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1. Einleitung

1.1 Die Koronare Herzkrankheit

Die KHK (Koronare Herzkrankheit) gehdrt zu den Herz-Kreislauferkrankungen.
Diese sind die haufigste Todesursache in den Industrienationen. Laut dem
Statistischen Bundesamt sind sie mit einem Anteil von 37 % auch die haufigste
Todesursache in der Bundesrepublik Deutschland. Von den insgesamt 344 524
Menschen, die im Jahr 2017 an einer Herz-Kreislauferkrankung verstorben
sind, bildeten mit 76 900 Toten die chronisch ischamischen Herzkrankheiten,
wie die KHK auch genannt wird, die grélte Gruppe (1). In der Studie zur
Gesundheit Erwachsener des Robert-Koch-Instituts zeigte sich in Deutschland
bei 40- bis 79-Jahrigen eine Lebenszeitpravalenz der KHK von 9,3 % (Frauen
6,4 %; Manner 12,3 %) (2). Damit ist die KHK auch eine der haufigsten
Erkrankungen in Deutschland.

Als Hauptursache der KHK gilt die Atherosklerose (3). Durch die Verengung
des Gefalllumens der KoronargefaBe kommt es zu einer verminderten
Blutversorgung der Herzmuskulatur. Dies fuhrt dazu, dass die
Sauerstoffversorgung geringer als der Sauerstoffbedarf ist. Es gibt zwei
Gruppen, in die sich diese Erkrankung aufteilen lasst. Bei der ersten Gruppe
handelt es sich um die stabile Angina Pectoris (SAP) als chronische Form der
KHK und bei der zweiten Gruppe um das akute Koronarsyndrom (ACS), das die
instabile Angina Pectoris (IAP), den Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt
(NSTEMI) und ST-Streckenhebungsinfarkt (STEMI) beschreibt.

1.2 Die Atherosklerose

Bei der Atherosklerose handelt es sich um eine chronisch entzundliche
Erkrankung der arteriellen GefalRwand, die insbesondere groRRere Arterien wie
beispielsweise die Aorta, Carotiden und Herzkranzgefale betrifft und zu einer
Verengung des Gefallumens fuhrt (4,5). Die Atherosklerose als Hauptursache
der KHK hat verschiedenste Ursachen, die bisher jedoch nicht ganzlich geklart

sind.



Aktuell gilt die von Ross und Glosmet dargestellte und im Laufe der Zeit immer
wieder zur Studienlage aktualisierte ,Response to Injury Theory“ als das
gangigste pathophysiologische Erklarungsmodell und wird im Folgenden weiter
erlautert (6).

1.2.1 Response to Injury Theory

Erste Phase: Endotheldysfunktion

Die Atherosklerose beginnt zunachst mit einer Endotheldysfunktion.
Verschiedene Risikofaktoren flr eine Endotheldysfunktion und damit auch fur
eine KHK wie Nikotinkonsum, Bluthochdruck, Adipositas, das Lebensalter und
Hypercholesterinamie wurden in der Framingham-Studie entdeckt. Durch eine
chronische Endothelbelastung kommt es auf Dauer zu einer Zunahme der
Arterienwanddicke, die daraufhin zu einer vermehrten Adhasion von
Thrombozyten und Leukozyten fuhrt (6). Es kommt dabei auch zur Einlagerung
sogenannter Low Density Lipoproteine (LDL) in die Intima der Gefalte und zu

einer Lipidperoxidation durch freie Radikale (7).

Zweite Phase: Inflammatorische Phase
Oxidiertes LDL flhrt zu einer Chemotaxis von Monozyten. Dabei werden
Adhasionsmolekule von Endothelzellen exprimiert. Daraufhin wandern vermehrt

Entzindungszellen in die Intima der Gefalie ein (8).
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Abbildung 1: Migration von Monozyten aus dem Blut in die Intima (modifiziert nach (8)). Die
arterielle Gefallwand ist aus drei Schichten aufgebaut. Zum Lumen hin ist die innerste Schicht
die Intima mit einer Schicht aus Endothelzellen auf einer Basalmembran als Grenze zum Blut.
Darunter liegt die Media bestehend aus glatten Muskelzellen und einer elastinreichen
Extrazellularmatrix. Die Adventitia als dritte und auflerste Schicht ist hier nicht dargestellt. Auf
der Intima kommt es zur Expression von Adhasionsmolekilen durch oxidativen oder
inflammatorischen Stress aufgrund von Risikofaktoren. Diese Adhasionsmolekile fihren dann

zur Bindung und Migration von immunologischen Zellen wie beispielsweise Monozyten.

Dritte Phase: Differenzierung von Schaumzellen

In der dritten Phase differenzieren sich die Monozyten innerhalb der
Gefalintima durch Zytokine beeinflusst zu Makrophagen. Mit Hilfe des
Scavenger Receptor nehmen sie anschlieRend oxidiertes LDL auf (8). Dass
oxidiertes LDL zur Differenzierung von Monozyten zu Schaumzellen fuhrt, hat

man bereits 1987 vermutet (9).



