprit lesions, welche zu Plaque-Rupturen fuhrten [57].

Ob MIF somit als prognostischer Marker fur Plaque-Instabilitaten und dem ACS
dienen kann konnte bisher nicht abschlieliend beantwortet werden [58].

1.3.5. Gremlin-1

Gremlin-1 ist ein Protein, welches der DAN/Cerberus-Proteinfamilie zugehorig ist
[59]. Diese ist wiederum Teil der Cystinknoten-Protein Superfamilie [60].

Die Superfamilie verbindet, wie der Name bereits vermuten lasst, ihre
charakteristische Struktur. lhr sind unter anderem die TNF-a-, die Transforming
growth factor B (TGF-f)-Familie und die Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
zugehorig [61].

Erste Erwahnung fand Gremlin-1 als Rattenhomologen Drm (down-regulated in
v-mos transformed cells), welches von Topol et al. im Jahre 1997 beschrieben
wurde. Hierbei fiel auf, dass Zellen, welche durch retrovirale Onkogene wie das
Moloney Murine Sarcoma Virus (MSV) behandelt wurden, die drm-Gen-
Expression supprimierten. Zudem zeigte sich, dass Zellen mit hoher drm-mRNA
Expression die Apoptose einleiteten [62].

Bei den Zellen mit hoher Drm-Gen Expression handelte es sich um Zellen des
Gehirns, der Milz, der Nieren und der Hoden wobei eine kaum vorhandene bis
geringe Expression im Herzen, der Leber und der Skelettmuskulatur festgestellt

wurde [62]. Spezifischer handelte es sich bei den Zellen mit hoher drm-mRNA
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Expression um endstandig differenzierte, nicht-teilende Zellen, unter anderem
Neuronen, Typ 1 Zellen der Lunge und um Becherzellen des Darms [62].
Dies Erkenntnisse liefen schlussfolgern, dass drm eine wichtige Rolle im

Zellzyklus-, Zellwachstum und Zelldifferenzierung zuzuschreiben ist.

Die Cystinknoten-Protein Superfamilie und somit Gremlin-1 zeichnen sich durch
ihre Eigenschaft bone morphogenetic proteins (BMP) inhibieren zu kdnnen aus.
BMP-2, BMP-4 und im geringeren MalRe BMP-7 sind hierbei die bekanntesten
[59, 63].

Dabei ist die Gremlin-1 abhangige Inhibierung der BMP’s von hoher Bedeutung
fur die Embryogenese und Organogenese, vor allem fur die Entwicklung der

Lunge, der Niere sowie der Glieder [64-67].

Gremlin-1 werden jedoch auch andere Aufgaben zu teil. Darunter fallen unter
anderem die Stammzell-, und Zelldifferenzierung,
Monozytenmigrationsinhibition, sowie die vascular endothelial growth factor
receptor-2 (VEGFR-2) -abhangige Forderung der Angiogenese [68-70]. Diese
Eigenschaften lassen bereits vermuten, dass Gremlin-1 auch in der Pathogenese
der Atherosklerose beteiligt sein konnte, welches im Folgenden erlautert wird.

Des Weiteren wurden Zusammenhange zwischen einer erhohten Gremlin-1-
Konzentration und Leberzirrhose in Mausen, diabetischer Retinopathie und

tubulointerstitieller Fibrose in der diabetischen Nephropathie gefunden [71-73].
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1.3.5.1. Gremlin-1 in der Atherosklerose

Eine Studie von Chang et al. zeigte, dass Gremlin-1 und weitere BMP-
Antagonisten von Endothelzellen der Maus-Aorta und humanen
Herzkrankgefallen ausgeschuttet wurden, welche Scherkraften ausgesetzt
waren, um eine Uberschielfende Entzindungsreaktion via negativem Feedback-
Mechanismus im Zaum zu halten [74]. Dies fuhrt zu dem Ruckschluss, dass
Gremlin-1 eine bedeutende Rolle in der Entzindungsreaktion und
Atherosklerose zuzuschreiben ist.

Diese These wurde von Muller et al. belegt, indem folgende Aspekte dargelegt
wurden: Gremlin-1 wird von Monozyten/Makrophagen in atherosklerotischen
Plaques stark exprimiert. Zudem inhibiert Gremlin-1 sowohl die Monozyten-
Differenzierung als auch die TNF-alpha Sekretion von Makrophagen, welche von
MIF stimuliert wurden. Dabei bindet Gremlin-1 mit hoher Affinitat an MIF.
Prolongierte Administration von rekombinantem Gremlin-1 reduziert den
Monozyten/Makrophagen-Gehalt von atherosklerotischen Plaques und
vermindert die Lasionsbelastung in ApoE-/--Mausen [75].

Gleichzeitig wurde auch die eben erwahnte Interaktion zwischen Gremlin-1 und
MIF erstmalig entdeckt, beschrieben und in einer weiteren Studie ausgefuhrt.
Diese Studie zeigte, dass das Grem-1/MIF-Verhaltnis sowohl mit dem
Schweregrad der koronaren Herzkrankheit als auch mit der Plaque-Stabilitat
korreliert [76].

In den einzelnen Gruppen zeigten gesunde Probanden den hochsten Grem-
1/MIF-Quotienten, gefolgt von Patienten mit einer stabilen Angina Pectoris und
dem akuten Koronarsyndrom mit dem niedrigsten Quotienten [76]. Die einzelnen
Gruppen des akuten Koronarsyndrom zeigten folgende Quotienten in
absteigender Reihenfolge: Instabile Angina Pectoris, NSTEMI, STEMI [76].
Zudem wurde ersichtlich, dass der Grem-1/MIF-Quotient mit angiographischen
Zeichen der intrakoronaren Thrombuslast in Relation zu setzen ist. Dabei
bestand eine inverse Korrelation von Grem-1/MIF zur Thrombuslast. Patienten
mit hohem Quotienten zeigten eine geringere Thrombuslast als Patienten mit

niedrigem Quotienten [76].
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Gremlin-1 mehr oder minder den
Counterpart zu MIF darstellt. Wahrend MIF die Einwanderung der
Entzindungszellen in die Intima fordert, halt Gremlin-1 diese unter Kontrolle. Die
Plaque-Zusammensetzung wird von Gremlin-1 vermindert. Auch die von MIF
induzierte Differenzierung von Makrophagen zu Schaumzellen wird von Grem-1
inhibiert. Die Zusammenschau lasst darauf schlielRen, dass Grem-1, im
Gegensatz zu MIF, dem Progress der Atherosklerose entgegenwirkt und somit

einen positiven Einfluss auf die koronare Herzkrankheit ausubt.

1.3.6. BMP

Knochenmorphogenetische Proteine, kurz BMP, vom Englisch abgeleiteten
,bone morphogenetic proteins® sind Mitglieder der TGF-B-Familie, welche, wie
bereits zuvor beschrieben, der Cystinknoten-Protein Superfamilie angehoren
[77]. Innen werden wichtige Aufgaben zuteil, vor allem bei der embryonalen

Entwicklung diverser Organe wie der Lunge, der Niere und des Herzens [78].

Im Jahre 1965 beschrieb Urist erstmalig die Fahigkeit demineralisierter
Knochenmatrix die Bildung von Knochen induzieren zu konnen, welche zuvor
unter der Tierhaut oder in die Muskeln von diversen Tieren injiziert wurden [79].
Nachdem ein dazugehoriges Glykoprotein gefunden wurde, erhielt es den
Namen ,bone morphogenetic protein® [80].

Wozney et al. isolierten humane, komplementare DNS (cDNA) vom gereinigten
Rinderknochen und tauften diese BMP-1, BMP-2a und BMP-3. Bis auf BMP-1
wurden diese der TGF-beta Familie zugeordnet [77]. Nachdem die isolierten
Proteine in Versuchstieren implantiert wurden, produzierten diese jeweils
unabhangig voneinander de novo Knorbelgewebe als auch Knochen [81].

Mehr als 20 verschiedene BMP’s mit teils unterschiedlichen Funktionen konnten

seither nachgewiesen werden [78].

BMP’s lassen sich basierend auf ihrer Aminosauresequenzen in Subgruppen
unterteilen. Eine Subgruppe bildet BMP-2 und BMP-4, wahrend BMP-7 in einer
weiteren Subgruppe mit BMP-5, -6 und -8 eingegliedert ist. Die dritte Gruppe



Einleitung 18

bildet BMP-12, -13, -14 (GDP-5, -6, -7) und zuletzt die vierte Gruppe bestehend
aus BMP-9, sowie -10 [82, 83].

1.3.7. BMP-2

Das BMP-2 Gen befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosom 20 (20p12)
und zeigt eine 80-prozentige Aminosauresequenz-Ubereinstimmung mit BMP-4,
weshalb es zur selben Subgruppe kategorisiert wird [84].

