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1 Einleitung

1.1 Pathophysiologie der Atherosklerose

Die Atherosklerose ist ein wichtiger Baustein der Pathogenese des akuten Myo-
kardinfarkts. Durch Risikofaktoren wie Rauchen, Diabetes mellitus, erhohtem
Blutdruck oder erhéhtem Low-density Lipoprotein (LDL) kommt es zu einer en-
dothelialen Dysfunktion im Gefal3system. Diese fuhrt zur Permeabilitatssteige-
rung und Einwanderung von Thrombozyten, Leukozyten und LDL. Insgesamt bil-
det sich ein inflammatorisches und adhésives Milieu an der Intima aus, welches
durch die Ausschittung von Zytokinen, vasoaktiven Molekilen und Wachstums-
faktoren aufrechterhalten wird. Besonders anfallig hierfur sind hamodynamisch
turbulente Arterienaufzweigungen oder Bifurkationen (Abschnitt vgl. (Russell;
Ross 1999)).

Insgesamt setzt sich eine Kaskade an Vorgédngen in Gang. So kommt es
durch die Endothelzellen zur erhéhten Ausschittung von monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1) was zur vermehrten Monozytenrekrutierung
fuhrt (Wiesner et al. 2013). Auch die Ausschittung von vascular cell adhesion
molecules (VCAM-1) verstarkt die Einwanderung von Monozyten und Makropha-
gen zusatzlich (Geisler & Bhatt 2004). Macrophage colony-stimulating factor (M-
CSF) bewirkt zudem eine erhdhte Expression von sogenannten Scavenger-Re-
zeptoren auf aktivierten Makrophagen, die wiederum zur Aufnahme von oxidier-
tem LDL fihren und somit die Umwandlung in Schaumzellen erméglichen. Durch
den Wachstumsfaktor platelet-derived growth factor (PDGF) wandern glatte Mus-
kelzellen aus der Media in die Intima des GefalR3es und bilden extrazellulare Mat-
rix, die die GefaBRwand immer mehr verdickt und die typischen Plaques der
Atherosklerose ausbildet (Geisler & Bhatt 2004).

Die glatten Muskelzellen werden zudem durch Matrix-/Metalloproteinasen in die
Intima gelockt, diese weisen dann lokal bei instabilen Plagues eine erhdhte Kon-
zentration auf (Galis et al. 1994). Insgesamt bildet sich also ein nekrotischer Kern

aus, der unter anderem aus apoptotisch zugrunde gegangenen Makrophagen



besteht. (Gonzalez & Trigatti 2017). Der Gewebefaktor, tissue factor (TF), ein
Transmembranprotein mit Kofaktor VII/VIla, welches die Gerinnungskaskade in
Gang setzt, findet sich auch schon in friilhen Stadien von atherosklerotischen La-
sionen (Hatakeyama et al. 1997). TF wird kontinuierlich in perivaskularem Ge-
webe exprimiert und findet sich in glatten Muskelzellen und Fibroblasten der Ad-
ventitia (Flossel et al. 1994; Fleck et al. 1990; Drake et al. 1989). Unter physiolo-
gischen Bedingungen wird er weder vom Endothel noch von zirkulierenden Zel-
len gebildet. Bei der Atherosklerose kommt es jedoch durch Plaqueruptur TF ge-
triggert zur Thrombose und im Falle der Koronararterien zur Myokardischamie
(Owens & Mackman 2012).

1.2 Epidemiologie des Myokardinfarkts

Im Jahr 2017 war der akute Myokardinfarkt nach der chronisch ischamischen
Herzkrankheit auf Rang zwei der haufigsten Todesursachen in Deutschland. Da-
bei waren rund 27 100 Manner und rund 19 800 Frauen betroffen, eine graphi-
sche Darstellung hiervon ist der Abbildung 1 zu entnehmen (Statistisches Bun-
desamt (Destatis) 2019 a). Insgesamt starben also 46 966 Menschen im Jahr
2017 (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2019 b) am Herzinfarkt. Und auch in
Zukunft wird es zu einer steten Zunahme der Herzinfarktfalle kommen. So zeigen
Vorausberechnungen (Grundlage ist das Bundes-Gesundheitssurvey 1998, das
Augsburger Herzinfarktregister und die 9. koordinierte Bevolkerungsvorausbe-
rechnung) eine deutliche Erh6hung der Inzidenzfalle pro Jahr. Die Zahl der Herz-
infarkte wird im Jahr 2050 um Uber 100 000 Falle mehr bei der ménnlichen Be-
volkerung und um Uber 92 000 Falle mehr bei der weiblichen Bevdlkerung im
Vergleich zur Erhebung im Ausgangsjahr 1998 steigen. Zusatzlich steigt, dank
der guten Akutversorgung, auch die Zahl der Herzinfarkttrager was insgesamt
zukunftig zu einem hohen kardiologischen Patientenaufkommen fihren wird, was
eine grof3e Herausforderung fir das deutsche Gesundheitssystem darstellen
wird (Abschnitt vgl.(Wiesner et al. 2002)).



Laut dem deutschen Herzbericht 2017 ist die Zahl an KHK-bedingten Aufnahmen
ins Krankenhaus seit dem Jahr 2000 abnehmend. Die Zahl der vollstationar mit
KHK  behandelten Patienten sank von 1995 bis 2016 um
17,9 %, bei den 65- bis Unter-75-Jahrigen sogar um 39 %. Zwei Drittel der Herz-
infarkte 2015 betrafen in Deutschland Manner, deren Prognose immer noch
schlechter ist als die der Frauen. Eindrucksvoll ist die Abnahme der Sterbeziffer.
Wahrend im Jahr 1990 noch 85.625 Menschen an einem Herzinfarkt starben, ist
im Jahr 2015 ein Ruckgang der absoluten Zahl auf 49.210 Menschen zu ver-
zeichnen (Deutsche Gesellschaft fur Kardiologie 2018 a). Laut dem Prasidenten
der Deutschen Gesellschaft fur Kardiologie Hugo Katus sind unter anderem ein
verbessertes Notarzt-System, strukturelle und therapeutische Mal3nahmen in
den Krankenhausern und eine Verminderung der ,Pforte-Ballon-Zeit* fur diese
Reduktion der Herzinfarktmortalitat maf3geblich mitverantwortlich (Deutsche Ge-
sellschaft fur Kardiologie 2018 b).

Haufigste Todesursachen 2017

in Tsd.

Chronisch ischdmische e 0,8
Herzkrankheit s 36,1
Akuter Myokardinfarkt s 2 7,1
(Herzinfarkt) e 19,8

Lungen- und s 2 8, 7
Bronchialkrebs e 16,4

Nicht ndher bezeichnete Eeessssssssss—— 12,6

Demenz e 2 6,9
Herzinsuffizienz (Herzschwéache, e ——— 14,1

Herzmuskelschwiche) e 2 4, 1
Sonstige chronische EEEes—— ] 7 4

obstruktive Lungenkrankheit —— 14,7

Hypertensive ee— 7,1

Herzkrankheit I 17 4

Vorhofflimmern und —— 7,4

Vorhofflattern s 13,6

Pneumonie, Erreger nicht ee——— O 4

naher bezeichnet —9,7

Brustdriisenkrebs 10,1

(Mamma) s 18,4

W Mannlich m Weiblich

Abbildung 1: Haufigste Todesursachen 2017
Statistisches Bundesamt (Destatis), 2019



1.3 Akutes Koronarsyndrom

Der Ausdruck akutes Koronarsyndrom beinhaltet klinische Symptome wie den
Brustschmerz, die mit einer akuten kardialen Ischamie einhergehen und umfasst
neben dem akuten Myokardinfarkt, der weiter in einen ST-Hebungsinfarkt
(STEMI) und Nicht-ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI) unterteilt werden kann, auch
die instabile Angina pectoris (IAP). Der NSTEMI und die instabile AP haben einen
ahnlichen pathophysiologischen Ursprung und prasentieren sich auch klinisch
ahnlich, unterscheiden sich aber entscheidend in ihrer Schwere.
Ein NSTEMI kann diagnostiziert werden, wenn es tatséachlich zur Myozytenne-
krose mit Freiwerden des herzspezifischen Enzyms Troponin | oder T kommt. Bei
der instabilen AP kommt es zu keiner Nekrose und damit auch zu keiner Freiset-
zung von Troponin, sondern zur myokardialen Ischamie (Abschnitt vgl. (Kumar &
Cannon 2009)). Die Leitlinien der European Society of Cardiology (ESC) definie-
ren den STEMI als Anstieg und/oder Abfall der kardialen Biomarker mit mindes-
tens einem der folgenden Zeichen von Ischamie: neue ST-Strecken-Veranderun-
gen, neuer Linksschenkelblock, Auftreten einer pathologischen Q-Zacke oder ein
bildgebender Nachweis des Kardiomyozytenverlusts und letztendlich die koro-
narangiographische Bestéatigung eines intrakoronaren Thrombus (Ahmed et al.
2016; Steg et al. 2012).

Bei der Therapie des akuten Myokardinfarkts spielt die Wiedererdffnung des ver-
schlossenen Koronargefal3es eine entscheidende Rolle. Vor allem beim STEMI
muss dies so bald wie nur moéglich geschehen. In der neuen Leitlinie des ESC
von 2017 wurde der Begriff der ,Pforte-Ballon-Zeit“ verlassen. Stattdessen soll
nun innerhalb von 90 Minuten nach der Ableitung eines EKGs durch medizini-
sches Fachpersonal in dem ein ST-Hebungsinfarkt festgestellt werden konnte,
eine perkutane Koronarintervention (PCI) angestrebt werden. D.h. die Zeit bis zur
Reperfusion sollte 90 Minuten nicht Gberschreiten. Fur die Patienten, die sich
schon in einem Krankenhaus mit Herzkatheterlabor befinden, sollte eine Zeit von
unter 60 Minuten durchgesetzt werden. Ist die Durchfuhrung einer PCI erst ab

Uber 120 Minuten nach Diagnose eines STEMI realisierbar, sollte eine



fibrinolytische Therapie begonnen werden (Abschnitt vgl. (Tubaro 2018)). Fur die
PCl ist ein Gefal3zugang Uber die A. radialis, dem der A. femoralis aufgrund nied-
rigerer Komplikationsrate Uberlegen (Valgimigli et al. 2015). Statt bare metal
stents (BMS) sollten drug eluting stents (DES) verwendet werden (Sabate et al.
2016). Bei einer Mehrgefal3erkrankung sollten auch andere Koronararterien, die
primar nicht flr den Infarkt verantwortlich waren, einer kompletten Revaskulari-
sation zugefuhrt werden, am besten im Rahmen des initialen Krankenhausauf-
enthalts. Eine Ausnahme stellen Patienten mit kardiogenem Schock bei Auf-
nahme dar, diese sollten sofort eine komplette Revaskularisation erhalten (Smits
et al. 2017; Wald et al. 2013; Engstrom et al. 2015). Heparin wird weiterhin peri-
prozedural zur Antikoagulation verabreicht, hierbei wurde in der ESC- Leitlinie
2017 der Nutzen von Enoxaparin durch die ATOLL Studie (Montalescot et al.
2011) und die Metaanalyse von Silvain et al. aufgewertet. Unfraktioniertes Hepa-
rin besitzt jedoch immer noch einen héheren Empfehlungsgrad (Tubaro 2018).
Nach erfolgter PCI spielt die duale Plattchenhemmung (DAPT) fir die weitere
Therapieplanung eine wichtige Rolle. Beim STEMI wird die Einnahme eines po-
tenten P2Y12-Inhibitors wie Ticagrelor oder Prasugrel mit Acetylsalicylsaure fur
in der Regel 12 Monate empfohlen (Neumann et al. 2018). Je nach individuellem
Ischamie- und Blutungsrisiko oder Zusatzindikationen des Patienten kann die
Dauer der DAPT verkirzt oder verlangert werden (Neumann et al. 2018). Die
Auswahl des Stents hat laut aktualisierten Leitlinien keinen Einfluss mehr auf die
Dauer der DAPT (Neumann et al. 2018).

1.4 Reperfusionsschaden

Die therapeutisch wiederhergestellte Perfusion im akut verschlossenen Gefald
kann paradoxerweise nicht nur eine vorteilhafte Wirkung im Myokard erzielen.
Der Schaden besteht konkret aus Kardiomyozyten, die vor der Durchfiihrung der
Reperfusion noch lebensfahig waren (Piper et al. 1998). Studien an Tieren erga-
ben, dass bis zu 50% der endgdltigen Infarktgréf3e durch den Reperfusionsscha-
den zustande kommt (Yellon & Hausenloy 2007). Auf zellularer Ebene kommt es

zur anaeroben Glykolyse im ischdmischen Myokard, was zu einer raschen



Abnahme des intrazellularen pH-Werts und einer Verminderung der Troponin C-
Sensitivitat gegeniber Phosphofruktokinase und Ca?* fuhrt, was wiederum Ver-
lust von Kontraktilitat und Schwellen der Zelle verursacht (Sanada et al. 2011).
AuRRerdem kommt es durch den ATP-Mangel zur Inaktivierung der Na*/K* AT-
Pase, der ATP abhangigen Ca?* Aufnahme und der aktiven Ca?* Exkretion, was
insgesamt zu einer Ca?* Uberladung der Zelle fiihrt (Sanada et al. 2011). Kommt
es zur Reperfusion werden viele Substrate wie Glucose, freie Fettsauren oder
Sauerstoff wiederangeliefert, die fur die Pravention eines weiteren ischamischen
Zellschadens wichtig sind, aber gleichzeitig auch den Reperfusionsschaden un-
terhalten (Sanada et al. 2011). Durch Normalisierung des pHs kommt es durch
den hohen H* Gradient getriggert zum Na*/H* Austausch und damit zum massi-
ven Na* Einstrom in die Zelle. Dieser unphysiologische Na* Gradient fuhrt zur
Umkehr der Arbeitsweise des Na*/Ca?* Austauschers, welcher Na* dann aus der
Zelle schafft, wahrend es intrazellular zur Ca?* Akkumulation kommt (Schafer et
al. 2001). Durch die Normalisierung des pHs kommt es zudem zum Wegfall der
Hemmung der Protease Calpain, zur Hyperkontraktur der Myozyten und zur An-
derung der mitochondrialen Permeabilitat. Insgesamt verschlimmert sich so also
der myokardiale Schaden schon wahrend der frihen Reperfusionsphase (Inserte
et al. 2011). Des Weiteren fuhrt die Reoxygenierung zur Aktivierung der Xanthi-
noxidase durch Ca?*- sensitive Proteasen (Kitakaze 2010) und der mitochondri-
alen Atmungskette. Es kommt in der Folge zum aeroben Stoffwechsel und so
zum massiven Anfall von reactive oxygen species (ROS) und zur Ausbildung von
Superoxid und Hydrogenperoxid (Granger & Kvietys 2015). Diese Vorgange re-
sultieren in einer Aktivierung von inflammatorischen Kaskaden mit Zytokinfreiset-
zung und Apoptose, zum direkten Schaden an DNA und Proteinen und zur Zer-
storung der Zellintegritat. Der Kardiomyozyt stirbt (Sanada et al. 2011).



1.5 Thrombozyten

1.5.1 Allgemeines

Thrombozyten (TZ) sind kernlose Zellen, die sich im Knochenmark von den Me-
gakaryozyten abschniren. Ihre Lebensdauer bei der Zirkulation im Blut betragt
ca. 10 Tage. Dabei bilden sie eine bikonvexe Scheibe mit 2,5 um Durchmesser
aus. Im Zytoplasma der TZ befinden sich Mitochondrien, Glykogenpartikel, Lyso-
somen und Speichergranula, die bei der Blutstillung entleert werden. Die Besei-
tigung von alten TZ geschieht durch Makrophagen mittels Phagozytose in der
Leber und Milz (Abschnitt vgl. (Lullmann-Rauch & Paulsen 2012)).

1.5.2 Sekretorische Granula der Thrombozyten

Thrombozyten (TZ) sind mit verschiedenen Granula beladen, die sie auf be-
stimmte Stimuli hin sezernieren und die sie so beféahigen mit anderen zirkulieren-
den Zellen zu kommunizieren. Die Exozytose geschieht unter Fusion der Vesikel
mit der Plasmamembran mit den Chaperon-Proteinen Rab27a und Muncl13-4.
Diese Fusion wird zusatzlich durch unterschiedliche soluble N-ethylmaleimide-
sensitive-factor attachment protein receptor (SNARE) Proteine reguliert ((Ab-
schnitt vgl. (Manne et al. 2017)). Es gibt drei unterschiedliche Typen von sekre-
torischen Granula: a-Granula, dichte Granula und Lysosomen. Davon stellen die
a-Granula mit 50-80 Granula pro Thrombozyt den grof3ten Anteil dar. Mit deren
Hilfe und der Hilfe des open canalicular system (OCS) kann der TZ seine Ober-
flache bei Aktivierung um das Zwei- bis Vierfache vergré3ern (Blair & Flaumen-
haft 2009; White & Clawson 1980). a-Granula beinhalten l6sliche Proteine oder
Rezeptoren die bei der Exozytose auf der Thrombozytenmembran verbleiben wie
z.B. auBz oder GP VI, die die Aktivierung der TZ und Verstarkung der Aggrega-
tion bewirken (Blair & Flaumenhaft 2009). Zudem beinhalten sie wichtige Fakto-
ren fur die Gerinnung: Faktor V, XI, XIl und das Thrombinvorlaufermolekil Pro-
thrombin (Golebiewska & Poole 2015). Um ein Gleichgewicht zwischen Héa-

mostase und Fibrinolyse zu garantieren und eine pathologische Thrombose unter



physiologischen Bedingungen zu verhindern, beinhalten die a-Granula auch anti-
koagulatorische Substanzen wie tissue factor pathway inhibitor (TFPI), Protein S,
Protease nexin-2 (Amyloid 3-A4 Protein), Plasmin und sein inaktives Vorlaufer-
molekul Plasminogen. So werden aktivierte Gerinnungsfaktoren inhibiert oder
auch Fibrinolyse gestartet (Blair & Flaumenhaft 2009; Golebiewska & Poole
2015).