Eine Studie mit BMP-2/-4-Einzel Knockout-Mausen, sowie Doppel-Knockout-
Mausen belegte schwere Achondroplasien unter BMP-2 Mangel, jedoch
geringere Knorpelmissbildungen unter einem BMP-4-Mangel [85].

Des Weiteren ist BMP-2 essenziell fur die Frakturheilung, wie eine Studie an
BMP-2-defizienten Mausen belegte, weshalb rekombinant hergestelltes BMP-2
(rhBMP-2) therapeutisch genutzt wird [86]. Studien belegen, dass rhBMP-2,
welches zur Heilung von offenen Tibiaschaftfrakturen eingesetzt wurde, zu einer
geringeren Anzahl an Knochentransplantation und Zweiteingriffen, sowie zu einer
geringeren Rate an Infektionen fuhrte [87].

Auch abseits des Knochen-, und Knorpelgewebes werden BMP-2 wichtige
Aufgaben zuteil.

In experimentellen Mausen fuhrte defizientes BMP-2 unter anderem aufgrund
von Herzfehlbildungen zur embryonalen Letalitat [88]. Es ist essenziell fur die
regelhafte Entwicklung der Herzklappen, Septen sowie fur das vierkammerige
Herz [89].

1.3.7.1. BMP-2 in der Atherosklerose

Bostrom et al. gingen der Frage auf den Grund, ob arterielle Kalzifikation durch
einen vergleichbaren Prozess wie die Knochenformation entstehe. Dazu
untersuchten sie kalzifizierte Plaques und konnten die Expression von BMP-2
nachweisen [90]. Zudem konnte gezeigt werden, dass bei kalzifizierten Rinder-
Gefalizellen, welche zuvor mit BMP-2 behandelt wurden, die Kalzifizierung

dosisabhangig zunahm [91].
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BMP-2, welches von Endothelzellen unter anderem aufgrund von Hypoxie,
oxidativem Stress oder turbulentem Blutfluss produziert wird, induziert die
Differenzierung von glatten Muskelzellen zu einem osteoblastischen Phanotyp
[92]. Zudem ist BMP-2 auch an der Migration der glatten Muskelzellen von der
Media in die Intima, vermutlich via Aktivierung durch Myosin Va, beteiligt [93].
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Abbildung 7: Differenzierung via BMP2/4-Mechanismus: Hier wird die Differenzierung von glatten
Muskelzellen via BMP2/4 zu einem osteoblastischen Phanotyp verdeutlicht. BMP2 wird durch
Endothelzellen unter anderem aufgrund von Hypoxie, oxidativem Stress oder turbulentem
Blutfluss produziert. BMP4 hingegen wird von Schaumzellen nach Stimulation durch oxLDL
produziert. (CVC=calcifying vascular cells, VSMC= vascular smooth muscle cells, EC=endothelial
cells, ROS=reactive oxygen species. PPi=inorganic pyrophosphatase Cbfa1= Core binding factor
a 1, ALP=alkaline phosphatase). Modifiziert nach [92].

1.3.8. BMP-4

Das BMP-4 Gen, welches eine 80% Aminosauresequenzhomologie zu BMP-2
aufweist, befindet sich auf dem langen Arm des Chromosom 14 (14q22) [84].

Das in der Drosophila vorhandene decapentaplegic Genprodukt (dpp), welches
fur seine Beteiligung in der Bildung des dorsalen Ektoderms in der frihen
Embryonalphase sowie in der Entwicklung des viszeralen Mesoderms bekannt
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ist, weist eine strukturelle Ahnlichkeit zu BMP-2/BMP-4 auf und wurde hinsichtlich
dieser untersucht [94]. Dabei zeigten experimentelle Studien an Fliegen mit dpp-
Mangel, dass humane BMP-4-Transgene die embryonale Entwicklung
aufrechterhalten konnten und ein Fehlen des Transgens zum Tode fuhrte [94].
Die Wichtigkeit von BMP-4 flur die Gastrulation und Mesoderm-Entwicklung lie®
sich auch an BMP-4-defizienten Mausen nachweisen.

Auch in der Entwicklung des Auges ist BMP-4 unumganglich. Im Tierversuch
fuhrte eine BMP-4 homozygote Null-Mutation zu einer fehlenden Linseninduktion,
die durch eine BMP-4 Substitution wieder ruckgangig zu machen war [95].

Bei der Onkogenese scheint BMP-4 abhangig vom Tumortyp unterschiedliche
Wirkungen zu entfalten.

In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass die BMP4-
Konzentration in Patienten mit einem Barrett-Osophagus erhéht war, weshalb die
These aufgestellt wurde, dass BMP-4 in der Transformation vom
mehrschichtigen Plattenepithel zum einschichtigen Zylinderepithel beteiligt ist
[96, 97].

Bei einem speziellen Phanotyp (A549) pulmonaler Adenokarzinome fuhrte BMP-
4 hingegen zur Zellseneszenz, verringertem Zellwachstum und einer geringeren
Telomerase Aktivitat [98].

1.3.8.1. BMP-4 in der Atherosklerose

BMP-4, besitzt wie BMP-2 die Fahigkeit, die Differenzierung von glatten
Muskelzellen zu einem osteoblastischen Phanotyp einzuleiten. Dabei wird es im
Gegensatz zu BMP-2 nicht nur durch Endothelzellen, sondern auch durch
Schaumzellen produziert [92].

Es konnte eine erhdohte Expression von BMP-4 an Endothelzellen, welche einem
erhohten turbulenten Blutfluss ausgesetzt waren, nachgewiesen werden,
wohingegen ein laminarer Blutfluss keine erhdhte Expression nach sich zog [99].
Uberdies konnte eine BMP-4-Expression ausschlieRlich an Endothelzellen der
Herzkrankgefalle nachgewiesen werden, welche den atherosklerotischen

Plaques mit beinhalteten Schaumzellen auflagen [99].
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Weiterhin zeigten Sorescu et al., dass BMP-4 auch an der Monozytenadhasion
an die Endothelzellen beteiligt ist und somit insgesamt zur Progression der

Atherosklerose beitragt [99].

Wie bereits ausgiebig bei der Funktion des Gremlin-1 beschrieben, fuhrt die
Inhibierung der BMP’s zur Reduzierung der atherosklerotischen Plaque, der
Entzindungsreaktion als auch zur Reduzierung der intimalen Kalzifikation. Dies
bestatigte sich auch unter Expression vom Matrix Gla Protein (MGP), einem
weiteren BMP-Inhibitor [100].

1.3.9. BMP-7

BMP-7 befindet sich auf dem langen Arm des Chromosom 20 (20g13) und weist
strukturelle Ahnlichkeiten zu BMP-5, -6 und -8 auf [84]. Dementsprechend sind
diese zusammen in einer Gruppe aufzufinden.

Dudley et al. belegten die Rolle des BMP-7 in der Entwicklung der Nieren sowie
der Augen [101]. Dabei zeigte sich im Mause-Embryo, dass der BMP7-Mangel
initial kompensiert wird. Im Laufe der Schwangerschaft konnten Augen-, sowie
Nierendefekte nachgewiesen werden. Die meisten Mause starben am ersten
postnatalen Tag, vermutlich aufgrund eines Nierenversagens. Einzelne, wenige
uberlebten zwei bis zehn Tage.

Dies zeigt, dass BMP-7-Defekte, im Gegensatz zu Defekten im BMP-2 und -4-

Gen, nicht embryonal letal, sondern durch Organdefekte gekennzeichnet sind.
1.3.9.1. BMP-7 in der Atherosklerose

BMP-7 wird im Gegensatz zu BMP-2 und BMP-4 oftmals eine anti-entzindliche
Wirkung nachgesagt. In einem Zellkultursystem zeigte sich, dass die M2-
Makrophagenzahl nach BMP-7-Inokulation zunahm, wobei gleichzeitig die Zahl
der pro-inflammatorischen Zytokine wie IL-6, Tumor Nekrosefaktor Alpha (TNF-
alpha) und dem Monozyten-Chemotaxis-Protein 1 (MCP-1) abnahm [102]. Den
M2-Makrophagen wird eine anti-inflammatorische Funktion nachgesagt [103].

Die beschriebene Reduktion der MCP-1-Expression fuhrt zur geringeren

chemotaktischen Wirkung auf die Monozyten.
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Andererseits zeigte eine weitere Studie, dass M2-Makrophagen nach Aufnahme
von oxidiertem LDL durch pro-inflammatorische, statt herkdmmlich anti-

inflammatorischer Attribute hervorstechen [104].