Ein weiterer Bestandteil der a-Granula ist das P-Selektin welches bei Thrombozy-
tenaktivierung auf die Plasmamembran transferiert wird (Gawaz et al. 2005; Mer-
ten & Thiagarajan 2004). Die Expression ist bei der koronaren Herzkrankheit,
beim Myokardinfarkt, Schlaganfall und der peripheren arteriellen Verschluss-
krankheit (PAVK) erhoht (Gawaz et al. 2005; Merten & Thiagarajan 2004).
Ebenso moderiert P-Selektin die Interaktion der Plattchen mit Leukozyten, was
zusammenfassend ein prothrombogenes, inflammatorisches Milieu schafft (Ga-
waz et al. 2005; Merten & Thiagarajan 2004).

Die dichten Granula beinhalten ADP, ATP, GDP, 5-HT, Pyrophosphat, Magne-
sium und Calcium. Zusammen mit gebildetem Thromboxan A2 kommt es so zu
einem positiven Feedback-Mechanismus, der die Thrombozytenaggregation auf-
recht erhalt (Golebiewska & Poole 2015).

Die letzte Form von Granula sind Lysosomen, deren Aufgabe im Vergleich zu der
der anderen Granula weniger verstanden ist. Sie haben einen sauren pH und
beinhalten hydrolytische Enzyme wie beispielsweise Glykosidasen, Proteasen
und Kollagenasen (Rendu & Brohard-Bohn 2001, Ciferri et al. 2000). So kénnen
sie scheinbar an der Regulation der Thrombusformation und an der Umgestal-
tung der extrazellularen Matrix mitwirken (Rendu & Brohard-Bohn 2001; Ciferri et
al. 2000).

1.5.3 Die Rolle der Thrombozyten bei der Atherosklerose

Auch bei der Initiation der Atherosklerose spielen Thrombozyten eine Rolle. Vom
Endothel aktivierte Thrombozyten interagieren durch verschiedene Mechanis-
men mit Leukozyten. Leukozyten binden sich an adharente Blutplattchen tber
eine Interaktion zwischen P-selectin glycoprotein ligand 1 (PSGL-1) und P-
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Selektin und zwischen Mac-1- (amB2) und GPIba und zudem noch Uber andere
Rezeptoren an die Plattchenmembran. Dieser Vorgang fuhrt bei den Monozyten
zur Sekretion von diversen Chemokinen, Zytokinen und prokoagulatorischem TF,
zur Heraufregulation von Adhéasionsrezeptoren und zur eigenen Differenzierung
zu Makrophagen. So entsteht durch die Plattchen-Monozyten-Interaktion am En-
dothel des Gefal3es ein fur die atheromatdse Plaquebildung férderliches Milieu.
Dieses inflammatorische Milieu kann ebenso zu Atherothrombose fihren (Ab-
schnitt vgl. (Gawaz et al. 2005)). Zudem zeigen einige Daten, dass TZ an der
Atheroskleroseprogression beim Menschen beteiligt sind. So ist beispielsweise
bei kardiovaskularen Erkrankungen eine veranderte Plattchenantwort durch ent-
weder erhOhte prokoagulatorische Stimuli oder eine Verminderung von antiag-
gregatorischen Substanzen zu finden (Willoughby et al. 2002). Bei erhohter sys-
temischer Plattchenaktivitat konnte auRerdem eine beschleunigte Zunahme der
Intima- und Mediadicke der Arteria carotis communis bei Typ 2 Diabetikern nach-
gewiesen werden (Fateh-Moghadam et al. 2005). Aul3erdem finden sich Platelet
Factor 4 (PF4) und noch weitere von den TZ ausgehende Chemokine und
Wachstumsfaktoren in den atherosklerotischen Plagues des Menschen (Pitsilos
et al. 2003; Coppinger et al. 2004).

Insgesamt sind TZ also eine wichtige Schaltstelle fir Inflammation, Thrombose
und Atherogenese, da es durch die chronische Inflammation am Endothel der
Gefalle zur Ausbildung von atherosklerotischen Lasionen und somit schlimms-

tenfalls zur Atherothrombose kommt (Gawaz et al. 2005).

1.5.4 Die Rolle der Thrombozyten bei der Hamostase

Bei der Atherosklerose der Koronarien kann es nach jahrelangem ereignisfreiem
Uberleben plétzlich zu einer lebensbedrohlichen Plagueruptur mit Thrombose
kommen. Dies erklart sich durch die unterschiedliche Zusammensetzung und so-
mit Thrombogenitat der Plaques. Lipidreiche, weiche Plaques sind vulnerabler
als harte, kollagenreiche, von einer dicken fibrésen Kappe bedeckte Plaques.
Auch ein durch Makrophagen induziertes inflammatorisches Milieu und das



Fehlen von stabilisierenden glatten Muskelzellen erhoht die Rupturgefahr (Ab-
schnitt vgl. (Zhou et al. 1999)). Kommt es nun zur Ruptur der Plaque werden
thrombogene Komponenten exponiert und die Gerinnungskaskade sowie Throm-
busformation aktiviert (Shah 2003). Zu Beginn steht die Interaktion des von Wil-
lebrand Faktors der freigelegten extrazellularen Matrix mit dem Glykoprotein Ib-
V-IX Komplex, der das Einfangen der Thrombozyten an den Ort des Geschehens
ermdglicht (Varga-Szabo et al. 2008). Dieser Komplex besteht aus den vier Gly-
koprotein-Untereinheiten GPIb alpha, GPIb beta, GPIX und GPV, die je eine va-
riable Anzahl an Leucin-reichen repeats aufweisen. Treten hier pathologische
Veranderungen auf, kommt es zum Bernard-Soulier-Syndrom mit vermehrter
Blutungsneigung (Clemetson & Clemetson 1995). AnschlieRend kann das GPVI
der Thrombozyten an Kollagen binden, was zur weiteren Plattchenaktivierung
fuhrt und durch lokal freigesetztes Thrombin, ADP und Thromboxan Az verstarkt
wird. Dabei kommt es zur Hochregulation der hochaffinen Zelladhasionsmolekile
Integrin B1 und B2, die eine feste Thrombusbildung ermdglichen (Nieswandt et al.
2011). Die darauffolgende Thrombozytenaggregation wird durch Bindung von ge-
|I6stem Fibrinogen an Integrin allbB3 (auch GP llb/llla genannt), welches sich auf
der Thrombozytenoberflache befindet, bewirkt (Arya et al. 2003). Eine weitere
Aktivierung der Thrombozyten geschieht durch die in der Leber gebildete Serin-
protease Thrombin, die durch Bindung an die G-Protein-gekoppelten Protease-
aktivierten Rezeptoren zur Aggregation und Thrombusformation beitragt (Jarvis
et al. 2003; Martorell et al. 2008).

1.6 Apoptose

Die AkutmalRnahmen beim STEMI beinhalten eine rasche Wiederertffnung des
verschlossenen GefalRes durch PCI sowie thrombolytische Therapie um den is-
chamischen Schaden moéglichst gering zu halten (Yellon & Hausenloy 2007).
Durch diese Rekanalisierung kommt es durch den wiederhergestellten Blutfluss
im isch&mischen Myokard jedoch zuséatzlich zu einem Reperfusionsschaden.
Dieser fuhrt zum Zelltod durch Nekrose und Apoptose (Mocanu et al. 2000). Au-

Rerdem umgeben viele apoptotische Zellen das infarzierte Gewebe (Saraste et
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al. 1997). Apoptose wurde erstmals von Kerr 1979 als ein kontrollierter Abbau
von Zellen beschrieben, der zusammen mit der Mitose die Zellzahl in Geweben
reguliert. Hierbei kann der Zelltod durch eine Vielzahl von physiologischen oder
pathologischen Stimuli initiiert oder inhibiert werden. Unser heutiges Verstandnis
von Apoptose beim Menschen leitet sich unter anderem von Untersuchungen am
Fadenwurm Caenorhabditis elegans aus der Gruppe der Rhabditiden ab (Horvitz
1999). Hierbei zeigte sich der “programmierte Zelltod” bei der Entwicklung des
adulten Fadenwurms aus 1090 somatischen Zellen, von denen immer 131 Zellen
wahrend der Ausreifung apoptotisch zugrunde gingen. Dieser Vorgang zeigte
eine bemerkenswerte Genauigkeit und Unveranderlichkeit zu bestimmten Ent-
wicklungsstadien. Horvitz et al. identifizierten die Steuerung der Apoptose durch
die Gene ced-3, ced-4 (proapoptotisch) und ced-9 (antiapoptotisch). Ced-3 initi-
iert mit seinem Effektorprotein bei Caenorhabditis elegans die Apoptose, welches
den Caspasen beim Menschen homolog ist (Hengartner 1999). Auf zellularer
Ebene kommt es zu charakteristischen Veranderungen wie Schrumpfung der
Zelle und Pyknose (Kerr et al. 1972). Das Zytoskelett der Zelle wird durch Aspar-
tat-spezifische Proteasen gespalten, was zum Kollaps der subzellularen Be-
standteile sowie zu einem Abfall des Mitochondrienmembranpotentials fuhrt
(Hotchkiss et al. 2009). Die Zellorganellen werden in sog. apoptotic bodies von
der Plasmamembran abgeschnirt und bei erhaltener Integritat ohne inflammato-
rische Reaktion von Makrophagen phagozytiert (Elmore 2007).

1.6.1 Der intrinsische Signalweg der Apoptose

Der intrinsische Weg ist ein vom Mitochondrium abhangiger Weg, der durch in-
trazellulare, also nicht rezeptorvermittelte, Signale Apoptose einleitet. Trigger
kénnen z.B. Strahlung, Toxine, Hypoxie, Hyperthermie und freie Radikale sein.
Auch der Wegfall von bestimmten Wachstumsfaktoren, Zytokinen oder Hormo-
nen kann zur fehlenden Hemmung des Zelluntergangs und somit zur Apoptose
der Zelle fuhren. Dabei kommt es zur Anderung des Membranpotentials des Mi-
tochondriums, was durch eine Permeabilitdtsanderung der auf3eren Mitochond-

rienmembran gesteuert wird. Hier spielen die vielz&hligen Proteine der Bcl-2
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Familie eine grol3e Rolle, die sich in proapoptotische (z.B. Bcl-10, Bax, Bak, Bid,
Bad) und antiapoptotische (z.B. Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS) Proteine unterteilen
lassen (Abschnitt vgl. (EImore 2007)).

In einer gesunden Zelle zirkuliert Bax zwischen dem Zytosol und der auf3eren
Mitochondrienmembran umher und hat dabei immer wieder Kontakt mit dem anti-
apoptotischen Bcl-XL oder Bcl-2 (Edlich et al. 2011). Dieses Aquilibrium wird
durch BH3-only-Proteine wie beispielsweise Puma oder Bad gestort, die als
~oensoren fur zellularen Stress” angesehen werden. Es kommt zur Akkumulation
von Bax an der auf3eren Mitochondrienmembran, der Exposition eines neuen N-
terminalen Epitops (6A7) und somit zur Initiation der Apoptose durch Erhéhung
der Membranpermeabilitat (Edlich et al. 2011; Soriano & Scorrano 2011). Folglich
kommt es zur Freisetzung von Cytochrom C, Smac/DIABLO und der Serinpro-
tease HtrA2/Omi aus dem intermembrantésen Raum in das Zytosol der
Zelle (Saelens et al. 2004). Cytochrom C bindet apoptotic protease activating
factor 1 (APAF1), es bildet sich ein Apoptosom durch Oligomerisierung und fuhrt
zur Aktivierung und Rekrutierung von Procaspase 9, die dissoziiert und die Kas-
kade durch Spaltung von Caspase 3 in Gang setzt (Zou et al. 1999). Die ebenso
freigesetzten Proteine Smac/DIABLO und HtrA2/Omi fihren zur Neutralisierung
von inhibitor of apoptosis (IAP) und verstarken die katalytische Aktivitat des
Apoptosoms deutlich (Hill et al. 2004; Suzuki et al. 2001).

1.6.2 Der extrinsische Signalweg der Apoptose

Der extrinsische Signalweg wird Gber transmembrandse Rezeptoren vermittelt,
die der TNF Familie angehdren (Locksley et al. 2001). Diese tumor necrosis fac-
tor (TNF) Rezeptoren besitzen eine homologe cysteinreiche extrazellulare Do-
mane und eine aus rund 80 Aminosauren bestehende zytoplasmatische Todes-
domane, die bei Bindung eines Liganden das Signal nach intrazellular weitergibt
(Ashkenazi & Dixit 1998). Die am besten untersuchten Rezeptoren sind die To-
desrezeptoren CD95 (auch Apo oder Fas1 genannt) mit Ligand CD95 (auch FasL
genannt) und TNF R1 (auch CD120a oder p55 genannt) mit den Liganden TNFa
oder Lymphotoxin a (Ashkenazi & Dixit 1998). Bindet nun beispielsweise mem-
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brangebundenes Fas an seinen Rezeptor kommt es zur Konformationsénderung
und Ausbildung eines sogenannten death-inducing signaling complex (DISC).
Dieser beinhaltet das fas-associated death domain protein (FADD) und die
Caspasen 8 und 10, die durch autoproteolytische Prozessierung ihre aktive Pro-
teaseaktivitdt aufnehmen und so Apoptose einleiten kdnnen (Wajant 2002). So-
bald Caspase 8 aktiviert ist, setzt sich die Apoptosekaskade in Gang und die
Exekutionsphase der Zelle wird vollzogen (Elmore 2007). Der extrinsische Weg
Uber Rezeptoren kann jedoch auch moduliert werden. Das cytoplasmatische
FLICE Protein FLIP (cFLIP) ist ein potenter Inhibitor und hemmt die Aktivierung
Uber CD95L und tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)
indem es mit DISC interferiert (Kavuri et al. 2011; Wachter et al. 2004). Kontro-
vers diskutiert wird die Tatsache ob und in welchem Mal3e es eine Verbindung
zwischen den beiden Signalwegen der Apoptose gibt. Auf molekularer Ebene
kommt es zur Proteolyse von BID (antiapoptotisches Protein des intrinsischen
Weges) zu tBID durch Caspase 8, welche DISC und somit dem extrinsischen
Weg angehort. Das tBID wiederum fordert den mitochondrialen Apoptoseweg. Im
Prinzip bendtigt der extrinsische Weg die Hilfe des intrinsischen Weges, wenn
beispielsweise das Signal zu schwach ist oder die Barriere der IAP auf die
Effektorcaspasen 3 und 7 zu hoch ist und eine Hemmung der IAP durch Smac/DI-
ABLO bendtigt wird (Abschnitt vgl (Roy & Nicholson 2000)).

Eine Ubersicht liber beide Signalwege der Apoptose gibt Abbildung 2.
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FAS 2 Fas Ligand; TNF = Tumor necrosis factor; TRAIL 2 TNF-related apoptosis-inducing ligand; cFLIP =
cellular FLICE inhibitory protein; FLICE 2 FADD-like IL-1B-converting enzyme; FADD 2 Fas-associated
death domain; IAP 2 inhibitor of apoptosis proteins; SMAC/DIABLO 2 Second mitochondria-derived activa-
tor of caspasel/direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pl;
()BID = (truncated) BH3 interacting-domain death agonist; BIM 2 BCL-2 interacting mediator of cell death;
PUMA 2 p53 upregulated modulator of apoptosis; BAX 2 Bcl-2-associated X protein; BAK =2 Bcl-2 homolo-
gous antagonist/killer; APAF1 2 apoptotic protease activating factor 1

Abbildung 2: Apoptosewege

Nachgebildet mit Erlaubnis von (Hotchkiss et al. 2009), Copyright Massachusetts Medical
Society

1.7 Die Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR7

Chemokine gehoéren zur Familie der Zytokine und beinhalten eine groRe Zahl an
Liganden, die an eine kleinere Anzahl von Rezeptoren binden (Zlotnik & Yoshie
2000; Yoshie et al. 2001). Die am besten untersuchte Funktion der Chemokine
ist die Regulation der Zellmigration im Korper. Sie spielen zudem eine Schlissel-
rolle bei vielen Krankheiten mit autoimmuner Genese, Infektionskrankheiten wie
HIV/AIDS und bei Inflammation generell. Auch bei Krebs und Metastasierung
sind sie beteiligt (Muiller et al. 2001; Zlotnik et al. 2006). Mehrere
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Chemokinliganden kénnen an den selben Rezeptor, einen sogenannten C-X-C
chemokine receptor (CXCR) binden, der G-Protein-gekoppelt ist (Zlotnik et al.
2006). Das Chemokin stromal cell- derived factor-1 (SDF-1 oder CXCL12) bindet
an seine Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 (Balabanian et al. 2005). CXCR4 ist
auf den Zellen des Immunsystems und des zentralen Nervensystems sowie auf
unterschiedlichen Endothelzellpopulationen weit verbreitet und sorgt dort fir die
Migration von ruhenden Leukozyten und hdmatopoetischen Progenitorzellen bei
Bindung des zugehdrigen Liganden (Zou et al. 1998; Feil & Augustin 1998).
CXCRY7 ist ein kirzlich neu entdeckter Chemokinrezeptor, der auf vielen Tumor-
zelllinien, auf aktivierten Endothelzelllinien und auf fetalen Leberzellen exprimiert
wird (Burns et al. 2006). Die mRNA des Rezeptors wurde in Herz, Milz und Nieren
gefunden (Heesen et al. 1998). CXCRY7 ist zudem unabdingbar fir die Resistenz
von mesenchymalen Stammzellen gegen oxidativen Stress (Liu et al. 2010). Au-
Berdem sind CXCR4 und CXCR7 auf Thrombozyten von gesunden Menschen
sowie bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung exprimiert. Ihre Expression
korreliert zudem mit der ihres Liganden SDF-1 (Rath et al. 2015).