Die bei BMP-2 und BMP-4 aufgefuhrte Differenzierung von glatten Muskelzellen
zu einem osteoblastischen Phanotyp, welche zum Progress der Kalzifikation und
Atherosklerose beitragt, wird durch BMP-7 vermindert [105].

Hingegen stellte eine weitere Studie die These auf, dass die in den
atherosklerotischen Plaques vorhandenen Makrophagen nach Stimulation durch
BMP?7 tissue factor (TF) bilden, welches maldgeblich zur Thrombogenitat beitragt
[106].

Die Fulle an Funktionen der BMP’s stof3t eine Diskussion uber die
Namensanderung von bone morphogenetic protein zu body morphogenetic

protein an, wobei das Akronym unverandert bleiben kdnnte [107].

1.4. Fragestellung dieser Arbeit

Die monozytaren Antikorper MIF, Grem-1, BMP-2, BMP-4 und BMP-7 weisen
vielfaltige Funktionen in der Embryogenese und Organogenese auf. Auch in der
Pathogenese der Atherosklerose zeigen sich diverse Funktionen, zum Teil pro-,
zum Teil anti-inflammatorische. Studien zeigen gegensatzliche Resultate,
weshalb die letztendliche Aufgabe der Antikorper bisher nicht ganzlich
entschlusselt werden konnte.

In dieser Studie wird die Antikrperkonzentration in den verschiedenen Subtypen
der Monozyten 24 Stunden pra-, oder post-Koronarintervention gemessen, um
einen moglichen Zusammenhang dieser zu der Entstehung, Progression,
Differenzierung und zur klinischen Auspragung des akuten Koronarsyndrom und
der stabilen Angina Pectoris zu beschreiben. Dabei lautet die Hypothese, dass
die Konzentration sich bei der SAP im Vergleich zu der ACS unterscheidet.
Weiterhin wird untersucht, ob ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen den kardiovaskularen Risikofaktoren, der Pramedikation, sowie der

Antikorperkonzentration in den beiden Gruppen aufzufinden ist.
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2. Material und Methoden
2.1. Materialien

2.1.1. Materialien zur Blutentnahme

Tabelle 1: Materialien zur Blutentnahme und Blutaufbereitung

Verbrauchsmaterialien Hersteller

Safety-Multifly-Kanule Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
S-Monovette 9 ml EDTA Deutschland

S-Monovette 8,5 ml CPDA

Universal 32R V3.01 Zentrifuge Hettich AG, Bach, Schweiz

Round-Bottom Tube 5 ml Polystyrene | BD FalconTM, Franklin Lakes, USA
eppendorf Reference 100-1000pl

eppendorf Research 100-1000ul

eppendorf Research 10-100pul

eppendorf Research 0,5-10pl Eppendorf AG, Hamburg,
eppendorf 20 pl Deutschland

Safe-Lock Tubes 1,5 ml

Safe-Lock Tubes 0,5 ml

Pipettenspitzen Blau 100-1000 pl ratiolab GmBH, Dreieich,
Deutschland
Spitzen 10 pl farblos Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,

Deutschland

2.1.2. Antikorper

Tabelle 2: Antikorper

Antikorper | Beschreibung Hersteller

MIF MIF conjugated to FITC biorbyt, Cambridge,
England
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Gremlin Gremlin 1 antibody (FITC) biorbyt, Cambridge,
England
BMP2 BMP2 Polyclonal Antibody, FITC Bioss, USA
Conjugated
BMP4 Anti-BMP4-antibody abcam, Cambridge,
England
BMP7 Milli-Mark Anti-BMP-7-FITC Antibody | Milli-Mark/Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland
CD14 Human CD14 PE-conjugated Antibody | R&D Systems,
Minneapolis, USA
CD16 Human FC gamma RIIl (CD16) APC- R&D Systems,
conjugated Antibody Minneapolis, USA

2.1.3. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien/Reagenzien

Hersteller

Paraformaldehyd

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland

Lysepuffer

BD FACS ™ Lysing Solution, Franklin Lakes,

USA

Dulbecco’s PBS 500 ml

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Sodium Hydroxide (NaOH)
10 mol/l

Salzsaure Mallosung 6 M

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Herstellung verwendeter Reagenzien:
Paraformaldehyd (PFA) 0,5 %: Zur Herstellung von PFA 0,5 % werden zunachst
5 g PFA in 400 ml PBS gelost und 40 ml NaOH hinzugegeben. Anschlieffend

erfolgt die Erhitzung des Gemisches auf 65°C bis dieses sich unter standigem

Ruhren vollstandig aufgelost hat. Nachdem sich das Gemisch abgekuhlt hat, wird

es mit 1mol/l Salzsaure auf einen pH von 7,4 titriert und zur Sterilfiltration mittels

0,2u-Filter gereinigt. Letztendlich wird die Loésung bei 20°C gelagert. Vor




Material und Methoden 25

Gebrauch wird die Losung mit PBS im Verhaltnis 1:1 verdinnt und zur

Monozyten-Farbung verwendet.

2.1.4. Materialien fur die Durchflusszytometrie

Tabelle 4: Materialien fur die Durchflusszytometrie

Materialien Hersteller

BD FACS Calibur TM Flow Cytometer

Cell Quest Pro BD Biosciences, Heidelberg,
FACS Rinse Deutschland

FACS Clean

2.1.5. Statistische Datenauswertung

Zur Statistischen Auswertung wurde die bis dato aktuellste Version der Statistik-
Software IBM SPSS Statistics 25 verwendet.

2.2. Methoden

2.2.1. Blutentnahme und Blutaufbereitung

Zunachst erfolgt die Blutenthahme 24 Stunden pra- oder post-
Koronarangiographie mithilfe eines Blutentnahme-Sets und den in Tabelle 1
aufgelisteten Materialien. Das entnommene Blut wird in Citrat-Phosphat-
Dextrose-Adenin (CPDA)- Monovetten gefullt und dient  der

Durchflusszytometrie.

2.2.2. Monozyten-Farbung

Die Monozyten-Farbung erfolgt nach Gewinnung von 150ul CPDA Vollblut und
Uberflhrung in nach Antikérpern beschriftete Reaktionsréhrchen. Diese werden
zunachst jeweils mit 10 yl CD14 PE und 10 pl CD16 APC-Antikdrpern befulit.
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AnschlielRend erfolgt die Hinzugabe von 10 pl der jeweiligen Antikorper in die
jeweiligen Rohrchen mit anschlieRendem vortexen und 30-minutigem inkubieren
im Dunkeln.

Nach Erythrozyten-Lysierung mittels Lysepuffer erfolgt eine erneute 10-minutige
Inkubation mit anschlieBender Abzentrifugation (1400rpm, 9/9 fur 5 min) und
Abkippung des Uberstandes.

Das Zell-Pellet wird mit 300 pl 0,5 % Paraformaldehyd (PFA) fixiert und im

Klhlschrank aufbewahrt oder sofort zur Durchflusszytometrie verwendet.

2.2.3. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Differenzierung, Charakterisierung und
quantitative Messung der zu untersuchenden Zellpopulationen. Diese passieren
als Einzelzellen einen Laserstrahl im rechten Winkel, um die Lichtstreuung jener
als Vorwartsstreulicht im flachen, und als Seitwartsstreulicht im rechten Winkel
zu detektieren. Das Vorwartsstreulicht korreliert mit der GrofRe der Zellen,
wohingegen das Seitwartsstreulicht von der Granularitat und Zellkernstruktur
dieser abhangig ist [108].

Das weitere Bestreben der spezifischeren Differenzierung bietet der Einsatz von
Fluoreszenzfarbstoffen, die zellspezifische Strukturen detektieren. Hierbei
richten  sich  fluoreszenzgekoppelte  AntikOrper  gegen bestimmte
Oberflachenmolekule wie die Proteine der CD-Klassifizierung. Das entsprechend
ihres Fluoreszenzfarbstoffes emittierte Licht wird detektiert und in elektrische
Strome sowie digitale Signale umgewandelt, die vom Computer verarbeitet
werden [108, 109].

Folgende Flurochrome dienten der Detektion: Fluoresceinisothiocyanat (FITC),
Phycoerythrin (PE) und Allophycocyanin (APC).
Die Emission eines grun-gelben Lichtes von FITC liegt bei ca. 525 nm im
Vergleich zum orangen Licht von PE bei ca. 575 nm unter einer
Anregungswellenlange von 488 nm durch das blaue Licht eines Argon-Lasers
[109].
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Das Anregungsspektrum von APC liegt hingegen bei 633nm bei einem
Emissionsmaximum von 660 nm [110].