1.7.1 Signalwege bei Bindung von SDF-1 an CXCR4/CXCR7

SDF-1 ist ein Chemokin, welches eine grof3e Rolle beim Homing von CD34+
Stammzellen spielt und auch Zellbewegungen maf3geblich beeinflussen kann.
Bei einer Gewebsverletzung wird es in wesentlichem Mal3e von adharenten Blut-
plattchen gebildet. SDF-1 lockt dann CD34+ Zellen an, vermittelt deren Adh&sion
im peripheren Gefallsystem und deren anschlieRende Differenzierung zu En-
dothelprogenitorzellen. So kann es entscheidend zur vaskularen und myokardia-
len Regeneration beitragen (Abschnitt vgl. (Stellos et al. 2008)).
Die Signaltransduktion nach Ligandenbindung geschieht Uber die Komplexbil-
dung von CXCR4 mit der G-Protein Untereinheit Gai, die so aktiviert wird und die
Adenylatcyclase inhibiert. Durch den so herbeigefuihrten Abfall des zyklischen
Adenosinmonophosphats (CAMP) kommt es zur Mobilisation des intrazellularen
Calciums. Gai ist eine Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins Gafy (Sun et

al. 2010; Levoye et al. 2009). Bei Dissoziation der Untereinheit von Gafy werden
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unterschiedliche Signalwege in Gang gesetzt, die Effektorproteine wie ERK1/2,
MAPK, JNK und Akt zum Ziel haben (Lee et al. 2007; Lu et al. 2009; Princen et
al. 2003; Roland et al. 2003). Es kommt folglich zu, mit Chemotaxis einhergehen-
den Veranderungen, wie zytoskelettalem Umbau, Aktin-Polymerisation, Bildung
von Pseudopodien, Integrin-assoziierter Adhasion an Endothelzellen oder
Proliferation (Levoye et al. 2009; Sun et al. 2010).

Die Rolle von CXCRY7 ist bisher noch nicht in allen Details verstanden. Alleine
scheint dieser Rezeptor die G-Protein abhangigen Signalwege bei Ligandenbin-
dung nicht initiieren zu kénnen. Trotzdem fiihrt die Bindung von SDF-1 zu einer
Konformationsanderung des Rezeptors (Levoye et al. 2009). Levoye et al. konn-
ten zudem zeigen, dass sich aus CXCR4 und CXCR7 Rezeptorheterodimere bil-
den, die die Signalbildung tiber SDF-1 modulieren kénnen. So fuhrt die CXCR7
Expression zu einer Konformationsanderung des vorgebildeten CXCR4/Gi-Pro-
tein-Komplexes und somit zu einer Beeintrachtigung der Aktivierung der Gi-Pro-
tein-abhangigen Antwort und Calciummobilisation (Levoye et al. 2009). Dadurch
kommt es zur Erleichterung der SDF-1 vermittelten Wirkung (Rath et al. 2015).

1.7.2 Die Achse SDF-1/CXCR4/CXCR7 und deren Rolle bei der KHK

Thrombozyten sind bei Thrombose, Inflammation, Immunabwehr und regenera-
tiven Mechanismen beteiligt. Ihre Aktivierung resultiert in prokoagulatorischer Ak-
tivitat und Apoptose, was ihre Lebenszeit und ihren potentiellen Einfluss auf pa-
thophysiologische Prozesse einschréankt (Leytin 2012). Chatterjee et al. fanden
heraus, dass eine SDF-1 bzw. CXCR4 abhéangige Translokation von CXCR7 das
Uberleben von aktivierten Thrombozyten und deren Apoptose modulieren kann.
So konnte SDF-1 eine aktivitatsinduzierte Apoptose in vitro verhindern, was an-
hand von erniedrigtem Level an gebundenem Annexin V, der Caspase 3 Aktivitat
und persistierendem mitochondrialen Membranpotential bei mit SDF-1 vorbehan-
delten Thrombozyten zu sehen war. Genauer gesagt bewirkt das Binden von
SDF-1 die Internalisierung von CXCR4, was ebenso mit einer Ubiquitinierung und
anschlieBender Translokation von CXCR7 auf die Thrombozytenoberflache ver-

bunden ist. Es kommt zu einem antiapoptotischen Effekt und somit zum
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verlangerten Uberleben der Thrombozyten, da mehr CXCR7 auf der Oberflache
zu finden sind (Abschnitt vgl. (Chatterjee et al. 2014)).

Die Achse SDF-1/CXCR4/CXCRY7 spielt bei der KHK und dem Myokardinfarkt
eine wichtige Rolle. Nach einer akuten Myokardischamie steuert die erhdhte
SDF-1 Expression der Thrombozyten das Einwandern von endothelialen Proge-
nitorzellen und damit auch regenerative Mechanismen (Rath et al. 2015; Hu et
al. 2007; Zhang et al. 2008). SDF-1 kann Angiogenese in Gang setzen und fuhrt
so zur Neovaskularisation im ischdmischen Gewebe in vivo da vermehrt endothe-
liale Vorlauferzellen angelockt werden (Yamaguchi et al. 2003). Auch mit dem
klinischen Bild korreliert SDF-1. So haben Patienten mit akutem Koronarsyndrom
(ACS) im Vergleich zu denen mit stabiler KHK ein erhdhtes SDF-1 Level auf ihren
Thrombozyten (Stellos et al. 2011; Stellos et al. 2009). Nach einem akuten Myo-
kardinfarkt zeigen Patienten mit erh6htem Blutplattchen- SDF-1 eine signifikante
Verbesserung der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF) im Gegensatz zu
Patienten, die kein erhohtes SDF-1 aufweisen. Analog verhéalt es sich bei der
GrolRRe der Infarktnarbe nach dem Ereignis (Geisler et al. 2012). Auch die CXCR7
Expression auf Thrombozyten ist bei Patienten mit ACS im Vergleich zu denen
mit stabiler KHK erhdht. Ebenso ist eine Verbesserung der LVEF nach ACS bei
Patienten mit einer hdheren CXCR7 Oberflachenexpression assoziiert (Rath et
al. 2014). Fur den Rezeptor CXCR4 konnte zudem ein prognostischer Wert ge-
funden werden. So zeigte sich, dass kontinuierlich niedrige CXCR4 Level mit Stu-
dienendpunkten wie einem tddlichen Myokardinfarkt oder anderen Todesursa-
chen assoziiert sind. Erhohte Werte zeigten dementsprechend ein signifikant
besseres ereignisfreies Uberleben an (Rath et al. 2014).

1.8 Die thrombozytaren Apoptosemarker

1.8.1 TMRE

Tetramethylrhodaminethylester (TMRE) ist ein lipophiler positiv geladener Stoff

mit dessen Hilfe das Membranpotential Giber der inneren Mitochondrienmembran

17



(AW) bestimmt werden kann. Aufgrund seiner chemischen Eigenschaften reichert
sich TMRE innerhalb der mitochondrialen Matrix und der intakten inneren Mito-
chondrienmembran an und kann dabei mit maximaler Fluoreszenzintensitat ge-
messen werden (Scaduto & Grotyohann 1999). Es konnte bereits gezeigt wer-
den, dass TMRE fur die Identifizierung von nicht-apoptotischen, vitalen Zellen in
einer Probe verwendet werden kann. Die Farbung mit TMRE beeinflusst zudem
weder die Proliferation noch die Lebensdauer der Zellen (Barteneva et al. 2014).
Man kann sagen je negativer AW ist, desto mehr akkumuliert auch das Kation
TMRE (Perry et al. 2011). Kommt es jedoch zur Depolarisation wird das Innere
des Mitochondriums weniger negativ und es kommt zur verminderten Anreiche-
rung des Stoffes (Perry et al. 2011). Eine Depolarisation, wie sie auch bei der
Apoptose vorkommt, fuhrt zu einem drastischen Abfall von AY, TMRE verlasst
das Mitochondrium und verteilt sich im Zytosol der Zelle. Die Fluoreszenzinten-
sitdt nimmt folglich ab (Scaduto & Grotyohann 1999).

1.8.2 Annexin V

Uber Annexin V wurde erstmals von Bohn und Kollegen berichtet, die es placen-
tal protein 4 nannten, da sie das Protein aus der menschlichen Plazenta isolier-
ten. Reutelingsperger et al. isolierten es ebenfalls, jedoch aus der Wand eines
Nabelschnurgefal3es und bezeichneten es aufgrund der gerinnungshemmenden
Wirkung als vascular-anticoagulant-a (Inaba et al. 1984; Reutelingsperger et al.
1985). Nach Sequenzierung der humanen Annexin-V-cDNA erhielt das Protein
seinen Namen aufgrund seiner Homologie zur Annexinproteinfamilie (Maurer-
Fogy et al. 1988; lwasaki et al. 1987; Kaplan et al. 1988). Vitale Zellen halten
unter Ruhebedingungen eine asymmetrische Verteilung unterschiedlicher Phos-
pholipide zwischen dem inneren und aul3eren Teil der Plasmamembran aufrecht
(Bretscher 1972). Wie auch in Abbildung 3 dargestellt bleibt Phosphatidylserin
(PS) normalerweise durch die Aktivitdt sogenannter ATP-abhangigen Flippasen
auf der inneren Membran lokalisiert (van Engeland et al. 1998; Nagata et al.
2016). Der apoptotische Zelltod geht mit einer Anderung der Plasmamembran-

struktur durch Oberflachenexposition von PS einher, wahrend die Integritat der
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Membran bestehen bleibt. Dieser Vorgang ist Cytochrom C abhangig (Cooper
2000; Ashkenazi & Dixit 1998; Schoenwaelder et al. 2009; Dasgupta et al. 2010;
Martin et al. 1995). Oberflachenexponiertes PS kann dann durch seine Affinitat
fur Annexin V, einem Phospholipid-Bindungsprotein, nachgewiesen werden. An-
nexin V bindet in Anwesenheit von Ca?* das PS (van Engeland et al. 1998). Bei
Thrombozyten dient das exponierte PS dartber hinaus auch dem Nachweis der
Aktivierung der Zelle. PS als thrombogenes Phospholipid fuhrt hier auch zur Bil-
dung des Prothrombinase-Komplexes, der fur die Thrombinbildung notwendig ist
(Munzer et al. 2014). Aul3erdem ist PS das Ziel des Tenase Komplexes der aus
Faktor Vllla, IXa und Ca?* gebildet wird (Cooper 2000; Zwaal et al. 1977). Der
Tenase Komplex fuhrt zur erhéhten Gerinnungsneigung der Plattchen und ist da-
mit ein wichtiger Bestandteil der Thrombozytenaktivierung (Dasgupta et al. 2010;
Solum 1999).

BAuRere Anexin V
Membran

Innere
Membran

Normale Zelle

AuRere
Membran
Anexin V

Innere
Membran

Apoptotische Zelle
Normale Zellen halten die Asymmetrie der Plasmamembran aufrecht. PS (rote Kreise) in der inneren Plas-

mamembran ist dem Zytosol zugewandt. Wahrend der Apoptose wird PS in der auReren Membran expo-
niert. Hapten markiertes Annexin V kann in Anwesenheit von Ca2+ mit hoher Affinitat an PS binden.

Abbildung 3: Verlust der Lipidasymmetrie wahrend der Apoptose
(Abb. vgl. (van Engeland et al. 1998))
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1.9 Serumapoptosemarker

1.9.1 TNF-Familie

Die tumor necrosis factor (TNF) Familie bestehend aus 29 Rezeptoren, die durch
19 unterschiedliche, zu TNF-a homologe Liganden, gebunden werden kénnen
haben vielschichtige Aufgaben im menschlichen Kdrper. Ausnahmslos alle Mit-
glieder der TNF-Familie bewirken inflammatorische Vorgéange, zum Teil durch
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (Aggarwal et al. 2012). Einige spie-
len zudem eine Rolle fiir die Proliferation von hamatopoetischen Zellen, bei-
spielsweise durch Aktivierung von mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAP-Kina-
sen), andere wirken bei der Apoptose mit (Bhardwaj & Aggarwal 2003; Gaur &
Aggarwal 2003). Von einer Mitbeteiligung an Differenzierung und Morphogenese
wurde auch berichtet (Aggarwal et al. 2012). TNF a ist jedoch auch in Zusam-
menhang mit Autoimmunkrankheiten, Krebs oder Stoffwechselerkrankungen zu
sehen. Zusammenfassend findet man also potenziell schadliche und nutzliche
Effekte (Aggarwal 2003).

1.9.2 TNFa

TNFa gibt es in sekretorischer und membrangebundener Form mit einem mole-
kularen Gewicht von jeweils 17 und 26 kD. Die sekretorische Form, welche als
aktive Form gilt, wird aus der membrangebundenen Form durch das TNF-conver-
ting enzyme gebildet. TNFa ist ein ubiquitar vorkommendes Zytokin, das von vie-
len Zellen wie Lymphozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Endothelzellen und
glatten Muskelzellen freigesetzt werden kann. Die biologische Aktivitat von TNFa
entfaltet sich tUber seine zwei Rezeptoren TNF RI und TNF RIl. TNF RI ist auf
den meisten Zelloberflachen zu finden, wahrend TNF RII hauptsachlich auf en-
dothelialen und hamatopoetischen Zelllinien exprimiert wird (Abschnitt vgl. (Tian
et al. 2015)).

Auch das Myokard ist mit Rezeptoren fur TNFa ausgestattet. Es konnte bereits

gezeigt werden, dass eine erhohte Aktivierung der TNFa Rezeptoren zellulare
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Prozesse induziert, die zum Remodeling des linken Ventrikels mit folglich veran-
derter MyozytengréRe und -lebensfahigkeit sowie zu Veranderungen in der My-
okardstruktur bzw. -zusammensetzung bei bestehender Herzinsuffizienz beitra-
gen (Bradham et al. 2002). Experimentelle Studien brachten zudem Induktion
von TNFa mit linksventrikularer Dilatation und Pumpdysfunktion in Verbindung
(Bradham et al. 2002). Nach einem akuten Myokardinfarkt zeigen sich laut Fahim
et al. nach 48 Stunden signifikant erhohte TNFa Werte vor allem bei Patienten
mit Anzeichen fur eine beginnende Herzinsuffizienz. So kdnnte man schlussfol-
gern, dass TNFa einerseits einen frihen Marker fir Myokardschadigung darstellt,
da es nach Ischamie frihzeitig ansteigt und andererseits als Indikator fur die
Schwere eines Myokardinfarkts angesehen werden kann (Fahim et al. 2004).
Auch eine Korrelation zwischen Infarktgro3e und TNFa Konzentration ist bereits
beschrieben worden, da es durch die Inflammation nach Infarkt zur vermehrten
Zytokinsynthese kommt, die zu einer Myokardfibrose fihren kann (Halawa et al.
1999).