Zur Detektion folgender Antikorper wurden FITC-markierte Antikorper verwendet:
MIF, Grem-1, BMP2, BMP4 und BMP7. Darlber hinaus dienen PE-markierte
Antikorper zur Detektion von CD14-positiven Zellen, sowie APC-markierte
Antikorper zur Detektion von CD16-positiven Zellen.

Das hier verwendete BD FACS Calibur TM Flow Cytometer besitzt einen 480 nm
Argon-Laser. Zudem besitzt es aufgrund seiner vier Fluoreszenz-Detektoren die
Moglichkeit, vier Fluoreszenzfarbstoffe simultan zu messen [110]. Die

Zellerfassungsrate betragt dabei 300 Zellen pro Sekunde [111].

2.2.4. Messprotokoll

Das Messprotokoll beinhaltet eine Isotyp-Kontrolle, eine FMO (Fluorescence-
minus-one) -Kontrolle zur genaueren Abschatzung des Signals trotz mehrerer
Farben, sowie eine technische Kontrolle. Mithilfe dessen erfolgt die Erschlielung
und Auswertung der Daten. Die Messanzahl wurde hierbei auf 10.000 Ereignisse

beschrankt.

2.2.5. Auswertungen der Messungen

Um die fur diese Arbeit relevanten Monozyten isoliert und unter Ausschluss von
nicht relevanten Zellen, wie den Erythrozyten und Thrombozyten darzustellen,
wurden die Monozyten anhand eines Gates eingegrenzt. Diese Gates kdnnen
nach Auswertung individuell angepasst werden. Mithilfe der verwendeten
Antikorper CD14 und CD16 erfolgt die Klassifizierung der Monozyten in die drei
bendtigten Gruppen: Die klassischen CD14++CD16-, nicht-klassischen
CD14+/CD16++ sowie die intermediaren CD14++/CD16+ Monozyten.
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Abbildung 8: Beispielhafte durchflusszytometrische Messung zur Bestimmung der MIF-
Konzentration

Fortan werden die Daten in Flowjo Software Version v10 uUberfuhrt, um diese
innerhalb einer Workspace zu bearbeiten. Auch hier besteht die Moglichkeit zur
Isolierung relevanter Daten und individueller Anpassung der Daten.

Die Verwendung diverser Fluorochrome flihrt zur Uberlappung mehrerer
Fluoreszenzspektren. Um die Fluoreszenzfarbstoffe isoliert betrachten und
beurteilen zu kdnnen, kann zur Kompensation jeweils ein Fenster um eine
wolkenartige Ansammlung von Zellen gelegt werden. Dies fuhrt zur

Kompensation der Farbsignale [108].
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Anhand der mean fluorescence intensity (MFI) erfolgte die Quantifizierung der
Oberflachenrezeptorexpression.

2.2.6. Auswahl und Basischarakteristika des Patientenkollektivs

Als Pramisse wurden der klinische und/oder der laborchemische Verdacht eines

akuten Koronarsyndroms oder einer stabilen Angina Pectoris festgelegt.

Hierbei erfolgte der Einschluss innerhalb eines Zeitintervalls von 24 Stunden pra-

bis 24 Stunden post-Koronarintervention. Als Ausschlusskriterium wurden
hochgradige Klappenvitien definiert.

Die Basischarakteristika werden aus den Patientenakten beim Einschluss in die
Studie entnommen. Diese bilden sich wie folgt:
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Tabelle 5: Basischarakteristika
Diagnose/Verdachtsdiagnose
Demographische Daten
KHK bei Aufnahme unterteilt wie folgt:

Ejektionsfraktion untergliedert wie folgt:

Aufnahmelabor

Aufnahmemedikation

Kardiovaskulare Risikofaktoren

NSTEMI, STEMI, SAP, IAP

Alter, Geschlecht

Keine, Ein-Gefal}, Zwei-Gefal}, Drei-
Gefal3, Bypass

* keine Einschrankung der LV-
Funktion: Ejektionsfraktion (EF) = 55
%

* leichtgradige Einschrankung der
LV-Funktion: EF von 45 % - 54 %

* mittelgradige Einschrankung der
LV-Funktion: EF von 35 % - 44 %

» hochgradige Einschrankung der
LV-Funktion: EF <35 %

CRP, CK, NTproBNP, Troponin,
Kreatinin

R-blocker, ACE-Hemmer, AT1-
Antagonist, Diuretika, ADP-
Rezeptorblocker, Marcumar/Xarelto,
GPlIb/llla-Inhibitor, ASS,
Cholesterin-senker,
Aldosteronantagonist, Anti-diabetika,
CA-Kanalhemmer

Arterielle Hypertonie, Diabetes
Mellitus, Hyperlipidamie, positive
Familienanamnese, Nikotin,

Niereninsuffizienz

Es liegt ein gultiges Votum von der Ethikkommission fur das vorliegende

Studienkonzent mit folgender Nummer vor: 270/2011B01.
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2.2.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen und ermittelten Daten wurde mittels
SPSS Statistics 25 durchgefuhrt.

Wie bereits erwahnt erfolgte anhand der mean fluorescence intensity (MFI) die
Quantifizierung der Oberflachenrezeptorexpression.

Die erhobenen Daten wurden nach kategorialen und metrischen
Merkmalsauspragungen unterteilt.

Zu den kategorialen Merkmalen, die sich aus den nominal-, und ordinalskalierten
Merkmale bilden, zahlen das Geschlecht, die Ejektionsfraktion, die bestehende
KHK, die kardiovaskularen Risikofaktoren sowie die Aufnahmemedikation. Diese
Merkmale werden als absolute Haufigkeit und in Prozentwerten illustriert.

Das Alter, das Aufnahmelabor und die ermittelten Werte der Antikdrper bilden die
metrischen Merkmale und werden mittels Mittelwertes und Standardabweichung
dargestellt.

Es werden folgende statistische Tests zur Berechnung verwendet:

Es erfolgt der T-Test fur unabhangige Stichproben, der Levene-Test dient zur
Prufung der Varianzhomogenitat. Kategoriale Variablen werden mittels Chi-
Quadrat-Test analysiert.

Das Hauptaugenmerk dieser Studie liegt bei einem Signifikanzniveau von <0,05
auf folgende Hypothesen:

Die Oberflachenmarkerexpressionen unterscheiden sich in den Subtypen der
Monozyten signifikant bei der SAP im Vergleich zu dem ACS.

Es liegt ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den
kardiovaskularen Risikofaktoren, der Pramedikation, das Aufnahmelabor und
den weiteren Basischarakteristika sowie der Antikorperkonzentration und folglich

der Oberflachenmarkerexpressionen in den Vergleichsgruppen vor.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientencharakteristika der Studienkohorte

Diese Studie schloss insgesamt 107 Patienten ein, welche sich in einem
Zeitfenster von 24h pra-, oder post-perkutaner Koronarintervention befanden.
Dabei unterteilten sich diese wie folgt: Die Diagnose einer stabilen Angina
Pectoris wurde fur 37 Patienten gestellt. 70 Patienten erhielten eine perkutane
Koronarintervention aufgrund eines akuten Koronarsyndroms. Das ACS Iasst
sich in 30 Patienten mit einer instabilen Angina Pectoris, 36 Patienten mit einem
NSTEMI und 4 Patienten mit einem STEMI unterteilen.

Tabelle 6: Gegenuberstellung der SAP und des ACS

Absolute Haufigkeit Relative Haufigkeit (%)
Stabile Angina Pectoris 37 34,6
Akutes Koronarsyndrom 70 65,4
Instabile Angina 30 28,0
Pectoris
NSTEMI 36 33,6
STEMI 4 3,7

Gegenliiberstellung der absoluten und relativen Haufigkeiten (in %) der stabilen Angina Pectoris
sowie des akuten Koronarsyndroms. Dieses unterteilt sich wiederum in die instabile Angina
Pectoris, den NSTEMI sowie den STEMI.

Folgende Tabelle listet die Baseline Charakteristika der beiden Gruppen im
Einzelnen, sowie aller Patienten gebildet aus den Risikofaktoren der koronaren
Herzkrankheit, der Begleitmedikation bei Studieneintritt, der bestehenden
koronaren Herzerkrankung, der linksventrikularen Ejektionsfraktion, sowie den

Laborparametern auf.
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Tabelle 7: Baseline Charakteristika

Alle SAP ACS p
Parameter Patienten, N=37 N=70

N=107
Risikofaktoren
Alter, in Jahren 71,30 (11,459) (710(;(,):76) (7111”9;22) 0.427
Geschlecht: m 61 (57 %) 26 (70,3 %)  35(50 %) 0,044

46 (43 %) 11 (29,7 %) 35 (50 %) 0,044
Hypertonie 85 (79,4 %) 28 (75,7 %) 57 (81,4 %) 0,708
Hypercholesterinamie 53 (49,5 %) 17 (45,9 %) 36 (51,4 %) 0,696
Diabetes 34 (31,8 %) 9 (24,3 %) 25 (23,4 %) 0,342
lI:;)rsT:’::;/eenanamnese 27 (25.2 %) 12 (32,4 %) 15(21,4 %) 0,260
Nikotinabusus 22 (20,6 %) 9 (24,3 %) 13 (18,6 %) 0,413
Vorhofflimmern 23 (21,5 %) 4 (10,8 %) 19 (27,1 %) 0,050
Niereninsuffizienz 10 (9,3 %) 2 (5,4 %) 8(11,4%) 0,468
Begleitmedikation bei Studieneintritt
R-blocker 75 (70,1 %) 27 (73 %) 48 (68,6 %) 0,636
ACE-Hemmer 60 (56,1 %) 20 (54,1 %) 40 (57,1 %) 0,759
AT1-Antagonist 27 (25,2 %) 11 (29,7 %) 16 (22,9 %) 0,436
Diuretika 33 (30,8 %) 11 (29,7 %) 22 (31,4 %) 0,859
ADP Rezeptorblocker 3 (2,7 %) 1(2,7 %) 2 (2,8 %) 0,400
Marcumar/Xarelto 4 (3,7 %) 1(2,7 %) 3 (4,3 %) 0,765
GPlIb/Illa Inhibitor 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) /
ASS 15 (14 %) 5 (13,5 %) 10 (14,3 %) 0,913
Cholesterinsenker 86 (80,4 %) 29 (78,4 %) 57 (81,4 %) 0,931
Aldosteronantagonist 18 (16,8 %) 6 (16,2 %) 12 (17,1 %) 0,903
Antidiabetika 25 (23,3 %) 6 (16,2 %) 19 (27,2 %) 0,448
Ca Kanalhemmer 31 (29 %) 13 (35,1 %) 18(25,7 %) 0,307

KHK
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LVEF (%) 1,58 (0,952) 1,46 (0,803) 1,64 (1,022) 0,310
KHK 96 (89,7 %) 36 (97,3 %) 60(85,7 %) 0,075
Laborparameter
118,38 103,11 126,46 0.884
NT-proBNP (778,98) (627,182)  (852,511)
CRP (mg/dl) 1,5057 (5,24) 0.5668 (2,12) 2,00 (6,25) 0.085
127,20 45,70 170,90 0.023
CK (U7 (270,88) (52,612) (326,012)
: 0.00 (0,00) 7,37 0.408
Troponin (mg/dl) 4,76 (38,25) (47,534)
. 0,635 (0,479) 0,916 0,002
Kreatinin (mg/dl) 0,819 (0,41) (0,333)

Metrische Merkmale als Mittelwert und Standardabweichung in Klammern. Kateogielle Merkmale als
absolute Haufigkeit und in Prozent in Klammern. SAP — Stabile Angina Pectoris, ACS — Akutes
Koronarsyndrom, M — Mannlich, W — Weiblich, ACE-Hemmer — angiotensin converting enzyme-Hemmer,
AT1-Antagonist — Angiotensin-lI-Rezeptor-Subtyp-1-Antagonisten, GPIIb/llla Inhibitor — Glykoprotein-2b/3a-
Hemmer, ASS — Acetylsalicylsédure, Ca Kanalhemmer — Calciumkanalblocker, LVEF — Linksventrikulare
Ejektionsfraktion, KHK — Koronare Herzkrankheit, NT-proBNP — N-terminales pro brain natriuretic peptide,
CRP — C-reaktives Protein, CK — Creatinkinase

Tabelle 7 verdeutlicht, dass insgesamt mehr Manner als Frauen (61 zu 46) mit
einem durchschnittlichen Alter von 71 Jahren in dieser Studie eingeschlossen
wurden. Wahrend exakt 50 % der Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom
den beiden Geschlechtern zuzuordnen sind, sind Uber 2/3 der Patienten mit einer
stabilen Angina Pectoris Manner (70,3 % zu 29,7 %).

Die meisten Risikofaktoren hinsichtlich der Arteriosklerose zeigen keinen
signifikanten Unterschied in den beiden gegebenen Gruppen. 24,3 % der
Patienten mit einer SAP bejahen den Nikotinabusus im Vergleich zu 18,6 % der
Patienten mit einem ACS. Annahernd in Waage halten sich die Werte bei dem
Diabetes Mellitus (24,3 % zu 23,4 %), der Hypertonie (75,7 % zu 81,4 %) sowie
der Hypercholesterinamie (45,9 % zu 51,4 %). Die positive Familienanamnese
zeigt sich gehauft bei Patienten mit der Diagnose einer stabilen Angina Pectoris
mit 32,4 % im Vergleich zu den 21,4 % der Patienten mit einem ACS. Lediglich
das Vorhofflimmern zeigt einen signifikanten Unterschied in den beiden Gruppen
mit 27,1 % (ACS) zu 10,8 % (SAP).
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Die Begleitmedikation bei Studieneintritt zeigt einen ahnlichen Trend in beiden
Gruppen mit kleinen Ausrei3ern in beide Gruppen.

Wie zu erwarten sind die Laborparameter bei Patienten mit einem ACS hoher
angesiedelt, wie das Troponin mit 7,37 mg/dl zu 0 mg/dl, die CK mit einer
signifikanten Differenz von 170,9 U/l zu 45,70 U/l bei einem p von 0,023 sowie
das Kreatinin mit 0,92 mg/dl zu 0,64 mg/dl (p=0,002).

3.2. Oberflachenexpression der Antikorper auf den Monozyten-
Populationen

In den folgenden Grafiken werden die Oberflachenexpressionen von BMP2,
BMP4, BMP7, MIF und Gremlin auf den klassischen, nicht klassischen und
intermediaren Monozyten dargestellt.

Dabei werden die beiden Gruppen bestehend aus der SAP und dem ACS
untereinander verglichen, der Mittelwert und der Standardfehler der mittleren
Fluoreszenzintensitat der Antikorper, sowie die Signifikanz angegeben. Die
Signifikanz wurde mittels Levene-Test bei einem Signifikanzniveau von <0,05

ermittelt.

3.2.1. BMP-2-Expression

Die Expression von BMP2 auf nicht-klassischen Monozyten betragt 98,71 (SAP)
zu 88,73 (ACS). Bei einem p von 0,044 ist dies als signifikant zu werten.
Klassische Monozyten zeigen eine mittlere Expression von 35,25 (SAP) zu 28,51
(ACS) bei einer Signifikanz von 0,116. Intermediare Monozyten weisen eine
mittlere Expressionshohe von 92,27 (SAP) zu 81,21 (ACS) auf. Die Signifikanz
betragt 0,113.
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Abbildung 10: Gegeniiberstellung der mittleren BMP-2-Konzentration auf nicht-
klassischen Monozyten
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Abbildung 12: Gegenuberstellung der mittleren BMP-2-Konzentration auf
intermediaren Monozyten

3.2.2. BMP-4-Expression

Unter den drei Monozyten zeigt sich auch hier die hochste Expression auf nicht-
klassischen Monozyten. Die mittlere Expressionshohe von BMP4 betragt 243,27
(SAP) zu 230,37 (ACS). Es lasst sich kein signifikanter Unterschied finden
(p=0,489).

Patienten mit einer stabilen Angina Pectoris weisen auf klassischen Monozyten
eine mittlere Expression von 123,89 zu 120,14 (ACS) (p=0,748) auf. Auf
intermediaren Monozyten betragt diese 176,18 (SAP) zu 175,9 (ACS) bei einem
p von 0,986.
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Abbildung 13: Gegeniiberstellung der mittleren BMP-4-Konzentration auf nicht-

klassischen Monozyten
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Abbildung 14: Gegeniiberstellung der mittleren BMP-4-Konzentration auf klassischen

Monozyten
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Abbildung 15: Gegenuberstellung der mittleren BMP-4-Konzentration auf
intermediaren Monozyten

3.2.3. BMP-7-Expression

BMP7 legt eine vergleichsweise niedrige Expression auf den verschiedenen
Monozyten-Populationen dar.

Auf nicht-klassischen Monozyten betragt diese 22,67 (SAP) zu 16,54 (ACS) bei
einer Signifikanz von 0,084. Klassische Monozyten zeigen eine mittlere
Expression von 3,95 (SAP) zu 6,07 (ACS). Auch dies ist als nicht signifikant zu
werten (p=0,206).