1.9.3 TNF Rl und TNF RII

Uber die Rezeptoren TNF RI und TNF RII entfaltet TNFa seine vielfaltigen Wir-
kungen (Locksley et al. 2001). Je nach Rezeptortyp kommt es zu unterschiedli-
chen komplexen Signalantworten bei Ligandenbindung (Richter et al. 2012).
Wahrend TNF RI sowohl durch die membrangebundene als auch durch die 16sli-
che Form von TNFa aktiviert werden kann, wird TNF RII nur durch membrange-
bundenes TNFa effektiv aktiviert, obwohl I6sliches TNFa auch mit hoher Affinitat
gebunden werden kénnte (Grell et al. 1995). Beide Rezeptoren besitzen unter-
schiedliche, sich teilweise tberlappende Signalwege (Naudé et al. 2011). Bei Ak-
tivierung von TNF RI durch TNFa kommt es zur Rekrutierung von TRADD (TNF-
R1l-associated death domain protein). AnschlielBend schlie3en sich andere
Effektorproteine wie FADD/MORT1 (FAS-associated death domain protein),
TRAF2 (TNFR-associated factor 2) und RIP (receptor interacting protein) dem
Proteinkomplex an und interagieren auch direkt mit TRADD (Boldin et al. 1995;
Chinnaiyan et al. 1995; Hsu et al. 1996a; Hsu et al. 1996b; Hsu et al. 1995; Rothe
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et al. 1995; Rothe et al. 1994; Stanger et al. 1995). In der Folge wird der NF-kB-
Signalweg initiiert und bewirkt eine effiziente Aktivierung von Caspasen was zur
Apoptose fuhren kann (Naudé et al. 2011). Dies ist in Abbildung 4 dargestellt. Im
Gegensatz dazu kann TNF RIl, dem die Todesdoméne fehlt, durch den klassi-
schen und nicht-klassischen NF-kB-Weg zytoprotektive Funktionen einleiten
(Rauert et al. 2010; Naudé et al. 2011). Insgesamt herrscht eine Art ,crosstalk®
zwischen den beiden Rezeptoren, die durch unterschiedliche Signalwege eine
sensible Balance zwischen Zelltod und Zellerhalt aufrechterhalten (Naudé et al.
2011). Beide Rezeptoren liegen auch in léslicher, zirkulierender Form vor. Diese
wird aus der membrangebundenen Form durch Abgabe von Exosomen oder
durch alternatives Spleil3en von mRNA-Transkripten gebildet, was zum Verlust
der transmembranésen und zytoplasmatischen Domanen fiihrt (Levine 2008).
Es wurde gezeigt, dass losliche TNFa-Rezeptoren (sTNF R) gut mit zirkulieren-
dem TNFa korrelieren, der aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit einen weniger
zuverlassigen Marker fur eine Messung darstellt (Beutler et al. 1985; Bocci 1991).
Neben anderen zirkulierenden Apoptosemarkern ist STNF RI bei Patienten mit
akutem Myokardinfarkt erhéht (Ueland et al. 2005; Valgimigli et al. 2005). Zudem
zeigt die Hohe an sTNF RI im Blutplasma eine positive Korrelation mit dem end-
gultigen Ausmal der Infarktausdehnung nach STEMI (Nilsson et al. 2013). Auch
die Bestimmung eines Ausgangswertes des STNF RI Spiegels nach akutem My-
okardinfarkt kann weitere wichtige prognostische Informationen bei Patienten lie-
fern, die durch fortbestehende Inflammation eventuell eine Herzinsuffizienz ent-
wickeln (Ueland et al. 2005). Zusammenfassend kann sTNF Rl also als Pradiktor
fur die Entwicklung einer Herzinsuffizienz und fur die Gesamtmortalitat angese-
hen werden. (Ueland et al. 2005; Valgimigli et al. 2005). Auch bei stabiler KHK
sind erhdhte Konzentrationen an zirkulierendem TNF Rl und auch TNF RIl mit
einem steigenden Risiko fur kardiovaskulére Ereignisse und Mortalitat verbunden
(Carlsson et al. 2018).

22



TNF RI

IKK Kinase
IKK

NF- kB Aktivierung

TNF RI 2 Tumor necrosis factor receptor 1; TRADD 2 TNF-R1-associated death domain protein; RIP 2
receptor interacting protein; TRAF2 2 TNFR-associated factor 2; IKK 2 IkB kinase; NF-kB 2 Nuclear Factor-
kappa B

Abbildung 4: Signalwege nach Aktivierung von TNF RI
(Abb. vgl. (Devin et al. 2000))

1.9.4 TRAIL

Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand auch Apo 2-Ligand ge-
nannt ist ebenfalls ein Mitglied der TNF-Familie. Damit gehdrt TRAIL zur Sub-
gruppe der death receptor (DR) ligand family. Das Protein findet sich ebenfalls in
l6slicher Form oder in membrangebundener Form. TRAIL bindet an mindestens
funf Rezeptoren. Zwei davon, DR4 (TRAIL R1) und DR5 (TRAIL R2) sind trans-
membrandse Rezeptoren mit zytoplasmatischen Todesdomanen, die das Signal
ins Zellinnere Uberleiten (Abschnitt vgl. (Dimberg et al. 2013)). Bei zwei weiteren
Rezeptoren handelt es sich um sogenannte Decoy-Rezeptoren DcR1 (TRAIL R3)
und DcR2 (TRAIL R4), die TRAIL zwar binden konnen, jedoch das Signal nicht
weiter leiten, da sie keine funktionelle Todesdoméne besitzen (Kischkel et al.
2000). Zudem bindet TRAIL noch schwach an den flnften Rezeptor Osteoprote-

gerin, der ebenfalls kein Signal weiterleitet (Dimberg et al. 2013).

TRAIL kann in besonderer Weise in unterschiedlichen Tumorzelllinien Apoptose
auslésen und verschont dabei gesunde Zellverbande (MacFarlane 2003). Zudem
ist die durch TRAIL ausgeltste Apoptose, im Gegensatz zu der durch konventio-

nelle Verfahren der Tumortherapie ausgeloste Apoptose, nicht im gleichen MalRe
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vom Tumorsuppressorprotein p53 abhangig, das in mehr als der Halfte der Tu-
moren mutiert ist (Hollstein et al. 1994; Dimberg et al. 2013). Obwohl die Interak-
tion der Zelle mit TRAIL durch p53-Aktivierung durch Hochregulierung von DR4
verstarkt wird, kann TRAIL sogar Apoptose in Zellen induzieren, in denen p53
deletiert ist (Ashkenazi et al. 1999). Des Weiteren kann tber den Rezeptor DcR2
(TRAIL R4) der pro-survival Transkriptionsfaktor NF-kB stimuliert werden und so-
mit die Synthese von antiapoptotischen Proteinen (Degli-Esposti et al. 1997).
Diese und noch weitere Eigenschaften machen TRAIL zum Gegenstand intensi-
ver Krebsforschung. So wurden bereits rekombinantes humanes TRAIL und An-
tikorper, die gegen DR4 (TRAIL R1) und DR5 (TRAIL R2) gerichtet sind, klinisch
getestet (Miguel et al. 2016).

TRAIL spielt jedoch auch bei kardiovaskularen Erkrankungen eine Rolle. Es
konnte gezeigt werden, dass TRAIL dabei auch prognostischen Wert hat (Os-
mancik et al. 2013). So wurden niedrige Konzentrationen an léslichem TRAIL als
starker unabhéngiger Pradiktor fur eine schlechte Prognose bei Patienten mit
ACS identifiziert (Osmancik et al. 2013). Bei erniedrigten TRAIL-Werten zum Zeit-
punkt der Entlassung des Patienten findet sich im Verlauf eine erhéhte Inzidenz
von plétzlichem Herztod und Herzinsuffizienz (Secchiero et al. 2009). Auch die
Schwere eines akuten ischamischen Schlaganfalls ist eher mit niedrigen Serum-
TRAIL-Werten assoziiert (Kang et al. 2015).

1.9.5 Fas-Rezeptor und sFasL

Der transmembrandse Rezeptor Fas/APO-1 (FasR) gehort ebenfalls zur TNF-
Familie und ist zusammen mit seinem Bindungspartner FasL eine wichtige
Schaltstelle fir den programmierten Zelltod und fiihrt bei Aktivierung durch
membransténdigen Fas ligand (FasL) oder soluble Fas ligand (sFasL) zur
Apoptose (Suda et al. 1993). Das Zytokin FasL zeigt zu 25-30% homologe Se-
guenzen mit anderen Proteinen der TNF-Familie wie z.B. TNFa und TRAIL, wo-
bei hierbei die groRte Ahnlichkeit an der C-terminalen extrazellularen Ektodo-
mane fur die Rezeptorbindung besteht (Locksley et al. 2001). Die lésliche Form

von FasL entsteht Gber proteolytische Prozessierung durch Metalloproteinasen
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(Schneider et al. 1998). Auch FasR besitzt eine |6sliche Variante und kann so
membrangebundenen FasL neutralisieren und Apoptose inhibieren (Cheng et al.
1994). FasR wird in den meisten Zellen des Korpers exprimiert, einschliel3lich der
Kardiomyozyten, wohingegen FasL hauptsachlich in Immunzellen wie Makropha-
gen exprimiert wird, die sich auch in instabilen atherosklerotischen Plaques an-
sammeln (Shimizu et al. 2002).

Zusatzlich konnte zudem eine Expression von FasL auf endothelialen Zellen fest-
gestellt werden. Bei Messungen der Intima-Media-Dicke bei Patienten mit Hyper-
tonie ergab sich eine positive Korrelation mit dem Alter, high-density lipoprotein-
cholesterol, dem systolischen Blutdruck und sFasL. Dies zeigt, dass sFasL auch
bei der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt ist (Abschnitt vgl. (Okura et al.
2002)).

Bei der Pathogenese des akuten Myokardinfarkts und der instabilen Angina pec-
toris ist das FasR/FasL System folglich ebenso mitbeteiligt. So sind die Plasma-
spiegel von sFasL bei einer Studie von Shimizu et al. bei Aufnahme von Patienten
mit akutem Myokardinfarkt und instabiler Angina pectoris im Vergleich zu gesun-
den Kontrollpersonen signifikant erhéht. Nach drei Stunden konnte ein Abneh-
men des Spiegels gemessen werden. Bei Patienten mit akutem Infarkt erhéhten
sich die sFasL Werte nach erfolgter PCI jedoch erneut (Abschnitt vgl. (Shimizu
et al. 2002)). Auch bei Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit zeigt sich
eine Assoziation von sFasL mit dem Ausmald der angiographisch darstellbaren
Obstruktion der Koronararterien. Eine Bestimmung von sFasL im Blutserum
konnte demnach als Surrogatparameter fir die schwere KHK dienen (Sa-
hinarslan et al. 2012).
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2 Hintergrund und Zielsetzung dieser Arbeit

Da die Grof3e des nekrotischem Herzgewebes nach einem akuten Myokardin-
farkt unter anderem auch vom Ausmal der Apoptoseprozesse abhéangt, stellt
sich die Frage inwieweit Apoptosemarker auch einen prognostischen Wert fur die
Herzfunktion besitzen (Osmancik et al. 2013). So wurden fir Patienten mit ACS
bereits gut etablierte Marker etabliert, die prognostischen Wert haben wie das
brain natriuretic peptide (BNP) oder das kardiale Troponin (Guidez et al. 2012;
Mueller et al. 2012). Die Marker Fas in seiner loslichen Form und TRAIL wurden
in einem Kollektiv von Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz und bei élteren
Patienten mit kardiovaskularer Erkrankung in diesem Zusammenhang ebenfalls
bereits untersucht (Niessner et al. 2009; Volpato et al. 2011). Dabei waren in
diesem Kollektiv niedrige Konzentrationen an l6slichem TRAIL mit einer eher
schlechteren Prognose assoziiert.

Bei ACS Patienten konnte ein Zusammenhang zwischen der erhéhten Expres-
sion des Markers CXCR7 auf Thrombozyten und einer Verbesserung der links-
ventrikularen Ejektionsfraktion gezeigt werden (Chatterjee et al. 2015; Rath et al.
2014).

Das Ziel dieser Arbeit ist es nun die Korrelation der Serumapoptosemarker mit
thrombozytaren Apoptosemarkern und deren Einfluss auf die myokardiale Rege-
neration in einem Patientenkollektiv mit der Diagnose eines akuten ST-Hebungs-
infarktes zu evaluieren. Dabei werden folgende Punkte untersucht:

1. Evaluation der Serumapoptosemarker an einem Kollektiv von STEMI-Pa-
tienten
2. Untersuchung der Korrelation zwischen Serumapoptosemarkern und

thrombozytaren Apoptosemarkern

3. Einfluss der Serumapoptosemarker auf InfarktgrofRe und auf die links-

ventrikulare Ejektionsfraktion im Verlauf von sechs Monaten

4. Einfluss der Serumapoptosemarker auf die Erholung der Myokardfunktion

nach akutem Myokardinfarkt
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3 Material und Methoden

3.1 Patientencharakteristika und Blutentnahme

In der kardiologischen Abteilung der Medizinischen Klinik Tibingen wurde 89 Pa-
tienten 24 bis 48 Stunden nach dem akuten Ereignis eines ST-Hebungs-Myokar-
dinfarktes (STEMI) eine Blutprobe fiir diese prospektive Kohortenstudie entnom-
men. Dabei galt mindestens ein Troponinwert oberhalb der 99. Perzentile als Be-
weis fur eine Myokardverletzung mit anschlieRender Nekrose, wenn dies mit der
entsprechenden infarkttypischen Klinik einherging (Thygesen et al. 2012). Bei
ST-Streckenhebungen in zwei benachbarten EKG Ableitungen wurde ein STEMI
diagnostiziert (Ibanez et al. 2018). Die Blutproben wurden sofort auf die throm-
bozytaren Oberflachenmarker CXCR7 und CXCR4 hin untersucht. Zudem wurde
per Durchflusszytometrie die mittlere Fluoreszenzintensitat nach TMRE und An-
nexin V Farbung gemessen. Anschliel3end wurde das Serum dieser Blutproben
fur die Messung der Apoptosemarker Fas-Rezeptor, sFasL, TNFa, TNF RI, TNF
RIl und TRAIL zurtickgelegt. Nachfolgende Analysen der Serumapoptosemarker
wurden flr 38 Patienten durchgefiihrt, von denen auch sequenzielle Daten der
Magnetresonanztomographie (MRT) verfugbar waren. Hierbei wurde die links-
ventrikulare Funktion der Patienten mittels MRT ermittelt. Es wurde einmal zu
Beginn des Krankenhausaufenthaltes und noch einmal im Verlauf sechs Monate
nach dem STEMI-Ereignis eine MRT durchgefiihrt, um eine etwaige Verbesse-

rung oder Verschlechterung der Herzfunktion feststellen zu kénnen.

Alle Patienten willigten schriftlich ein. Die Ethikkommission der Universitat Ttbin-
gen genehmigte diese Studie (462/2018B02). Diese Arbeit ist im Einklang mit
den Regelungen der guten klinischen Praxis sowie der Deklaration von Helsinki
(World Medical Association declaration of Helsinki, ICH harmonized tripartite gui-

deline, Directive 2001/20/EC of the European Parliament and of the Council).

Basischarakteristika der Patienten finden sich in Tabelle 1. Bei 22 der 38 Proban-

den konnte keine vorherige medikamentdse Therapie eruiert werden.
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Patientencharakteristika

Anzahl 38

Manner 32 (84,2%)

Frauen 6 (15,8%)

Alter (Mittelwert + SD) 60 (60,3 £ 12,3)

Kardiovaskulare Risikofaktoren ,

(n = 38) Ja Nein
Bluthochdruck 25 (65,8%) 13 (34,2%)
Hyperlipidamie 12 (31,6%) 26 (68,4%)
Diabetes mellitus 8 (21,1%) 30 (78,9%)
Nikotinabusus 16 (42,1%) 20 (52,6%) Ex: 2 (5,3%)
Positive Familienanamnese 9 (23,7%) 29 (76,3%)
Medikation bei Aufnahme (n = 16) Ja Nein
Acetylsalicylsaure 5 (31,25%) 11 (68,75%)
Clopidogrel 2 (12,5%) 14 (87,5%)
Ticagrelor 0 (0%) 16 (100%)
Prasugrel 1 (6,3%) 15 (93,8%)
Orale Antikoagulation 0 (0%) 16 (100%)
ACE Hemmer 4 (25,0%) 12 (75,0%)
Angiotensin Il Rezeptor Blocker 2 (12,5%) 14 (87,5%)
Kalcium Kanal Blocker 4 (25,0%) 12 (75,0%)
Beta Blocker 8 (50,0%) 8 (50,0%)
Diuretikum (Thiazid, Schleifendiuretikum) | 4 (25,0%) 12 (75,0%)
Kaliumsparendes Diuretikum 1 (6,3%) 15 (93,8%)
Statin 7 (43,8%) 9 (56,3%)

n: Anzahl der Probanden; SD: Standardabweichung

Tabelle 1: Basischarakteristika

3.2 Herstellung von thrombozytenreichem Plasma

Nach der Blutentnahme mit einer S-Monovette mit 7,5 ml Z-Gel wurde das ge-
wonnene Blut direkt in ein fur die Zentrifugation geeignetes Cellstar- Rohrchen
gegeben. Anschlie3end wurde die Probe fir eine Dauer von 20 Minuten mit 1000
Umdrehungen pro Minute bei Raumtemperatur zentrifugiert, um die festen von
den flissigen Blutbestandteilen zu trennen. Das so entstandene, Uberstehende
Blutplasma ist ein thrombozytenreiches Plasma (PRP) welches in ein weiteres
Cellstar-R6hrchen abpipettiert wurde. Um Verunreinigungen des PRP zu vermei-
den wurden dabei 2 ml der unteren Phase des PRP im vorherigen Rohrchen be-

lassen und nicht mittransferiert. Zur Bestimmung der Thrombozytenzahl wurden
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10 pl des PRP mit 90 pl phosphatgepufferter Salzlésung mit Calcium (PBS-Ca?*)
verdunnt, in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal3 gegeben und dann mit einem automati-
schen Hamatologie-Analysegerat gemessen. So wurde das PRP Volumen be-
rechnet, welches ca. 106 Thrombozyten enthalt. Diese Menge wurde jeweils in
vier Rohrchen gefullt. AnschlieRend wurde das so hergestellte PRP unter Hinzu-

gabe der anderen Teststoffe inkubiert.