Die letzte Gruppe gebildet aus den intermediaren Monozyten weist eine
Antikorper-Expression von 9,65 (SAP) zu 7,69 (ACS) bei einem p von 0,228 auf.
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Abbildung 16: Gegeniiberstellung der mittleren BMP-7-Konzentration auf nicht-
klassischen Monozyten

18 -

14 -

10 ~
oMw

I SA

% | median BMP7
auf klassischen Monozyten

SAP ACS

Abbildung 17: Gegenuberstellung der mittleren BMP-7-Konzentration auf klassischen
Monozyten
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Abbildung 18: Gegenuberstellung der mittleren BMP-7-Konzentration auf
intermediaren Monozyten

3.2.4. MIF-Expression

Auf nicht-klassischen Monozyten kann bei einer mittleren Oberflachenexpression
von 173,95 (SAP) zu 173,46 (ACS) und einem Signifikanzniveau von 0,987 kein
statistisch signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

Ahnliche Verhaltnisse stellen sich auf den klassischen und intermediéren
Monozyten dar. Patienten mit einer SAP weisen auf klassischen Monozyten eine
mittlere Expression von 121,78 zu 129,57 (ACS) bei einer Signifikanz von 0,786
auf.

Die intermediaren Monozyten erbringen die hdchste Expression mit 255,14
(SAP) zu 221,6 (ACS) bei einer Signifikanz von 0,470.
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Abbildung 19: Gegeniiberstellung der mittleren MIF-Konzentration auf nicht-
klassischen Monozyten
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Abbildung 20: Gegeniiberstellung der mittleren MIF-Konzentration auf klassischen Monozyten
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Abbildung 21: Gegenuberstellung der mittleren MIF-Konzentration auf
intermediaren Monozyten

3.2.5. Gremlin-Expression

Die hochste Expression von Gremlin ist auf nicht-klassischen Monozyten mit
einer mittleren Expressionshohe von 115,22 bei Patienten mit einer SAP zu
123,76 bei Patienten mit einem ACS zu finden. Dieser Unterschied ist als nicht
signifikant zu werten (p=0,328).

Auf klassischen Monozyten zeigt sich eine mittlere Expression von 55,49 (SAP)
zu 49,8 (ACS). Die Signifikanz betragt 0,326. Die Expression auf intermediare
Monozyten betragt 98,97 (SAP) zu 95,45 (ACS) bei einer Signifikanz von 0,673.
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Abbildung 22: Gegenuberstellung der mittleren Grem-1-Konzentration auf nicht-
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4. Diskussion

4.1. Betrachtung der Patientencharakteristika

Die Patientencharakteristika, bestehend aus den Risikofaktoren der koronaren
Herzkrankheit, der Begleitmedikation bei Studieneintritt, der bestehenden
koronaren Herzerkrankung, der linksventrikularen Ejektionsfraktion, sowie den
Laborparametern sind in Tabelle 7 aufgelistet und werden innerhalb beider
Gruppen verglichen.

Hier zeigt sich erwartungsgemall, dass beide Gruppen kardiale Risikofaktoren
mit sich bringen. Patienten, die unter einem Vorhofflimmern leiden, sind
signifikant haufiger zur Gruppe des akuten Koronarsyndroms zuzuordnen. Eine
mogliche Erklarung dessen ist, dass der Myokardinfarkt Komplikationen nach
sich zieht, die mit dem Vorhoffimmern assoziiert werden. Myokardschaden
konnen auch zu Erkrankungen der Reizbildung sowie Reizweiterleitung fuhren,
welche wiederum Vorhofflimmern verursachen konnen. Studien zeigen, dass
stumme Vorhofflimmern haufiger auf den Myokardinfarkt folgen und zu einem
Herzversagen bis hin zum Tod fuhren konnen als symptomatische
Vorhofflimmern [112, 113]. Auch ein Restrisiko fur einen Herzinfarkt bei
Vorhofflimmern trotz Antikoagulationstherapie konnte nachgewiesen werden.
Dieses Risiko war vor allem bei Patienten mit einer stabilen Angina Pectoris
erhoht [114].

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass jegliche Formen des akuten

Koronarsyndroms die Langzeit-Mortalitatsrate annahernd verdoppeln [115].

Wie in Tabelle 7 aufgelistet zeigt die positive Familienanamnese keinen
signifikanten Unterschied in den untersuchten Gruppen. Auch die
Begleitmedikation bei Studieneintritt zeigt in den beiden untersuchten Gruppen
des ACS und der SAP keinen signifikanten Unterschied.

Der haufigere Gebrauch von Beta-Blockern bei Patienten mit einer SAP ist durch
die Ursache zu erklaren, dass diese zur elektiven Durchfuhrung der perkutanen

Koronarintervention gebeten werden. Die Diagnose einer koronaren
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Herzkrankheit und eine medikamentdose Therapie ist daher bereits initiiert
worden.

Der haufigere Gebrauch von Antidiabetika in der Gruppe des ACS, trotz einer
ahnlichen Rate eines Diabetes Mellitus in den beiden Gruppen lasst vermuten,
dass erstere sich in einem fortgeschrittenen Stadium des Diabetes Mellitus

befinden.

Die Laborparameter fur eine Myokardschadigung sind bei Patienten mit einem
ACS erwartungsgemal} hoher.

4.2. Klinische Bedeutung der BMP-2-Konzentration

BMP-2 induziert durch diverse Faktoren wie Hypoxie und turbulenten Blutfluss
die Differenzierung von glatten Muskelzellen zu einem osteoblastischen
Phanotyp [92].

Zudem tragt es zur Migration der glatten Muskelzellen von der Media in die Intima
bei [93]. Somit spielt es in Relation mit weiteren Faktoren eine entscheidende
Rolle, insbesondere bei der Entstehung und bei dem Progress der
Arteriosklerose.

Abseits der Atherosklerose ist die Wichtigkeit von BMP-2 bei der Frakturheilung
bekannt. Daruber hinaus ist es von enormer Bedeutung fur die regelhafte

Entwicklung der Herzklappen, Septen sowie fur das vierkdammerige Herz [89].

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die mittlere BMP-2-Konzentration
in den untersuchten Subpopulationen bei Patienten, die unter einer SAP leiden
hoher ist als bei Patienten mit einem ACS. Vor allem zeigt sich ein statistisch
relevanter Unterschied in den nicht-klassischen Monozyten.

Die hohere Expression auf nicht-klassischen Monozyten im Vergleich zu
klassischen Monozyten konnte Dbereits bei Mehrgefalerkrankten mit

hohergradigen Stenosen nachgewiesen werden [116].
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Ein Ansatz zur Erklarung der hoheren Konzentration bei Patienten mit einer SAP
ist, dass das ACS durch minder-stenosierte Lasionen ausgelost wird. Patienten
mit einer SAP haben hingegen schwerere Stenosen und einen hoheren Grad an
Kalzifikationen, welche auch ihre Symptomatik erklaren [117]. BMP2 tragt
entsprechend dieser Aussage durch verstarkte Gefallwandkalzifizierung zum
Progress der Atherosklerose bei.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass vor allem nicht-klassische Monozyten
eine erhebliche Rolle bei inflammatorischen Erkrankungen spielen. Klassische
Monozyten hingegen ubernehmen eine phagozytare Funktion [118]. Intermediare
Monozyten nehmen, wie der Name vermuten lasst, eine Zwischenform ein [118].
Somit kann die Inflammation, welche bei der Atherosklerose als gegeben zu
betrachten ist, als eine Erklarung fur den signifikanten Unterschied in der Gruppe
der nicht-klassischen Monozyten gedeutet werden. Auch die Abnahme der
mittleren Konzentration von nicht-klassischen Monozyten uber die intermediaren
Monozyten zu den klassischen Monozyten lasst sich hieraus ableiten.

Weitere Studien belegen einen Zusammenhang zwischen plasmatischer BMP2-
Konzentration und Kalzifikation bei Patienten mit einem Typ-2 Diabetes [119].
Ein Zusammenhang zwischen plasmatischem BMP2 und In-Stent-Restenosen
[120], sowie eine chemotaktische Funktion auf Monozyten und die Induzierung

der Adhasion der Monozyten auf Endothelzellen konnte belegt werden [121].

Der erhdhte Verbrauch von BMP-2 bei Patienten mit einem ACS stellt eine
weitere Moglichkeit der geringeren BMP-2-Konzentration dar. Moglich ware auch
eine erhohte Sezernierung von BMP-2 durch die Monozyten.

Zusammenfassend wird deutlich, dass BMP-2 eine wichtigere Rolle in der SAP
als in dem ACS einnimmt, da die mittlere AntikOrper-Konzentration bei nicht-
klassischen Monozyten signifikant hoher ist. Als Ursache hierfir kommt die
verstarkte Gefallwandkalzifizierung durch BMP-2 in Frage, welche sich durch die
erwahnten Studien bezuglich In-Stent-Restenosen bestatigen lasst. Es besteht
die Mdglichkeit, dass BMP-2 als prognostischer Marker fur die Entstehung der

Atherosklerose und insbesondere fur die stabile Angina Pectoris von Nutzen ist.
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Um diese These abschlieRend bewerten zu kdnnen, musste der Effekt von BMP-
2 isoliert von anderen Krankheiten und Einflissen betrachtet werden. Zudem sind

eine groRere Kohorte und wiederholte Messungen von Noten.
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4.3. Klinische Bedeutung der BMP-4-Konzentration

BMP4 tragt wie auch BMP2 zur Differenzierung von glatten Muskelzellen zu
einem osteoblastischen Phanotyp bei. Hierbei wird es sowohl von Endothelzellen
als auch von Schaumzellen produziert [92]. Vor allem zeigt sich eine erhohte
BMP4-Expression auf Endothelzellen, welche den atherosklerotischen Plaques
aufliegen [99].

Die in dieser Studie gemessene mittlere BMP4-Konzentration verhalt sich
vergleichbar zu der mittleren BMP2-Konzentration. Dabei zeigt sich eine héhere
Konzentration bei Patienten mit einer stabilen Angina Pectoris. Die hdchste
absolute Konzentration stellte sich auf den nicht-klassischen Monozyten dar.
Beckman et al. untersuchten die Kalzifizierung der Koronararterien mittels
intravaskularen Ultraschalles. Hierbei wurde deutlich, dass Patienten mit einer
SAP einen hoheren Grad an Kalzifikationen und somit eine hohergradige
Stenose aufweisen als Patienten mit einer instabilen Angina und einem
Myokardinfarkt [117]. Dieser Sachverhalt steht im Einklang zu den mittleren
BMP2- und BMP4-Konzentrationen unter der Pramisse, dass BMP2 und BMP4
zur Kalzifizierung beitragen.

Park et al. zeigten, dass die BMP4-Konzentration im Serum bei Patienten mit
einer Mehrgefallerkrankung im Vergleich zu Patienten mit einer
Eingefalierkrankung niedriger ist [122].

Diverse Studien belegen, dass die Bedeutung von BMP4 vor allem in den initialen
Zugen der Atherosklerose liegt, da BMP4 eine eminente Rolle bei der
Monozyten-Adhasion an das Endothel einnimmt [99]. Hieraus lasst sich eine
weitere mogliche Erklarung fur die Abnahme der BMP4-Konzentration bei
Patienten mit einem ACS erschlielen. Ein weiterer Erklarungsansatz der
verminderten BMP4-Konzentration konnte das Resultat von BMP4-
Ablagerungen in den Endothelzellen oberhalb der Schaumzellen der
atherosklerotischen Plaques sein [99].

Buyukterzi et al. wiesen einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen

BMP-4 und dem akuten Koronarsyndrom nach. Sie kamen zu der
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Schlussfolgerung, dass eine diagnostische Wertigkeit von BMP-4 bei Patienten
mit einem akuten Koronarsyndrom moglich sei [123].

Andere Studien hingegen milderten die Bedeutung von BMP4 ab, da der BMP-
Rezeptor-2 unabhangig von BMP4 die Expression von ICAM-1 und VCAM-1
hochfahren und die endotheliale Inflammation einleiten konnte [124].
Schlussfolgernd existieren gegensatzliche Meinungen zur Bedeutung von BMP-

4 bei der Atherosklerose.

Diese Arbeit belegt keinen statistisch signifikanten Unterschied in den Gruppen
der stabilen Angina Pectoris und des akuten Koronarsyndroms. Folgende
Limitationen dienen als mogliche Ursache dieses Umstandes: Diese Arbeit weist
eine relativ kleine Kohorte, gemessen an der Anzahl der Patienten, die innerhalb
eines Jahres ein akutes Koronarsyndrom oder eine stabile Angina Pectoris
erleiden, auf. Zudem fehlt in dieser Doktorarbeit die Referenz zu gesunden
Patienten.

Es handelt sich hierbei um eine Querschnittsstudie, da die monozytaren
Antikdrperkonzentrationen nur zum Zeitpunkt X gemessen wurden. Aufgrund
dessen konnen keine Aussagen Uber den Verlauf der Antikdrperkonzentrationen
getroffen werden.

Etwaige Tagesschwankungen oder Basalspiegel dieser Antikorper kdnnen nicht
suffizient aufgefuhrt werden. Die vorliegenden Daten beantworten zudem nicht
die Frage, ob eine zusatzliche Veranderung der monozytaren

Antikorperkonzentrationen durch Begleiterkrankungen vorliegt.

Eine endgultige prognostische Wertung dieser Studie ist nicht moglich, da keine
Nachverfolgungszeit eingeplant wurde. Folglich ist keine Aussage daruber zu
treffen, ob die unterschiedlichen Antikdrperkonzentrationen einen Einfluss Uber

den Ausgang der Erkrankung hatten.

Demnach lasst sich keine abschlieRende Bewertung zur klinischen Relevanz des
BMP-4 eruieren. Es zeigt sich jedoch kongruent zu der Mehrheit der bereits
erwahnten Studien, die besagen, dass BMP-4 eine wichtigere Rolle bei der
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stabilen Angina Pectoris im Vergleich zum ACS einnimmt. BMP4 tragt namlich
durch den erhohten Grad an Kalzifikation bei Patienten mit einer SAP zur

Entstehung der Athorosklerose bei.

4.4. Klinische Bedeutung der BMP-7-Konzentration

BMP-7 zeichnet sich durch seine kontrare Funktion zu BMP2 und BMP4 aus,
indem es durch diverse Mechanismen eine anti-entzindliche Wirkung ausubt.
Hierzu zahlt unter anderem die Abnahme von pro-inflammatorischen Zytokinen
[102]. In dieser Kohorte zeigt BMP-7 eine erhohte mittlere Konzentration auf
klassischen Monozyten bei Patienten mit einem ACS. Uberdies verhalt es sich
analog zu BMP2 und BMP4, wobei die mittlere Konzentration in absoluten Zahlen
deutlich geringer ausfallt. Wie bereits erlautert, lasst sich die geringere
Konzentration auf die anti-entztuindliche Wirkung von BMP-7 zurtckfuhren [125].
Es konnte nachgewiesen werden, dass BMP7 die Fahigkeit zur Umwandlung von
Monozyten zu den antiinflammatorischen M2 Makrophagen besitzt sowie die
Plaque-Formation inhibieren kann [102] [125]. Die Umwandlung von BMP7-
positiven Monozyten zu M2-Makrophagen kann einer der Grunde fur die
niedrigeren Antikorper-Konzentrationen sein.

Andere Studien verdeutlichen hingegen, dass M2 Makrophagen nach Aufnahme
von oxidiertem LDL durch pro-inflammatorische Attribute in Erscheinung treten
[105].

Sovershaev et al. bewiesen, dass die BMP7-Konzentration in lipid-reichen
atherosklerotischen Plaques hoher anfallt, als in Calcium-reichen Plaques.
Zudem stellen sie die These auf, dass die in den atherosklerotischen Plaques
vorhandenen Makrophagen nach Stimulation durch BMP7 tissue factor (TF)
bilden. Schlussendlich tragt es somit zur Thrombogenitat und Plaque-Instabilitat
bei [105] [126]. Daruber hinaus zeigten sie erstmalig, dass BMP-7 bei der
Migration und Adhasion von Monozyten an das Endothel beitragt [127]. Hierdurch
gewinnt BMP-7 noch einmal an Komplexitat und zeigt je nach Studienlage

vermehrt pro-inflammatorische Charakterzuge auf.
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Wie die Fulle an Studien aufweisen, ist bis dato keine abschlieliende Beurteilung
uber die Funktion von BMP-7 moglich. Auch diese Arbeit lasst aufgrund der
fehlenden statistischen Signifikanz keine endgultige Aussage Uber die Funktion
von BMP-7 in den Gruppen der SAP und des ACS zu.

4.5. Klinische Bedeutung der MIF-Konzentration

MIF spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und vor allem bei der
Progression der Atherosklerose [50]. Es tragt zur Rekrutierung der
Entzindungszellen, zur Migration von Makrophagen in die Gefallwand und die
Umwandlung derer zu Schaumzellen bei [51, 52]. Weiterhin ist es wichtig fur die

Stabilitdt und Zusammensetzung der atherosklerotischen Plaque.