3.3 Induktion und Detektion der thrombozytaren Apoptose

Um die Thrombozytenapoptose zu bestimmen wurden die Proben in zwei Grup-
pen aufgeteilt. Die eine wurde mit Thrombin inkubiert, wohingegen die andere
Gruppe so belassen wurde. Das verwendete Thrombin war lyophilisiert und
musste vor Hinzugabe mit 2000 pl PBS- Ca?* verdunnt werden. 5 pl dieser
Thrombinlésung wurde zu zwei der vier Proben hinzugegeben. Damit jedes R6hr-
chen ein Volumen von 50 pl enthalt, wurde je nach vorher bestimmtem Volumen
von PRP noch PBS-Ca?* und dementsprechend auch nachfolgende Agentien
hinzugegeben. So konnte die gleiche Konzentration an Thromboyzten in jeder
Probe sichergestellt werden. Alle vier Proben wurden anschlie3end in Dunkelheit
60 Minuten inkubiert. Anschlieend erfolgte die Hinzugabe von 5 pl Tetramethyl-
rhodaminethylester (TMRE) in eine der mit Thrombin aktivierten Proben und in
eine der unbehandelten. Das verwendete TMRE wurde in hochkonzentrierter
Form vom Hersteller geliefert. Es erfolgte zunachst eine Verdiinnung von 10 pl
TMRE durch 990 pl PBS- Ca?*. Zeitgleich wurden 4 pl von Annexin V zu den
verbliebenen zwei Proben hinzugegeben. Alle Proben wurden danach ftr 30 Mi-
nuten im Dunkeln inkubiert und nochmals je 400 pl PBS- Ca?* hinzugegeben.
Daraufhin erfolgte die Messung mittels fluorescence-activated cell sorting
(FACS).

3.4 Messung der Chemokine CXCR4 und CXCR7

Zur Vorbereitung der Messung wurden 5g Paraformaldehyd mit 400 ml PBS ver-

dinnt, um so unter Hinzugabe von 40 ml Natriumhydroxid eine 1%ige
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Paraformaldehydlésung herzustellen. Bei 65°C entstand dann unter Rihren eine
klare Flussigkeit. Um den pH auf 1,4 zu senken wurde nach Abkihlen der Flis-
sigkeit entsprechend Salzsdure hinzugegeben und alles durch 0,2 um Membran-
filter filtriert. Diese Schritte wurden unter einer Abzugshaube in dunkler Umge-
bung durchgefihrt.

Um die Expression der Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 auf den Thrombozyten
zu bestimmen wurde allen Patienten in einer CPDA-S-Monovette Vollblut abge-
nommen. Davon wurden 20 pl entnommen, mit 980 ul PBS verdinnt und in ein
Cellstar-Réhrchen gefillt. Je 35 pl dieser Lésung und zusatzliche 5 ul PBS zur
weiteren Verdinnung wurden in zwei Falcon Réhrchen gefullt. Anschlie3end er-
folgte die Hinzugabe von 5 pl des thrombozytenspezifischen Markers Cluster of
Differentiation 42b (CD42b) und von 5 pl CXCR4 in das erste Rohrchen sowie
analog von 5 pl CD42b und 5 ul CXCR7 in das zweite Rohrchen. Die Losungen
der R6hrchen wurde anschlieRend per Vortex gemischt und 30 Minuten im Dunk-
len inkubiert.

Von der oben beschriebenen bereits vorbereiteten 1%igen ParaformaldehydI6-
sung wurde nach 30 Minuten jeweils 300 pl in die zwei Réhrchen zu der Losung
hinzugegeben um die Inkubation zu beenden. Es folgte die Messung von CXCR4
und CXCR7 mittels FACS.

3.5 FACS Analyse

Das verwendete FACS Calibur™ Flow Cytometer 342975 Gerét von Becton Di-
ckinson Biosciences, Heidelberg, Germany umfasst zwei Laser mit unterschied-
lichen Wellenlangen. Der blaue Argonlaser hat eine Wellenlange von A =488 nm
und der rote Laser A= 633 nm. Das Gerat besitzt zudem Streulichtdetektoren, der
sogenannte forward scatter misst das Streulicht, das in derselben Ebene des La-
sers liegt (Vorwartsstreulicht) und der side scatter, misst das Streulicht, das im
90° Winkel von der Zelle abgelenkt wird (Seitwartsstreulicht). Das Vorwartsstreu-
licht stellt das relative Volumen der Zelle dar, wahrend das Seitwartsstreulicht die
Zellkomplexitat, wie beispielsweise Granulierung widerspiegelt. Das emittierte

Fluoreszenzlicht der Zelle wird je nach Wellenlange und Fluoreszenzfarbstoff auf
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die Detektoren, auch Photomultiplier genannt, die im 90° Winkel zum eintreffen-
den Laserlicht stehen verteilt. Dabei wurden folgende Detektoren verwendet, die

das entstehende Fluoreszenzsignal quantifizieren kénnen:

FL1: A =530 nm; Fluorescein (FITC)

FL2: A = 585 nm; R-Phycoerythrin/Propidium lodide (PE/PI)
FL3: A > 670 nm; Peridinin-Chlorophyll (PerCP)

FL4: A = 661 nm; Allophycocyanin (APC)

3.6 Bioplex Messungen der Serumapoptosemarker

Die Messung der Serumapoptosemarker Fas-Rezeptor, sFasL, TNFa, TNF RI,
TNF RIl und TRAIL wurde mittels Bio-Plex Pro Assay auf einem Bio-Plex-200-
System (BioRad) durchgefuhrt und quantifiziert. Dieses Prinzip fuldt auf den fol-
genden Elementen.

Das System enthalt fluoreszenzgefarbte Mikrokiigelchen sog. beads, die jeweils
einen anderen Farbcode aufweisen, um die simultane Differenzierung von meh-
reren unterschiedlichen Molekilen in der gleichen Suspension ermoglichen zu
kénnen. An jedem Kiigelchen sind kovalent definierte Antikérper gebunden, die
gegen bestimmte Zytokine gerichtet sind. In diesem Falle Antikorper, die gegen
die entsprechenden Serumapoptosemarker gerichtet sind. Die so gekoppelten
beads reagieren mit dem Biomarker in der Probe. Nach einer Reihe von Aus-
waschschritten mithilfe der Vacuum Manifold Technik, einem Vakuumverteiler,
werden ungebundene Proteine entfernt. Danach wird ein biotinylierter Detekti-
onsantikdrper zugegeben um eine Art ,Sandwich-Formation® zu erzeugen. Bevor
dann endgltig gemessen werden kann, muss ein Streptavidin-Phycoerythrin
Konjugat zugegeben werden, dabei bindet Streptavidin an Biotin. Phycoerythrin
dient als fluoreszierender Indikator oder Reporter. Das emittierte Fluoreszenzlicht
trifft dann auf die dafiir vorgesehenen Photomultiplier. Die Konzentration des an
die beads gebundenen Serumapoptosemarkers ist dann direkt proportional zur

mittleren Fluoreszenz des Fluoreszenzindikators.
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So ist der simultane Nachweis von bis zu 100 verschiedenen Molekdlen in einer
Vertiefung der 96-Mikrotiterplatte moglich. Das System beinhaltet dafiir ein spe-
zielles Durchflusszytometer mit zwei Lasern und zugehoriger Optik um die Mes-
sung der verschiedenen Molekiile, die an die Oberflache der beads gebunden
sind durchfihren zu kdnnen. Die so erhobenen Fluoreszenzwerte werden dann

von einem Prozessor digital verarbeitet.
3.7 Erhebung der LVEF im Verlauf mittels MRT

Jeder Patient erhielt zum Anfang seines Krankenhausaufenthaltes, also im
Schnitt drei Tage nach STEMI eine Bildgebung zur Messung der LVEF mittels
MRT. Fur die Untersuchung mussten die Patienten in einem stabilen kardiorespi-
ratorischen Zustand sein. Die MRT wurde an einem 1,5 Tesla Scanner (Modell:
Magnetom Avanto der Firma Siemens Healthcare, Erlangen, Germany) durchge-
fuhrt. Um die Entwicklung der LVEF nachzuvollziehen erfolgte nach sechs Mo-
naten nochmals eine Kontrolle. Die Darstellung des Myokards wurde unter Ver-
wendung der steady-state-free-precession Sequenz durchgefihrt, die eine gute
Abgrenzbarkeit der linksventrikularen Wand bietet und so eine prazise Berech-
nung ihrer Funktion ermdglicht (Grebe et al. 2004). In Exspirationsstellung wur-
den EKG-getriggert Schnittbilder im Kurzachsenschnitt, im transversalen Lang-
achsenschnitt (Zweikammerblick) und im horizontalen Langachsenschnitt (Vier-
kammerblick) angefertigt. Mit Hilfe der Analyse-Software (cvi42 von Circle Car-
diovascular Imaging Inc., Calgary, AB, Canada) erfolgte die manuelle Konturie-
rung des Endokards zur Bestimmung der enddiastolischen und endsystolischen

Volumina des linken Ventrikels und damit der LV-Funktion.

3.8 Darstellung des myokardialen Odems und des Infarktareals
Das myokardiale Odem wurde mittels MRT in der sogenannten dual-contrast fast
spin-echo Technik mit T2 Mapping angefertigt. Dabei wurde die Signalverfallszeit

(signal decay time, SDT) von gesunden Kontrollprobanden gemessen und das
97,5 % Quantil als Grenzwert festgesetzt. Werte tiber oder gleich diesem Quantil
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galten dann als pathologisch (Krumm et al. 2016). Die SDT fir das myokardiale
Odem wurde im 16 Segmente Modell der American Heart Association (Cerqueira
et al. 2002) ausgewertet. Bei Hinweisen fiir ein Odem wurde der Anteil der auf-
falligen Segmente in Prozent an der Gesamtmasse des Myokards angegeben.
Die Darstellung des Infarktareals erfolgte durch periphervendse Injektion von
0,15 mmol/kg KG Gadobutrol (Gadovist, Bayer Healthcare, Leverkusen, Ger-
many) mit Hilfe des late gadolinium enhancement (Krumm et al. 2016), was
ebenfalls mit der Analyse-Software ausgewertet wurde.

3.9 Statistische Analyse

Fur die statistische Auswertung wurde das Programm SPSS® Statistics Version
24.0 von IBM® verwendet. Um Korrelationen zwischen Serumapoptosemarkern
und thrombozytaren Apoptosemarkern zu untersuchen, wurde aufgrund der feh-
lenden Linearitat und der fehlenden Normalverteilung sowie der Stabilitdt gegen-
Uber Ausrei3ern, der Spearman Rangkorrelationskoeffizient (p) bestimmt und
eine graphische Darstellung anhand von Streudiagrammen gewabhlt. Nicht-para-
metrische Daten, wie beispielsweise der Verlauf der LVEF in Zusammenhang mit
den betrachteten Serumapoptosemarkern wurden anhand des Mann-Whitney-U-
Tests verglichen und jeweils anhand von Boxplots durch den Median und den
Interquartilsabstand mit dem unteren und oberen Quartil visuell dargestellt.

Als Signifikanzniveau wurde p< 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

Bei 38 Patienten mit der Diagnose eines STEMI wurden sechs Serumapoptose-
marker gemessen: Fas-Rezeptor, sFasL, TNFa, TNFRI, TNFRII, TRAIL. Zusatz-
lich erfolgte sowohl die Messung der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) der
mit TMRE und Annexin V vorbehandelten Thrombozyten, als auch die der mit
CXCR7 und CXCR4 Farbung vorbehandelten. Zusatzlich wurde die linksventri-
kulare Ejektionsfraktion unmittelbar nach STEMI mittels MRT bestimmt, was als
Ausgangswert betrachtet werden kann. Sechs Monate spéater erfolgte die erneute
Bildgebung mittels MRT mit der wiederholten Bestimmung der LVEF als Verlaufs-
wert.

4.1 Korrelation des Fas-Rezeptors mit den thrombozytéaren

Apoptosemarkern TMRE und Annexin V

Es ergibt sich keine signifikante Korrelation zwischen Annexin V (p= 0,333) bzw.
TMRE (p= 0,605) und dem Fas-Rezeptor wie auch Abbildung 5 zu entnehmen

ist.
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Abbildung 5: Korrelation des Fas-Rezeptors in pg/ml mit den thrombozytéaren Apoptosemarkern

A: Korrelation mit Annexin V
B: Korrelation mit TMRE
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Die mittlere Fluoreszenzintensitat der mit TMRE und Annexin V gefarbten Blut-
plattchen, wurde einmal unter Ruhebedingungen und einmal unter vollstéandig
aktivierten, durch Thrombin stimulierten Bedingungen gemessen. Unter der hier
verwendeten Dosis von Thrombin sollte es bei einer signifikanten Anzahl an
Thrombozyten zur Apoptose kommen. Diese zwei Werte wurden dann zueinan-
der ins Verhéltnis gesetzt und ergeben das sogenannte relative Uberlebenspo-
tential (Messung durch TMRE sowie durch Annexin V). Ein hoher Wert dieses
Verhaltnisses ergibt bei Messung durch TMRE ein hohes Uberlebenspotential,
ein niedriger Wert ergibt dementsprechend ein niedriges Uberlebenspotential.
Genau umgekehrt verhalt sich dies bei Messungen mithilfe von Annexin V. Ein
hoher Wert signalisiert hier wenig Uberlebenspotential und somit mehr apopto-
tisch zugrunde gegangene Thrombozyten. Das Ausmalfi der Apoptose bzw. des
Uberlebens kann in dieser Form besser abgeleitet werden als bei der Erhebung
absoluter Werte fur TMRE und Annexin V, die selbst bei gesunden Probanden
sehr variabel und individuell unterschiedlich sein kdnnen. Zur weiteren Veran-

schaulichung des eben erklarten Prinzips dienen folgende Abbildungen 6 und 7.
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Abbildung 6: Prinzip des relativen Uberlebenspotentials der TZ: Quotient MFI TMRE ruhende TZ/stimulierte
TZ; modifiziert nach (Rath et al. 2018)
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Abbildung 7: Prinzip des relativen Uberlebenspotentials der TZ: Quotient MFI Annexin V ruhende TZ/sti-
mulierte TZ; modifiziert nach (Rath et al. 2018)

Bei der relativen thrombozytaren Apoptose der Blutplattchen gemessen durch
Annexin V ergibt sich eine signifikante Korrelation zum Serumapoptosemarker

Fas-Rezeptor (p=0,486, p= 0,016, n=24) siehe auch Abbildung 8. Bei der ent-

sprechenden Messung anhand von TMRE ergibt sich keine Korrelation.
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Abbildung 8: Korrelation des Fas-Rezeptors mit dem relativen thrombozytaren Uberlebenspotential
A: Relatives Uberlebenspotential Annexin V: Quotient MFI Annexin V ruhende TZ/ stimu-
lierte TZ
B: Relatives Uberlebenspotential TMRE: Quotient MFI TMRE ruhende TZ/ stimulierte TZ
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4.2 Korrelation von sFasL mit den thrombozytaren Apoptose-
markern TMRE und Annexin V

Es ergibt sich keine signifikante Korrelation zwischen mit Annexin V (p= 0,622)
bzw. TMRE (p= 0,939) behandelten Thrombozyten und dem Apoptosemarker
sFasL. Abbildung 9 veranschaulicht dies.
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Abbildung 9: Korrelation von sFasL mit den thrombozytaren Apoptosemarkern

A: Korrelation mit Annexin V
B: Korrelation mit TMRE

Auch eine Korrelation von sFasL mit dem relativen Uberlebenspotential der

Thrombozyten zeigt keinen signifikanten Zusammenhang was auch Abbildung
10 zu entnehmen ist.
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Abbildung 10: Korrelation von sFasL mit dem relativen thrombozytéren Uberlebenspotential
A: Relatives Uberlebenspotential Annexin V: Quotient MFI Annexin V ruhende TZ/ stimu-

lierte TZ

B: Relatives Uberlebenspotential TMRE: Quotient MFI TMRE ruhende TZ/ stimulierte TZ

4.3 Korrelation von TNF a mit den thrombozytaren Apoptose-
markern TMRE und Annexin V
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Abbildung 11: Korrelation von TNF a mit den thrombozytdren Apoptosemarkern

A: Korrelation mit Annexin V
B: Korrelation mit TMRE
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Es zeigt sich keine signifikante Korrelation zwischen Annexin V (p= 0,923) bzw.
TMRE (p= 0,438) und dem Serumapoptosemarker TNF a siehe auch obige Ab-
bildung 11.

Auch die Korrelation von TNF a mit den thrombozytdren Apoptosemarkern, ge-
messen durch Annexin V (p= 0,338) und TMRE (p= 0,709) und deren Aussage-
kraft fir die thrombozytare Apoptose, ergibt keine Signifikanz in der beobachte-

ten STEMI-Kohorte, wie auch in Abbildung 12 graphisch dargestellt.
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Abbildung 12: Korrelation von TNF a mit dem relativen thrombozytéaren Uberlebenspotential
A: Relatives Uberlebenspotential Annexin V: Quotient MFI Annexin V ruhende TZ/ stimu-

lierte TZ
B: Relatives Uberlebenspotential TMRE: Quotient MFI TMRE ruhende TZ/ stimulierte TZ

4.4 Korrelation von TNF RI mit den thrombozytaren Apoptose-
markern TMRE und Annexin V

Auch beim nachsten Serumapoptosemarker, dem TNF Rezeptor I, ergibt sich
nach Prifung durch Spearman keine Korrelation zu den thrombozytéaren Apopto-
semarkern Annexin V (p= 0,644) und TMRE (p= 0,812) und auch keine Signifi-
kanz. Dies zeigt auch Abbildung 13.