Nicht-klassische sowie intermediare Monozyten verhalten sich, trotz fehlender
Signifikanz, ahnlich zu den bisher erwahnten Antikorpern in den beiden Gruppen.
Auf klassischen Monozyten hingegen ist die mittlere MIF-Konzentration bei
Patienten mit einem ACS um einen nicht-signifikanten Anteil erhoht. Ein
Erklarungsansatz dieses Umstandes ist, dass MIF eine bedeutendere Rolle bei
der Entstehung des ACS zuzurechnen ist. Die hohere Konzentration auf
klassischen Monozyten konnte dem ftrivialen Umstand geschuldet sein, dass
klassische Monozyten 80-90% der Gesamtpopulation ausmachen. Es konnte
gezeigt werden, dass eine hohere Konzentration von klassischen Monozyten mit
einem hoheren Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse einhergeht [128]. Dies
wurde dem hoheren kardiovaskularen Risiko eines ACS im Vergleich zu einem

SAP entsprechen, wie eine Studie in einer chinesischen Kohorte belegte [129].

Studien bei ACS-Patienten mit culprit-lesions, die zu Plaque-Rupturen fuhrten,
zeigten, dass diese eine erhohte MIF-Konzentration aufweisen [57]. Ob MIF
somit als prognostischer Marker fur Plaque-Instabilitaten und dem ACS dienen
kann, konnte bisher nicht abschlieend beantwortet werden [58].

Ein statistisch signifikanter Unterschied der MIF-Konzentration in den

Untergruppen des ACS konnte bisher nicht belegt werden [130]. Es zeigte sich
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jedoch stets eine hohere MIF-Konzentration bei Patienten mit einem ACS im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe.

AbschlielRend ist dem MIF auch eine zirkadiane Rhythmik nachzuweisen [131],
weshalb nicht endgulltig zu beurteilen ist, ob die gemessenen
Antikdrperkonzentrationen zu einem anderen Zeitpunkt, innerhalb des
gegebenen Intervalls von 24h pra-, bis post-Koronarintervention, reproduzierbare

Resultate erzeugen wurde.

4.6. Klinische Bedeutung der Gremlin-Konzentration

Gremlin-1 stellt das Gegenstuck zu MIF dar. Wahrend MIF zu einer
Entzindungsreaktion fuhrt, schwacht Gremlin-1 eine UberschieRende
Entzindungsreaktion ab [74]. Zudem zeigten Muller et al., dass Gremlin-1 sowohl
die Monozyten-Differenzierung und die TNF-alpha Sekretion inhibiert, als auch
den Monozyten/Makrophagen-Gehalt von atherosklerotischen Plaques reduziert
[75].

Eine weitere Studie von Muller et al. belegt, dass nicht Gremlin-1 und MIF im
Einzelnen, jedoch das Verhaltnis von Gremlin-1 zu MIF mit dem Schweregrad
der koronaren Herzkrankheit korreliert [76]. Hierbei zeigten gesunde Probanden
den hochsten Grem-1/MIF-Quotienten. Im Vergleich der beiden Gruppen hatten
Patienten mit einem ACS einen niedrigeren Quotienten als Patienten mit einer
SAP [76]. Des Weiteren wurden die einzelnen Gruppen des ACS analysiert. Es
zeigten sich Quotienten, die im Folgenden in absteigender Reihenfolge
aufgelistet werden: Instabile Angina Pectoris, NSTEMI, STEMI [76]. Weiterhin
lies sich eine inverse Korrelation zwischen dem Grem-1/MIF-Quotienten und der
Thrombuslast nachweisen. Patienten mit einem hohen Quotienten verzeichneten
eine vergleichsweise geringere Thrombuslast im Vergleich zu Patienten mit

einem niedrigeren Quotienten [76].

Wie bereits erwahnt ist Gremlin als Counterpart zu MIF anzusehen und stellt
daher eine eher protektive Rolle bei der Entstehung und Prognose der KHK dar
[132].
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Somit wurde eine hohe bzw. eine hohere Konzentration von Gremlin-1 im
Vergleich zu MIF, ahnlich zur erwahnten Studie von Muller et al, diesen
protektiven Faktor bestatigen.

Diese Arbeit weist keinen signifikanten Unterschied in den beiden Gruppen der
SAP und des ACS auf. Es zeigt sich lediglich eine leicht hOhere, mittlere Gremlin-
1-Konzentration auf nicht-klassischen Monozyten in der Gruppe des ACS.
Ansonsten zeigen die Monozyten eine minimal starkere, mittlere Konzentration
in der Gruppe der SAP.

Ein limitierender Faktor dieser Arbeit stellt der Zeitpunkt der Blutentnahme dar,
da nachgewiesen werden konnte, dass Gremlin-1 in das Blutplasma sezerniert
wird [133]. Somit sind die hier gegebenen Daten nicht abschlieliend zu bewerten

und konnten je nach Zeitpunkt variieren.

Alles in allem zeichnet sich Gremlin-1 durch die gegensatzliche Wirkung zu MIF
aus. Die erwahnten Studien belegen die protektive Wirkung von Gremlin-1. Diese
Arbeit kann jedoch keine abschlieRende Bewertung uber die prognostische

Wertigkeit innerhalb der gegebenen Gruppen der SAP und des ACS abgeben.
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5. Zusammenfassung

Die koronare Herzkrankheit ist eine chronische Erkrankung des Herzens, welche
auf Grundlage von Atherosklerose die Koronararterien im Sinne einer stabilen
Angina Pectoris zunehmend einengt. Bei den akuten Formen, zu welchen die
IAP, der NSTEMI und der STEMI gehoren, sind als pathophysiologischer
Mechanismus vordergrindig die Thromboembolien zu erwahnen. Ihre Brisanz
und Wichtigkeit bestatigt die KHK durch die Tatsache, dass sie als Rangfuhrer
der haufigsten Todesursachen in den Industriestaaten gelistet wird.

Monozyten und monozytare Rezeptoren nehmen eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese der Atherosklerose ein und wurden in dieser Arbeit genauer
erortert. Hierzu wurden die monozytaren Antikdrperkonzentration von BMP2,
BMP4, BMP7, MIF und Gremlin-1 in den beiden Gruppen SAP und ACS mittels

Durchflusszytometrie gemessen und vergleichend ausgewertet.

Die Baseline Charakteristika zeigen, dass Patienten, die unter Vorhofflimmern
leiden zu einem statistisch signifikant hoheren Prozentsatz zu der Gruppe des
ACS gehoren. Eine Erklarung findet sich in der Pathogenese des
Vorhoffimmerns, da es wunter anderem durch Komplikationen des
Myokardinfarktes entstehen kann.

Wie zu erwarten, sind auch die Parameter des Myokardschadens in der Gruppe

des akuten Koronarsyndroms hohergelegen.

Es stellte sich ein statistisch signifikanter Unterschied bei der Expression von
BMP2 auf nicht-klassischen Monozyten dar. Hierbei ist die mittlere
Antikdrperkonzentration in der Gruppe der SAP hoher angesiedelt. Dies steht im
Einklang mit renommierten Studien, welche besagen, dass Patienten mit einer
SAP einen hoheren Grad an Kalzifikationen aufweisen sowie unter
hohergradigen Stenosen leiden. BMP2 tragt hierbei Uber eine verstarkte
Gefallwandkalzifizierung zum Progress der Atherosklerose bei. Daruber hinaus
sind vor allem nicht-klassische Monozyten bei inflammatorischen Erkrankungen

von grofRer Bedeutung. Auch die Expression folgender Oberflachenmarker ist bei
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Patienten mit einer stabilen Angina Pectoris hoher angesiedelt: BMP-4 auf
klassischen-, nicht-klassischen und intermediaren Monozyten, BMP-7 auf nicht-
klassischen und intermediaren Monozyten, MIF auf intermediaren Monozyten
sowie Gremlin auf klassischen und intermediaren Monozyten. Der Nachweis
einer statistischen Signifikanz gelingt jedoch nicht, weshalb kein eindeutiger

Rickschluss Uber diese Marker zu ziehen ist.

Diese Arbeit belegt erneut die Wichtigkeit der Monozyten, der monozytaren
Proteine sowie Antikorper bei der Entstehung und der moglichen Behandlung der
Atherosklerose, sowie der KHK. Es stellte sich heraus, dass vor allem BMP2 das
Potential besitzt, als prognostischer Marker fur die Entstehung der
Atherosklerose und der stabilen Angina Pectoris zu dienen.

Nichtsdestotrotz sind weitere Studien Uber die genaue Pathogenese dieser
Erkrankung notwendig, um neue diagnostische-, und therapeutische
Moglichkeiten zu schaffen. Um diese Lucken zu fullen gilt es weitere Studien uber
folgende Aspekte zu klaren: Die Funktion und Interaktion der monozytaren
Marker, der Basalspiegel sowie der Verlauf dieser Uber 24h, die Veranderung der
Marker durch Ablagerungen, der Einfluss von Nebenerkrankungen auf die
Marker sowie die prognostische Bedeutung der Antikdrper im Sinne einer Follow-

up-Studie.
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