39



p=-0,080
40 n=36
o p= 0644
30+ o
LL
=
> o
£ o
= ] o
p 20 °o 4 -
< 0 g o
o] oY o
10 ° 0%00 o °
[e]
o o
o
0= T T T T
0 10 20 30 40
A TNF RI pgiml

p= 0,051

9004 n=24
p= 0812
o0 o
o]
750 00’ % 5
E
E _/_o————”o_—
600 o o °
E o
[o]
o} o]
450
Q
®
300—— T | T |
5 10 15 20 25
B TNF RI pgiml

MFI: mittlere Fluoreszenzintensitat; p: Spearmans Rangkorrelationskoeffizient; n: Gré3e der Stichprobe; p:

Signifikanzniveau

Abbildung 13: Korrelation von TNF RI mit den thrombozytaren Apoptosemarkern
A: Korrelation mit Annexin V
B: Korrelation mit TMRE

Auch die Priifung des Ausmales des thrombozytaren Uberlebens durch Annexin
V und TMRE, ergibt fir TNF RI keine Korrelation und Signifikanz. Dies bestatigen

auch folgende Streudiagramme der Abbildung 14.
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Abbildung 14: Korrelation von TNF Rl mit dem relativen thrombozytaren Uberlebenspotential
A: Relatives Uberlebenspotential Annexin V: Quotient MFI Annexin V ruhende TZ/ stimu-

lierte TZ

B: Relatives Uberlebenspotential TMRE: Quotient MFI TMRE ruhende TZ/ stimulierte TZ
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4.5 Korrelation von TNF RII mit den thrombozytaren Apoptose-
markern TMRE und Annexin V

Wie auch folgender Abbildung 15 zu entnehmen ist, zeigt sich keine signifikante

Korrelation zwischen Annexin V (p= 0,814) bzw. TMRE (p= 0,632) und dem TNF
Rezeptor II.
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Abbildung 15: Korrelation von TNF RII mit den thrombozytaren Apoptosemarkern

A: Korrelation mit Annexin V
B: Korrelation mit TMRE

Auch die Korrelation von TNF Rezeptor Il mit der relativen thrombozytaren
Apoptose und Uberlebenspotential, gemessen durch Annexin V (p= 0,724) und
TMRE (p= 0,716), ergibt keine Signifikanz bei den hier untersuchten STEMI Pa-
tienten, siehe auch Abbildung 16.
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Abbildung 16: Korrelation von TNF RII mit dem relativen thrombozytaren Uberlebenspotential
A: Relatives Uberlebenspotential Annexin V: Quotient MFI Annexin V ruhende TZ/ stimu-

lierte TZ
B: Relatives Uberlebenspotential TMRE: Quotient MFI TMRE ruhende TZ/ stimulierte TZ

4.6 Korrelation von TRAIL mit den thrombozytaren Apoptose-
markern TMRE und Annexin V
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Abbildung 17: Korrelation von TRAIL mit den thrombozytaren Apoptosemarkern

A: Korrelation mit Annexin V
B: Korrelation mit TMRE
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Es ergibt sich keine signifikante Korrelation zwischen Annexin V (p= 0,368) bzw.
TMRE (p= 0,895) und dem Apoptosemarker TRAIL. Dies zeigt auch obige Abbil-
dung 17.

Der Serumapoptosemarker TRAIL korreliert ebenfalls nicht mit dem relativen
thrombozytaren Uberlebenspotential, gemessen anhand der Marker Annexin V
(p=0,410) und TMRE (p= 0,225), siehe auch Abbildung 18.

p=0176
1,00 n=24 10— n=19
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Relatives Uberebenspotential
AnnexinV MFI
[s]
Relatives Uberebenspotential
TMRE MFI
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5 10 15 20 25 5 10 15 20 25 30 35

A TRAIL pgiml B TRAIL pg/ml

MFI: mittlere Fluoreszenzintensitat; p: Spearmans Rangkorrelationskoeffizient; n: Gré3e der Stichprobe; p:
Signifikanzniveau

Abbildung 18: Korrelation von TRAIL mit dem relativen thrombozytaren Uberlebenspotential
A: Relatives Uberlebenspotential Annexin V: Quotient MFI Annexin V ruhende TZ/ stimu-

lierte TZ
B: Relatives Uberlebenspotential TMRE: Quotient MFI TMRE ruhende TZ/ stimulierte TZ

4.7 Korrelation der Serumapoptosemarker mit den throm-
bozytaren Rezeptoren CXCR4 und CXCR7

Die statistische Auswertung eines etwaigen Zusammenhangs zwischen den
sechs Serumapoptosemarkern und der thrombozytaren Expression der SDF-1
Rezeptoren CXCR4 und CXCRY7 ergibt keine Korrelation und auch keine Signifi-
kanz in der hier untersuchten Kohorte an STEMI-Patienten. CXCR4 und CXCR7
wurden hierbei 24 Stunden nach STEMI gemessen. Es ergab sich keinerlei sig-

nifikante Korrelation der gemessenen Parameter. Dies ist auch folgender
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graphischer Darstellung am Beispiel eines Streudiagramms des Serumapopto-

semarkers TNF Rl und des Rezeptorproteins CXCR4 zu entnehmen.

120+

100+

60

CXCR4 MFI

404

20+

0—— T T T
0 20 40 60

TNF Rl pg/ml

MFI: mittlere Fluoreszenzintensitat; p: Spearmans Rangkorrelationskoeffizient; n: Gré3e der Stichprobe; p:
Signifikanzniveau

Abbildung 19: Korrelation TNF RI mit CXCR4

Die vollstandigen Korrelationen zwischen allen sechs Serumapoptosemarkern
und den thrombozytaren Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 sind Tabelle 2 zu ent-

nehmen:

FasR sFasL TNFa TNF RI TNF RII TRAIL
p=-0,117 p=-0,122 p=-0,024 p=0,298 p=0,140 p=0,102
CXCR4 | p=0,537 p=0,521 p=0,901 p=0,109 p=0,461 p=0,593
n=30 n=30 n=30 n=30 n=30 n=30
p=-0,042 p=0,112 p=0,152 p=0,286 p=0,207 p=0,142
CXCR?7 | p=0,822 p=0,548 p=0,414 | p=0,119 p=0,264 | p=0,445
n=31 n=31 n=31 n=31 n=31 n=31

p: Spearmans Rangkorrelationskoeffizient; n: Gro3e der Stichprobe; p: Signifikanzniveau

Tabelle 2: Korrelationen der Serumapoptosemarker und der Rezeptoren CXCR4/CXCR7
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4.8 Evaluation der Serumapoptosemarker in Bezug auf die my-
okardiale LV-Funktion, myokardiales Odem und den Infarkt-

groRRenverlauf

Zur statistischen Auswertung wurde zunachst jeweils der Median jedes Serum-
apoptosemarkers gebildet. Diese sind Tabelle 3 zu entnehmen.

Serumapoptosemarker‘ FasR ‘ sFasL ‘ TNF a ‘ TNFR | ‘ TNFR Il ‘ TRAIL

Median (pg/ml) \ 11,5 \ 15,0 \ 8,75 \ 15,5 \ 37,0 \ 10,5

Tabelle 3: Mediane der jeweiligen Serumapoptosemarker

Anschliel3end wurde jeder Serumapoptosemarker mit der LV-Funktion zu Beginn
des Krankenhausaufenthalts und der LV-Funktion nach sechs Monaten vergli-
chen. Die kardiale Odembildung als Parameter fur die GroRe des myocardium at
risk (durch den Infarkt gefahrdetes Myokard) sowie der Verlauf der Infarktgrof3e
mittels late gadolinium enhancement wurden anschlieRend ebenfalls in Relation
zu den Serumapoptosemarkern gebracht. Es erfolgte zudem die Bestimmung
des Myocardial Salvage, was sich aus vorher genannten Werten als Ausdruck
des Anteils an gerettetem Myokard berechnen lasst (Deutsche Gesellschaft fir
Kardiologie- Herz- und Kreislaufforschung e.V. 2013). Diese Messungen erfolg-
ten mittels MRT. Die statistische Signifikanz der Ergebnisse wurde anhand des
Mann-Whitney-U-Tests Uberprift. Fir n>30 gilt hierbei die asymptotische Signifi-
kanz, fur n<30 die exakte Signifikanz.

4.8.1 Vergleich der Serumapoptosemarker mit der baseline LVEF zu Be-

ginn der Hospitalisation

In direktem zeitlichem Zusammenhang zum STEMI, im Mittel drei Tage nach dem
Herzinfarkt, wurde mittels MRT bei allen Patienten ein Ausgangswert der links-
ventrikularen Ejektionsfraktion (baseline LVEF) in Prozent bestimmt. Die entspre-

chenden 25%/50%/75% Perzentilen dieser Werte wurden mit zwei Gruppen
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jedes Serumapoptosemarkers verglichen und sind untenstehender Tabelle 4 zu
entnehmen. Dabei finden sich bei jedem Marker in der ersten Gruppe die Werte,

die kleiner/gleich ihrem Median sind und in der zweiten Gruppe die, die grol3er

als ihr Median sind.

Fir n sMedian | Fir n>Median
Baseline Baseline
LVEF (%) LVEF (%)
Perzentilen: Perzentilen:
Serumapoptosemarker | n€sMedian | n>Median | 25% 25% p
50% 50%
75% 75%
43,5 44,0
Fas-Rezeptor 18 11 50,0 52,0 0,580
56,2 58,0
43,0 44,0
sFasL 14 15 49,0 51,0 0,621
56,75 57,0
44,0 43,0
TNFa 15 14 51,0 51,0 0,880
56,0 61,25
49,0 39,75
TNF RI 15 14 52,0 46,5 0,112
57,0 53,75
46,50 41,0
TNF RII 13 16 51,0 51,0 0,714
57,5 56,0
42,0 44,0
TRAIL 15 14 49,0 52,0 0,270
52,0 61,0

n: GroRRe der Stichprobe; LVEF: linksventrikulare Ejektionsfraktion; p: Signifikanzniveau

Tabelle 4: Vergleich der Serumapoptosemarker kleiner/gleich dem Median bzw. gréRer als der Median mit
der baseline LVEF (%)

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen aller
sechs Serumapoptosemarker in Bezug auf die baseline LVEF gefunden werden.
Zur Veranschaulichung dieser Tatsache folgt die graphische Darstellung der er-
mittelten Werte am Beispiel der Marker TNF Rl und TRAIL.
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Abbildung 20: Vergleich von TNF RI und TRAIL kleiner/gleich dem Median bzw. gréRer als der Median
mit der baseline LVEF (%)

4.8.2 Vergleich der Serumapoptosemarker mit dem Verlauf der LVEF

Aus der mittels MRT erhobenen LVEF im Follow-Up nach sechs Monaten und
zum Anfang der Hospitalisation wurde das Verhaltnis A (Delta) LVEF durch Divi-
sion gebildet (LVEF Follow-Up/LVEF baseline) und mit dem jeweiligen Median
des Serumapoptosemarkers in Relation gebracht. Ob ein signifikanter Unter-
schied zwischen den beiden Gruppen (in der ersten Gruppe sind Serumapopto-
semarker kleiner/gleich ihrem Median, in der zweiten Gruppe sind Serumapopto-
semarker groRer als ihr Median) besteht, wurde anhand des Mann-Whitney-U-
Tests gepruft. Die erhobenen Werte fir A LVEF sind mit der 25%, 50% und 70%
Perzentile aufgelistet. Bei einer Verschlechterung der LVEF ergibt sich ein nied-

rigerer Wert von A LVEF, bei Verbesserung ein hdoherer Wert. Alle ermittelten

Werte sind folgender Tabelle 5 zu entnehmen.

a7

T
>Median
TRAIL pg/mi




Fur nsMedian | Fir n>Median
ALVEF ALVEF
Perzentilen: Perzentilen:
25% 25%
Serumapoptosemarker | nSMedian | n>Median | 50% 50% p
75% 75%
1,08 0,87
Fas-Rezeptor 11 5 1,15 1,19 0,827
1,20 1,35
0,91 1,14
sFasL 7 9 0,94 1,17 0,042
1,20 1,33
1,12 0,91
TNFa 9 7 1,17 1,08 0,142
1,29 1,19
1,11 0,91
TNF RI 8 8 1,15 1,14 0,878
1,21 1,27
0,91 1,08
TNF RII 9 7 1,15 1,19 0,351
1,20 1,29
0,93 1,08
TRAIL 9 7 1,15 1,19 0,470
1,20 1,29

n: GroRe der Stichprobe; LVEF: linksventrikulére Ejektionsfraktion; A: Delta; p: Signifikanzniveau

Tabelle 5: \£e[g\;/IEi|(::h der Serumapoptosemarker kleiner/gleich dem Median bzw. groRer als der Median mit
Es zeigt sich fur beide Gruppen des Serumapoptosemarkers sFasL in Bezug auf
A LVEF ein signifikanter Unterschied (fur n= 7<Median; [25 %-75 %-Perzentile:
0,91/1,20]; fur n=9>Median; [25 %-75 %-Perzentile: 1,14/1,33]; p= 0,042). Dies
wird in folgendem Boxplot-Diagramm (Abbildung 21) graphisch veranschaulicht.
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Abbildung 21: Vergleich von sFasL kleiner/gleich dem Median bzw. gréRer als der Median mit ALVEF

4.8.3 Vergleich der Serumapoptosemarker mit dem myokardialen Odem

Die area at risk (AAR) des Myokards ist als der Teil des Herzgewebes definiert,
der wahrend des Gefaldverschlusses beim STEMI ischamisch wird und damit ge-
fahrdet ist (Lowe et al. 1978). Dabei bildet sich pathophysiologisch ein myokardi-
ales Odem aus, welches mithilfe einer T2 gewichteten Aufnahme mit der MRT
detektiert werden kann (Abdel-Aty et al. 2009; Higgins et al. 1983). Aul3erdem
kann so eine akute von einer chronischen Schadigung unterschieden werden
(Abdel-Aty et al. 2004). Dieses T2 Mapping wurde in drei Kurzachsenschnitten:
basal, mitventrikular und apikal aufgenommen (Krumm et al. 2016). Dabei wer-
den Aufnahmen erzeugt, die durch die transversale Relaxation der Protonen Zu-
standekommen (Montant et al. 2015). Kommt es zum myokardialen Odem und
damit erhéhtem Wassergehalt im Gewebe und auch freiem Wasser, dann ver-
l&ngert sich auch die transversale Relaxationszeit (Higgins et al. 1983; Knight et
al. 1991). Die Odeme weisen in diesen Bildern eine hohe Signalintensitat auf
(Montant et al. 2015).

Die Signalzerfallszeit (Signal Decay Time, SDT) beruht hauptsachlich auf der T2
Relaxationsszeit (Krumm et al. 2016). Hier wurde das obere 97,5 % Quantil der

SDT gesunder Probanden, welche bei einer Zeit von 64,5 ms lag, als Grenzwert
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fur die weiteren Auswertungen bestimmt. Werte 265 ms wurden demzufolge bei
der Odembildgebung als pathologisch gewertet. Das gefundene Odem wurde
dann im 16 Segmente Modell der American Heart Association ausgewertet
(Cerqueira et al. 2002) und anschliel3end dessen Anteil an der linksventrikularen
Muskelmasse (LVMM) des Herzens bestimmt. Die LVMM (g) wurde dabei mittels
Scheibchensummationsmethode mit manueller Konturierung von 8-15 Kurzach-
senschnitten unter Aussparung der Papillarmuskeln identifiziert (Armstrong et al.
2012; Vogel-Claussen et al. 2006).

In untenstehender Tabelle 6 finden sich die hierfiir ermittelten Werte:

Fir n€Median | Fir n>Median
Odem (%) Odem (%)
LVMM LVMM
Perzentilen: Perzentilen:
Serumapoptosemarker | nsMedian | n>Median | 25% 25% p
50% 50%
75% 75%
24,0 30,0
Fas-Rezeptor 15 10 26,0 42,0 0,091
40,0 47,5
25,0 24,0
sFasL 13 12 32,0 33,0 0,936
45,0 44,5
23,0 24,0
TNFa 12 13 29,0 40,0 0,320
39,0 46,0
22,0 25,5
TNF RI 11 14 26,0 38,0 0,149
40,0 47,0
22,0 24,0
TNF RII 11 14 30,0 34,0 0,609
44,0 47,0
24,0 24,0
TRAIL 13 12 40,0 32,0 0,979
45,0 445

n: GroRRe der Stichprobe; p: Signifikanzniveau

Tabelle 6: Vergleich der Serumapoptosemarker kleiner/gleich dem Median bzw. groRer als
der Median mit dem myokardialen Odem (%) LVMM

50



In Abbildung 22 folgt die exemplarische Darstellung des Markers Fas-Rezeptor
(p=0,091) in Bezug auf das myokardiale Odem in Prozent der linksventrikularen

Muskelmasse.

p=0,091

Odem (%) LVMM
(%]
o
|

| T
<Median >Median
Fas-Rezeptor pg/ml

LVMM: linksventrikuldre Muskelmasse (g); p: Signifikanzniveau

Abbildung 22: Vergleich Fas-Rezeptor kleiner/gleich dem Median bzw. gréRer als der Median mit dem
myokardialen Odem (%) der LVMM (g)

4.8.4 Vergleich der Serumapoptosemarker mit Myocardial Salvage

Myocardial Salvage steht fur den Anteil des Myokards, der durch therapeutische
Malnahmen nach einem Herzinfarkt gerettet werden kann und dient so ebenfalls
als Indikator fir den Nutzen dieser (Bgtker et al. 2012). Myocardial Salvage wird
durch Subtraktion der finalen Infarktgrof3e (FIS) von der area at risk (AAR), also
des anfangs gefahrdeten Myokardareals berechnet (Batker et al. 2012). Wie die
AAR per MRT bestimmt wurde, ist im vorhergehenden Kapitel erlautert worden.
Myocardial Salvage = AAR - FIS
FIS wurde ebenfalls mittels MRT gemessen. Dabei wurde den Patienten 0,15
mmol/kg KG Gadobutrol als Kontrastmittel (Gadovist, Bayer Healthcare, Lever-
kusen, Germany) Uber eine periphere Venenverweilkantle verabreicht. Die re-
sultierenden Bilder wurden durch Einsatz einer segmentierten Inversion-

Recovery-Gradientenecho-Pulssequenz 10 Minuten nach Kontrastmittelinjektion
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in Atemanhaltetechnik angefertigt. Beim Herzinfarkt kommt es zum Zusammen-
bruch der Zellmembranen. Das injizierte Gadobutrol verteilt sich dann auch dort
wo friher intakte Zellen waren (Kellman & Arai 2012). Zusatzlich kommt es zur
vermehrten Bildung von extrazellularem Gewebe, wo sich das Kontrastmittel
ebenfalls anreichert (Kellman & Arai 2012). Aul3erdem entsteht durch die vermin-
derte Durchblutung und den fibrotischen Umbau des Herzgewebes eine verlan-
gerte An- und Abflutungskinetik des Gadoliniums innerhalb des Herzmuskels.
Man spricht vom late gadolinium enhancement des Infarktareals (Arheden et al.
1999; Mahrholdt et al. 2002). Um die InfarktgroRe letztendlich zu bestimmen,
wurden die Bereiche in T1 Gewichtung identifiziert, die sich mehr als 5 Stan-
dardabweichungen von der mittleren Signalintensitat unterscheiden (Flett et al.
2011). Anschlie3end wurde die Masse des infarzierten Myokards in Verhaltnis
zur Gesamtmasse des Myokards gebracht und in Prozent angegeben. Die fol-
gende Tabelle 7 enthélt die Werte der Perzentilen des Myocardial Salvage fur

beide Gruppen der Serumapoptosemarker.
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Fir nsMedian | Fir n>Median
Myocardial Myocardial
Salvage Salvage
Perzentilen: Perzentilen:
Serumapoptosemarker | nSMedian | n>Median | 25% 25% p
50% 50%
75% 75%
9,5 15,5
Fas-Rezeptor 13 10 15,0 23,5 0,077
22,5 36,25
6,0 14,25
sFasL 11 12 18,0 16,5 0,833
35,0 25,25
50 14,0
TNFa 11 12 16,0 215 0,235
23,0 35,0
6,0 14,25
TNF RI 11 12 15,0 23,5 0,091
22,0 35,75
6,0 13,25
TNF RII 11 12 16,0 17,50 0,880
30,0 32,75
14,25 11,0
TRAIL 12 11 19,0 17,0 0,608
33,75 26,0

n: GréRRe der Stichprobe; p: Signifikanzniveau

Tabelle 7: Vergleich der Serumapoptosemarker kleiner/gleich dem Median bzw. gréRer als der Median
mit Myocardial Salvage
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Abbildung 23: Vergleich von Fas-Rezeptor und TNF RI kleiner/gleich dem Median bzw. gréRer als der
Median mit Myocardial Salvage(in % des gesamten Myokards)
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Zur Veranschaulichung der gefundenen Werte siehe obige graphische Darstel-
lung der Serumapoptosemarker Fas-Rezeptor (p= 0,077) und TNF RI (p= 0,091)
im Bezug zu Myocardial Salvage (Abbildung 23).

4.8.5 Vergleich der Serumapoptosemarker mit dem Verlauf der Infarkt-

groi3e

Um den Verlauf der Infarktgréf3e nachzuvollziehen wurde diese im Mittel drei
Tage nach dem STEMI und erneut nach sechs Monaten in der MRT-Bildgebung
bestimmt und in Prozent zur Gesamtmasse des Myokards angegeben. Die ermit-
telten Werte wurden anschlieend ins Verhaltnis gesetzt (Follow-Up/Baseline).
Wie im vorhergehenden Kapitel zu Myocardial Salvage beschrieben, wurde der
Infarkt im Herzgewebe mithilfe des Kontrastmittels Gadobutrol (Gadovist, Bayer
Healthcare, Leverkusen, Germany) in deiner Dosis von 0,15 mmol pro kg Kor-
pergewicht dargestellt. Das bereits erwahnte Prinzip hierbei beruht auf verzéger-
tem An- und Abfluten des Kontrastmittels durch den erhéhten Anteil an extrazel-
lularer Matrix (Doltra et al. 2013). Dieser entsteht durch die zellulare Nekrose,
Lyse sowie das kardiale Odem was auf den Infarkt folgt (Doltra et al. 2013). Die
erhohte Menge an Kontrastmittel kann dann durch T1-gewichtete Bildgebung
durch late enhancement ungefahr 10 bis 30 Minuten nach Kontrastmittelgabe
nachgewiesen werden und somit auch das vom Infarkt betroffene Myokard
(Doltra et al. 2013).

Hier folgt Tabelle 8, welche die Messwerte kleiner oder gleich dem jeweiligen
Median der Serumapoptosemarker und Werte gréf3er als der jeweilige Median
unterscheidet und dann jeweils mit dem Verlauf der InfarktgréRe der STEMI Pa-
tienten vergleicht.
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Far Far
n<Median n>Median
Infarktgrof3e | InfarktgrofRe
Perzentilen: Perzentilen:
Serumapoptosemarker | nsMedian | n>Median 25% 25%
50% 50% p
75% 75%
0,53 0,69
Fas-Rezeptor 9 5 0,73 0,79 0,518
1,14 1,47
0,39 0,69
sFasL 7 7 1,07 0,76 0,805
1,53 0,86
0,67 0,63
TNFa 7 7 0,79 0,76 0,710
1,07 1,53
0,68 0,45
TNF RI 6 8 0,79 0,77 0,950
1,11 1,43
0,69 0,39
TNF RII 7 7 1,07 0,73 0,128
1,22 0,79
0,69 0,63
TRAIL 7 7 1,07 0,73 0,209
1,22 0,79

n: GréRRe der Stichprobe; p: Signifikanzniveau

Tabelle 8: Vergleich der Serumapoptosemarker kleiner/gleich dem Median bzw. gréRRer als der Median mit
dem Verlauf der Infarktgrof3e
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Abbildung 24: Vergleich des Serumapoptosemarkers TNF RII kleiner/gleich dem Median bzw. groer als

der Median mit dem Verlauf der InfarktgroRe (Quotient Infarktgrof3e im Follow-Up/ Infarkt-
gréRe Baseline je in % des Gesamtmyokards)
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Eine exemplarische graphische Darstellung in obiger Abbildung 24 finden hier
die Werte des TNF RIl im Vergleich zum Verlauf der Infarktgréf3e (p= 0,128).
Zudem zeigte sich fur die TNF Rezeptoren | und Il eine negative Korrelation mit
dem Verlauf der Infarktgroi3e, die jedoch nicht signifikant war (p=-0,330, p= 0,249
und p=-0,354, p= 0,215).
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5 Diskussion

In dieser Studie wurde 38 Patienten mit der Diagnose STEMI Vollblut entnom-
men, diese wurde auf die thrombozytaren Oberflachenmarker CXCR4 und
CXCR7 sowie auf die sechs Serumapoptosemarker Fas-Rezeptor, sFasL, TNF
a, TNF RI, TNF RIl und TRAIL mittels Bioplex untersucht. Zudem wurde eine
kardiale MRT Bildgebung wéahrend der Hospitalisation und nochmals nach sechs

Monaten durchgefuhrt.

Es wurde zunachst untersucht, ob sich zwischen den sechs Serumapoptosemar-
kern und den thrombozytaren Markern Annexin V und TMRE eine Korrelation
finden lasst. Ergebnis dieser Studie ist, dass zwischen allen sechs Serumapopto-
semarkern und der Externalisierung von Phosphatidylserin (gemessen durch An-
nexin V Bindung) sowie der mitochondrialen Depolarisation (gemessen durch
Fluoreszenz des TMRE) der Thrombozyten keine signifikante Korrelation be-
steht. Doch bei der relativen thrombozytaren Apoptose gemessen durch Annexin
V und dem Fas-Rezeptor ergibt sich in der hier untersuchten STEMI-Kohorte
durchaus eine signifikante Korrelation.

Das wesentliche Ergebnis bei der Auswertung der MRT Daten ergibt eine signi-
fikante Korrelation von sFasL und A LVEF. Der Serumapoptosemarker sFasL
konnte somit als Parameter fur den Verlauf der linksventrikularen Ejektionsfrak-

tion nach einem Herzinfarkt herangezogen werden.

5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Patientenkollektiv, Basischarakteristika, Blutentnahme

Das Patientenkollektiv dieser Studienkohorte kann als reprasentative Stichprobe
von STEMI Patienten angesehen werden. Studienabbriiche bzw. fortwéahrende
Studienteilnahme geschahen per Zufall sowie ohne besonderes Muster. Die
meisten Abbriche entstanden jedoch durch Ablehnung der MRT Bildgebung
durch die Studienteilnehmer. Ahnliche Patientenkollektive mit hoher Validitat sind
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analog auch anderen Studien zu entnehmen (Nilsson et al. 2013; Hortmann et
al. 2017). Insgesamt wurde 89 Patienten mit STEMI Blut abgenommen, davon
wurden 38 Patienten in diese Studie eingeschlossen, da die Serumapoptosemar-
ker nur dann bestimmt worden sind, wenn auch MRT Bildgebung vorhanden war.
Die Basischarakteristika der Patienten wurden anhand von eingespeisten Arzt-
briefen oder Anamneseprotokollen, die durch den aufnehmenden Arzt angefertigt
worden sind aus der elektronischen Patientenakte des klinikinternen EDV-Sys-
tems Ubernommen. Bei Unstimmigkeiten bei den Daten erfolgte die Kontaktauf-
nahme zum niedergelassenen arztlichen Kollegen oder zum Patienten selbst.
Insgesamt wurden die Daten zweimal Uberpruft.

Die Blutentnahme erfolgte nach Zustimmung des Patienten im Rahmen des Ein-
griffs wahrend der PCI. Dies gewahrleistete eine standardisierte Abnahme durch

die im Herzkatheterlabor festgelegten Ablaufe.

5.1.2 Analyse mittels FACS

Die Analyse von Parametern mit dem FACS Gerat (FACSCalibur™ Flow Cyto-
meter, Becton Dickinson Biosciences, Heidelberg, Germany) ist eine gut etab-
lierte und innovative Methode fir die Klarung von wissenschaftlichen Fragestel-
lungen. Auch in der Abteilung fiir Kardiologie und Kreislauferkrankungen, der Kli-
nik far Innere Medizin Ill, findet diese Methode in vielen Studien héufige Anwen-
dung (Rath et al. 2019; Borst et al. 2018; Chatterjee et al. 2017; Vogel et al.
2016). Diese Routine bedingt eine hohe Expertise des Laborpersonals und stellt
damit eine hohe Qualitat der Messergebnisse sicher. Die Messung der CXCR4
und CXCR7 Expression der Thrombozyten sowie die Messung der thrombozytéa-
ren Apoptose wurde in dieser Studie mittels FACS durchgefuhrt. Jede Messung
erfolgte mit den gleichen Gerateeinstellungen, so konnte diese bei Fehimessung
auch unter gleichen Bedingungen wiederholt werden. Auf die Einhaltung von
gangigen Geratestandards und die regelmaRige Qualitatssicherung wurde eben-
falls geachtet (Oldaker 2007; Perfetto et al. 2006).
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5.1.3 Bioplex

Um mehrere Serumapoptosemarker in der Probe eines Patienten zu bestimmen,
wurde das Bio-Plex™ 200 System (der Firma BioRad) verwendet. Durch die Mul-
tiplexanalytik kdnnen zeitsparend mehrere Proteine gleichzeitig quantifiziert wer-
den. Ebenso vorteilhaft ist, dass nur eine kleine Menge der zu untersuchenden
Probe benotigt wird. Das Prinzip hierbei beruht auf dem eines Sandwich-ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) einer hochsensitiven, reproduzierbaren
Standardmethode (Voller et al. 1978). Zur Validierung und Kalibrierung sind nach
Herstellerangaben automatisierte Protokolle Uber die Bio-Plex Manager Software
durchgefuhrt und gespeichert worden. Diese wurden unter Verwendung einer
Wartungs-, Kalibrierungs- und Validierungsplatte (maintenance, validation, calib-
ration; MCV), die die dafur erforderlichen Mikrokigelchensatze und -lésungen
beinhaltet, durchgefuhrt (Bio-Rad Laboratories 2013). Die Durchfuhrung der
Messungen erfolgte mit den kommerziell verfligbaren Kits der Firma Bio-Rad.

5.1.4 Kardiale Bildgebung mittels MRT

Die Bildgebung mit MRT ist derzeit der Goldstandard fur die Bestimmung der
Infarktgréf3e (Schulz-Menger et al. 2013), selbst kleinste subendokardiale In-
farkte in der Grol3e von 1g kénnen so dargestellt werden (Kim et al. 2009) und
das mit guter Préazision (Wagner et al. 2003). Auch fiur die Quantifizierung der
LVEF stellt die MRT den Goldstandard dar (Grothues et al. 2002). Aufgrund ihrer
Nicht-Invasivitat, guten Reproduzierbarkeit, hohen zeitlichen und raumlichen Auf-
|6sung wird sie immer mehr fur die Beurteilung der Herzfunktion verwendet (Baksi
& Pennell 2013). Eine Beurteilung der LVEF durch die einfache, glnstigere und
gut verflgbare transthorakale Echokardiographie ist ebenfalls mdglich (Huttin et
al. 2015). Nachteile hierbei sind jedoch die hohe Untersucherabhangigkeit und
die fehlende Mdglichkeit die Infarktgrof3e genau zu bestimmen. Deshalb wurde
in dieser Studie der MRT der Vorzug gegeben, um so die bestmdgliche Qualitat

bei der Bestimmung der Parameter sicherzustellen.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Detektion der Apoptose mit TMRE und Annexin V und Zusammen-

hang mit den Serumapoptosemarkern

In dieser Studie wurde die Apoptose der Blutplattchen durchflusszytometrisch
durch die Stoffe TMRE und Annexin V nachgewiesen.

Das lipophile und positiv geladene TMRE gibt die hdchste Fluoreszenzintensitat
ab, wenn es sich in den intakten Membranen des vitalen Mitochondriums bei
stabilem Membranpotential (A¥W) anreichern kann. Kommt es zum Abfall des
Membranpotentials, zur Depolarisation (wie es auch bei der Apoptose der Fall
ist), verteilt sich TMRE im Zytosol und seine Fluoreszenzintensitat nimmt ab
(Scaduto & Grotyohann 1999). Dieser Fluoreszenzabfall kann dann mit dem
FACS Gerat gemessen werden. Ebenso kann eine héhere Fluoreszenzintensitat
ein vermehrtes Uberleben der Thrombozyten signalisieren, was jedoch vorsichtig
zu interpretieren ist (Perry et al. 2011). Der Ausgangswert der Fluoreszenz von
TMRE bei ruhenden Thrombozyten ist aufgrund der mitochondrialen Atmung und
von plattchenspezifischen Gegebenheiten je nach Individuum unterschiedlich.
Um die erhaltenen Werte zu verifizieren sollte eine komplementare Messung
durchgefuihrt werden (Perry et al. 2011).

Thrombin als bekannter Blutgerinnungsinitiator kann auch Apoptose von Throm-
bozyten auslosen. Dafur wurde in dieser Studie eine ausreichend hohe Konzent-
ration an Thrombin sichergestellt, da es sonst lediglich zur Plattchenaktivierung
kame (Leytin et al. 2007). Dann wurden die TMRE MFI Werte von ruhenden
Thrombozyten ins Verhéltnis zu den MFI Werten von durch Thrombin stimulierten
Thrombozyten gesetzt. Ersteres spiegelt den aktuellen Vitalitdtszustand der
Thrombozyten wider, wéahrend letzteres die noch vorhandene Fluoreszenz nach
maximaler durch Thrombin getriggerter Apoptose und so gleichzeitig das mini-
male Uberleben zeigt. Ein hohes Verhéltnis des TMRE der ruhenden TZ zu dem
TMRE der durch Thrombin behandelten, stellt ein hohes relatives Uberlebenspo-
tential dar. Ein niedriger Wert dieses Verhaltnisses stellt auch ein niedriges rela-

tives Uberlebenspotential dar.
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Uber den gut etablierten Marker Annexin V ist ebenfalls ein indirekter Hinweis auf
zellulare Apoptose moglich. Annexin V bindet an, bei apoptotischen Zellen expo-
niertes, Phosphatidylserin (Dachary-Prigent et al. 1993). PS wird jedoch wie in
der Einleitung beschrieben bei Thrombozyten auch bei Aktivierung exponiert (Na-
gata et al. 2016). Es kommt dabei unter anderem zur Bildung des Tenase Kom-
plexes, der die Gerinnungsneigung der Thrombozyten durch Vorantreiben der
Thrombinbildung erhdht und somit zu deren Aktivierung beitragt (Zwaal et al.
1977; Cooper 2000; Bevers et al. 1982). Die PS-Externalisierung kann also so-
wohl ein Zeichen fir die Einleitung der Apoptose, als auch fiir die Aktivierung der
Thrombozyten sein (Zhang et al. 2007; Kile 2014). Dies wére ein Grund weshalb
Messungen der zellularen Apoptose anhand von TMRE und Annexin V nicht im-
mer Ubereinstimmen kénnten. Ebenso ist die selektive Messung von Apoptose
anhand von Annexin V dementsprechend nicht méglich. Die Messungen durch
Annexin V sollten also als Mischung aus apoptotischen Thrombozyten und akti-
vierten Thrombozyten angesehen werden.

Analog zur Bildung des relativen Uberlebenspotentials von TMRE wurde auch
hier das Verhaltnis der Annexin V MFI von reinen, ruhenden TZ und der Annexin
V MFI von Thrombin stimulierten TZ gebildet. Unter der Verwendung einer ange-
messen hohen Thrombindosis (1U/ml), die so zu einer signifikanten Anzahl an
apoptotischen Thrombozyten fihren kann, kann das ermittelte Ergebnis dieses
Verhaltnisses grob als Prozentsatz der maximalen Apoptose interpretiert werden.
Da bei Messung von Annexin V nicht zwischen Apoptose und Aktivierung unter-
schieden werden kann, ist zumindest in den mit Thrombin vorbehandelten Pro-
ben zu erwarten, dass nahezu alle Thrombozyten apoptotisch zugrunde gehen.
Ein hohes Verhaltnis des Annexin V der ruhenden TZ zu dem Annexin V der
durch Thrombin behandelten, stellt ein niedriges relatives Uberlebenspotential
dar, also eine vermehrte thrombozytare Apoptose. Ein niedriger Wert dieses Ver-
haltnisses stellt dementsprechend ein hohes relatives Uberlebenspotential dar
und damit wenig Apoptose.

In dieser Studie ergab sich keine Korrelation zwischen den Serumapoptosemar-
kern und den mit Annexin V oder TMRE geféarbten ruhenden Thrombozyten der
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STEMI Kohorte. Nur beim Verhaltnis der ruhenden zu den durch Thrombin sti-
mulierten TZ gemessen durch Annexin V, als Marker fur das Ausmal3 der throm-
bozytaren Apoptose und dem l8slichen Fas-Rezeptor ergibt sich eine signifikante
positive Korrelation. Dies deckt sich mit einer anderen Studie aus Tibingen tber
membrangebundenes FasL das an der Oberflache von aktivierten Thrombozyten
exprimiert wird und zellspezifisch und konzentrationsabhéngig Apoptose induzie-
ren kann (Schleicher et al. 2015). Diese aktivierten Thrombozyten kdnnten még-
licherweise unter anderem auch I6slichen Fas Rezeptor in den Kreislauf abge-

ben, was eine Erklarung fir die obige Korrelation darstellen kénnte.

5.2.2 Evaluation der Serumapoptosemarker in Bezug auf LV-Funktion, de-
ren Verlauf und der InfarktgrofRe

In dieser Studienpopulation zeigte sich nur beim Marker sFasL ein signifikanter
Zusammenhang mit dem Verlauf der LV-Funktion bei den STEMI Patienten. Die
Messungen von Fas-Rezeptor, TNF a, TNF RI, TNF RIl, TRAIL ergaben keinen
signifikanten Zusammenhang mit der LV-Funktion. Bei hohen Werten des Ser-
umapoptosemarkers sFasL (groRer gleich dem Median) ergab sich hier eine sig-
nifikante Verbesserung der LV-Funktion. Bei Werten kleiner als der Median ergab
sich dementsprechend eher eine Verschlechterung der LV-Funktion. Es ist be-
reits gezeigt worden, dass bei Patienten mit STEMI und instabiler Angina pectoris
die sFasL Messwerte im Blut bei Aufnahme signifikant erhéht sind und sFasL
somit in der Pathogenese des Myokardinfarktes eine wichtige Rolle spielt
(Shimizu et al. 2002). Nilsson et al. berichteten jedoch von einem fehlenden sig-
nifikanten Zusammenhang zwischen sFasL, sFas und der LV-Funktion in der von
ihnen untersuchten Studienpopulation von 46 Patienten. Die Messungen hierfur
fanden jeweils funf Tage und vier Monate nach dem STEMI statt. Auch bei Osc-
mancik et al. zeigten sich dementsprechende Ergebnisse. Dort waren die bei Pa-
tienten mit akutem Koronarsyndrom gemessenen sFas-Serumspiegel nach
sechs Monaten nicht mit der Prognose des Patienten assoziiert (Osmancik et al.
2013). Auch in einer weiteren Studie von Szymanowski fand sich keine Korrela-

tion von sFasL mit der nach funf Tagen und vier Monaten gemessenen LVEF bei
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STEMI Patienten. Dort korrelierte aber der I6sliche TNFR | signifikant negativ
(gemessen vor der Koronarangiographie und nach 24 Stunden) mit der LV-Funk-
tion nach vier Monaten (Szymanowski 2015). Dieses Ergebnis konnten die hier
erhobenen Daten nicht bestatigen.

Bei Szymanowski zeigte sich zudem eine positive Korrelation von TNF RI nach
24 Stunden mit der InfarktgroRe nach vier Monaten. sFasL und der Fas-Rezeptor
hingegen zeigten dabei keine signifikanten Korrelationen. In dem hier untersuch-
ten Kollektiv liel3 sich kein signifikanter Zusammenhang aller untersuchten Ser-
umapoptosemarker mit der Infarktgrof3e feststellen.

Eine Studie von Nilsson et. al untersuchte ebenfalls I6sliche Apoptosemarker bei
STEMI-Patienten, deren mdgliche Korrelation untereinander, den Zusammen-
hang mit der Infarktgrof3e und verglich diese mit Parametern der linksventrikula-
ren Funktion. Dabei ergab sich ahnlich wie bei Szymanowski eine positive signi-
fikante Korrelation zwischen der InfarktgréRe (nach vier Monaten) und den TNF
Rezeptoren | und Il sowie eine negative Korrelation dieser Rezeptoren mit der
LVEF nach vier Monaten (Nilsson et al. 2013). In dieser Studie konnten wir diese
Daten jedoch nicht vollends bestatigen. Hier zeigte sich aber ebenfalls ein nega-
tiver Zusammenhang von TNF Rl und TNF RIl mit dem Verlauf der Infarktgroi3e,
der bei unserer Stichprobe aber nicht signifikant war. Aufgrund der hier deutlich
geringeren Grol3e der Stichprobe (n=14) ist dieses Ergebnis insgesamt schwierig
zu interpretieren. Die Werte der anderen Serumapoptosemarker zeigten keinen
signifikanten Unterschied im Vergleich zum Verlauf der Infarktgro3e der Patien-
ten. Andere Studien zeigten ebenfalls keinen Zusammenhang, beispielsweise
zwischen dem I6slichen Fas-Rezeptor und der Infarktgrof3e. Auch bei Nilsson et
al. zeigte sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem sFas-
Rezeptor, sFasL und der Infarktgréf3e. Interessanterweise ergab sich dabei je-
doch die Beobachtung, dass die Werte des Fas-Rezeptors 24 Stunden nach PCI
signifikant héher waren als die bei Aufnahme (Teringova et al. 2018; Nilsson et
al. 2013). Hier wurde dieser Wert jedoch nur einmal bestimmit.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die sFas-Spiegel bei Patienten mit aku-

tem Myokardinfarkt signifikant héher sind, jedoch nicht mit der Infarktgrof3e, der
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LV-Funktion oder der Prognose korrelieren. Somit bleibt die Rolle der Fas-ver-
mittelten Apoptose und des hier gefundenen Zusammenhangs von sFasL und
der LV-Funktion noch immer unklar. SFas-Spiegel scheinen jedoch als prognos-
tische Marker bei Patienten mit verschiedenen Formen von Herzinsuffizienz hilf-
reich zu sein. Die prognostische Bedeutung von sFas wurde bei Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie und dekompensierter und kompensierter Herzinsuf-
fizienz bereits nachgewiesen (Kawakami et al. 1998; Niessner et al. 2009; Tsu-
tamoto et al. 2001). Hohere sFas-Konzentrationen waren zudem mit einer Klinik-
einweisung aufgrund von Herzinsuffizienz oder einem héheren Sterberisiko ver-
bunden (Teringova & Tousek 2017).

Insgesamt wird weiterhin intensiv an Biomarkern geforscht die in Zusammenhang
mit einem Myokardinfarkt messbar sind. Der bereits sehr gut etablierte Marker
wie das kardiale Troponin, als direktes Produkt des Myozytenschadens, ist der
Goldstandard zur Diagnose eines Myokardinfarkts. Dennoch werden weitere Bi-
omarker bendtigt die vor allem einen Ausblick auf die Prognose erlauben oder
sogar der Pravention dienen konnten (Wu et al. 2020). Es ist weiter zu untersu-

chen ob hierfir sFas ein moglicher Marker sein konnte.

Akgl et al. konnten beispielsweise fur STEMI-Patienten mit hohem BNP und
high sensitive Troponin T bei Aufnahme eine erhdhte Sterblichkeit und damit die
Notwendigkeit einer engmaschigeren Nachbetreuung aufzeigen. In Bezug auf
den Gensini-Score konnte hier kein signifikanter Zusammenhang mit den Werten
von BNP, CK-MB und high sensitive Troponin T gefunden werden.

Der Gensini-Score bildet die Schwere der atherosklerotischen Veranderungen
der HerzkranzgefalRe ab und wird wahrend der PCI erhoben. Hierbei werden je
nach Schweregrad der Lumeneinengung der Koronararterien Punkte vergeben
(1 Punkt fir eine Stenose von < 25%, 2 Punkte flr eine Stenose von 26-50%, 4
Punkte fur eine Stenose von 51-75%, 8 Punkte fiir eine Stenose von 76-90%, 16
Punkte flr eine Stenose von 91-99% und 32 Punkte fir totale Okklusion). Dieser
Punktwert wird mit einem Wert multipliziert, der die Bedeutung der Stenose je

nach versorgtem Myokardgebiet bewertet. Eine Stenose der A. coronaria sinistra

64



beispielsweise wird hierbei mit dem hdchsten Wert von 5 versehen (Abschnitt vgl.
(Avci et al. 2016)).

Es ist weiter zu untersuchen ob Serumapoptosemarker einen Hinweis auf die
Schwere einer Koronarstenose geben kénnten. Eine Erhdhung des jeweiligen
Markers konnte dann, wenn andere Bedingungen ebenfalls zutreffen, die

prompte Therapie mittels PCI nach sich ziehen.

Nach einem Myokardinfarkt sollten die Patienten identifiziert werden, die im kur-
zen Verlauf eine erhohte Krankenhausmortalitdt und ebenfalls ein erhdhtes Ri-
siko fuir das Wiederauftreten von ischamischen Ereignissen im weiteren Lebens-
verlauf haben. Dabei kann bei Ersterem der sog. TIMI Risikoscore direkt nach
Aufnahme in einer Klinik zur frihen Risikostratifizierung nach dem Ereignis ver-
wendet werden. Hierbei werden acht Parameter verwendet, die mit einer erh6h-
ten Mortalitat verbunden sind (Alter, Vorerkrankungen wie Diabetes mellitus, sys-
tolischer Blutdruck, Herzfrequenz, Einordnung in der Killip-Klassifikation, Ge-
wicht, ST-Hebung/Linksschenkelblock, Zeit bis zur Reperfusion). Ein erhdhter
Score geht mit einer erhdhten 30-Tage-Mortalitét einher (Abschnitt siehe (Morrow
et al. 2000)). Zur Abschatzung der weiteren Prognose nach Ml gilt nach Empfeh-
lung der American College of Cardiology Foundation/American Heart Association
die Erhebung der LVEF kurz vor oder nach der Entlassung aus dem Krankenhaus
(O’Gara et al. 2013). Bei Patienten mit linksventrikularer systolischer Dysfunktion
zeigte sich nach sechs und zwo6lf Monaten eine erhéhte Mortalitat (Nicolosi et al.
1996; Burns et al. 2002; Zaret et al. 1995). In dieser Studie konnte ein Zusam-
menhang zwischen sFasL und dem Verlauf der LV-Funktion gezeigt werden. Je
hoher sFasL desto gunstiger war der Verlauf der LVEF fir die Patienten. So
konnte beispielsweise die Bestimmung von sFasL zur weiteren Risikostratifizie-

rung bei Herzinfarktpatienten beitragen.

5.2.3 Limitationen

Insgesamt ist in dieser Studie mit einer Fallzahl von 38 Patienten, deren Serum-

apoptosemarker bestimmt worden sind, eine relativ kleine Fallzahl beleuchtet
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worden. Ein groRRer Anteil der Patienten lehnte zudem eine Bildgebung mittels
MRT ab, sodass sich die Bestimmung des Einflusses der Serumapoptosemarker
auf das Uberleben der Thrombozyten und somit auf funktionelle Parameter wie
die linksventrikulare Ejektionsfraktion und die Infarktgréf3e schwierig gestaltete.
Das Follow-Up wurde sechs Monate nach Entlassung durchgefihrt. Eine etwaige
Veranderung der gemessenen kardialen Parameter tGber diesen Zeitpunkt hinaus
konnte nicht mehr abgebildet werden, hierfur ware ein weiteres Follow-Up n6tig.
Andere Einflusse auf die Herzfunktion wie beispielsweise Medikation mit Inhibi-
toren des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und deren Einfluss auf das
kardiale Remodeling oder sportliche Betatigung nach dem Herzinfarkt wurden
nicht erhoben.

Zudem wurden nur Patienten eingeschlossen, die einen STEMI erlitten haben.
Eine gesunde Kontrollgruppe zur besseren Einschatzung des physiologisch vor-
kommenden AusmalRes an Serumapoptosemarkern und akut durch den Myokar-
dinfarkt bewirkte Veranderungen konnten so nicht abgebildet werden. Auch et-
waige Begleiterkrankungen, die die Lebensdauer der Thrombozyten zusatzlich

beeinflussen konnten wurden nicht erfasst.
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6 Zusammenfassung

In dieser Studie konnten wir zeigen, dass der Fas-Rezeptor mit dem relativen
Uberlebenspotential der Thrombozyten signifikant positiv korreliert. Die anderen
Serumapoptosemarker korrelierten nicht mit den thrombozytaren Apoptosemar-
kern. Die Messungen von sFasL haben einen positiven Zusammenhang mit dem
Verlauf der linksventrikularen Funktion bei STEMI Patienten ergeben. Die ande-
ren Serumapoptosemarker korrelierten nicht mit dem Verlauf der linksventrikula-

ren Funktion, der myokardialen Regeneration oder der Infarktgrofie.

In der kardiologischen Abteilung der Medizinischen Klinik Tibingen wurde 89 Pa-
tienten 24 bis 48 Stunden nach dem akuten Ereignis eines ST-Hebungs-Myokar-
dinfarktes eine Blutprobe fur diese Kohortenstudie entnommen. Anschlie3end
wurde das Serum dieser Blutproben fir die Messung der Apoptosemarker Fas-
Rezeptor, sFasL, TNFa, TNF RI, TNF RIl und TRAIL zuriickgelegt. Nachfolgende
Analysen der Serumapoptosemarker wurden fir 38 Patienten durchgefihrt, von
denen auch die linksventrikuléare kardiale Funktion mittels MRT erhoben wurde.
Hierfir wurde einmal zu Beginn des Krankenhausaufenthaltes und noch einmal
im Verlauf sechs Monate nach dem STEMI-Ereignis eine MRT durchgefuhrt, um
eine etwaige Verbesserung oder Verschlechterung der Herzfunktion feststellen

zu konnen. Ebenso wurde so die Infarktgrof3e gemessen.

Die Studienergebnisse deuten an, dass bestimmte Serumapoptosemarker in Zu-
sammenhang mit dem Thrombozytenliberleben stehen. Zudem besteht ein Zu-
sammenhang mit der linksventrikularen kardialen Funktion. Thrombozyten kon-
nen Uber Chemokine, Zytokine und Wachstumshormone in Interaktion mit En-
dothelzellen oder Immunzellen treten. Ein besseres Uberleben dieser, kann ent-
zundliche Prozesse die bei der Atherosklerose, der Plaquestabilisierung und
demzufolge auch bei der koronaren Herzkrankheit eine Rolle spielen, beeinflus-
sen. Inwieweit dies prognostischen Wert hat, insbesondere beziglich der Rege-
neration des Herzmuskels, muss durch weitere Studien mit gro3erer Studienpo-

pulation untersucht werden.
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