Vierte Phase: Einwanderung der glatten Muskelzellen und Bildung einer Plaque
Glatte Muskelzellen wandern von der Tunica Media in die Intima ein. Dieser
Prozess geschieht aufgrund von Stimulationsreizen verschiedener Zytokine, wie
beispielsweise platelet-derived growth factor. Vermittelt durch die Sekretion
proinflammatorischer Mediatoren durch Schaumzellen produzieren die
eingewanderten glatten Muskelzellen vermehrt extrazellulare Matrix-Molekule

wie beispielsweise Kollagen, Elastin und Glykosaminoglykane (8).
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Abbildung 2: Bildung einer fibrés-fettigen Plaque (modifiziert nach (8)). Zur Bildung einer
fibrésen Plague kommt es durch die Migration glatter Muskelzellen aus der Media in die Intima.
Hier bilden sie vermehrt Kollagen und Elastin und geben sie in die Extrazellularmatrix ab. Die
eingewanderten Makrophagen in der Intima nehmen Uber Rezeptoren oxidiertes LDL (ox-LDL)
auf und differenzieren sich zu Schaumzellen um. Dabei geben sie verschiedene Stoffe wie
Zytokine/Chemokine ab, welche die weitere Migration und die Produktion von

Extrazellularmatrix der glatten Muskelzellen férdern.

Daraus entsteht eine fibrose Schutzschicht, welche auf der thrombogenen

Lipidplaque sitzt und zu einer Trennung der Plaque vom Blut fuhrt. Die



Bestandteile der Plaque sind Debris, Schaumzellen und Lipide (8). Im Laufe der

Zeit kann die Plaque das Gefalllumen immer weiter verengen.
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Abbildung 3: Ausreifung der atherosklerotischen Plaque (modifiziert nach (8)). Ausgereifte
Lasionen entwickeln eine fibrose Kappe aus dichter Extrazellularmatrix, die Kollagen und
Elastin enthalt. Es bildet sich ein Lipidkern, der viele lebende oder apoptotische Makrophagen,
Zellreste, und extrazellulare Lipidansammlungen enthalt. Entziindungsférdernde Chemokine
konnen die Zellapoptose verstarken. Insbesondere aktivierte Makrophagen sezernieren
Proteinasen, welche die Makromolekiile der Extrazellularmatrix aufspalten. Dies kann zu einer

Schwachung der fibrosen Kappe fihren.

Flnfte Phase: Plaqueruptur und Thrombembolien

Verschiedene Proteinasen werden durch den Einfluss inflammatorischer
Zytokine exprimiert. Diese konnen die extrazellularen Matrixmolekule spalten
und damit die fibrose Schutzschicht der Plaques destabilisieren. Dadurch steigt
die Gefahr einer Plaqueruptur (10).

Komplizierte Lasionen wie beispielsweise Plaquerupturen haben, wie bereits
1982 gezeigt, ein hoheres Risiko zum plotzlichen Herztod oder einem akuten

Herzinfarkt zu fuhren als unkomplizierte Lasionen (11). Insbesondere der



Schulterbereich von Plaques ist von Instabilitaten betroffen und kann damit

auch zu Thrombembolien fihren, was in Studien gezeigt werden konnte (12).
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Abbildung 4: Thrombotische Komplikationen einer Atherosklerose (modifiziert nach (8)). Es sind
zwei Mechanismen bekannt, Uber die eine Atherosklerose zu einer Thrombosierung des
Gefalles fuhren kann. Auf dem linken Bild ist eine Plaqueruptur dargestellt. Hierbei kommt es
durch die zuvor genannten Prozesse zu einer Schwachung der fibrésen Kappe, die schlieRlich
zu einer vollstadndigen Ruptur dieser fuhrt. Dadurch kommt es zum Kontakt von Bestandteilen
der Plaque mit Blut, was zur Aktivierung der Blutgerinnung fiihrt. Der zweite Mechanismus ist

die Plaqueerosion mdglicherweise durch Apoptose von Endothelzellen.

Verschiedene Arbeiten konnten zeigen, dass eine Plaqueruptur die
Hauptursache fur eine Koronarthrombose ist, unabhangig davon wie ein Patient
sich klinisch prasentiert (13). Kommt es durch die zuvor genannten Proteinasen
zu einer Ruptur der Schutzschicht, kdnnen sich Bestandteile des Blutes wie
Gerinnungsfaktoren an den Gewebefaktor der Makrophagen und glatten

Muskelzellen binden und zu einer Thrombosierung fuhren (8).



Eine weitere Form der Plaqueschadigung, die jedoch noch nicht ganz
verstanden ist, ist die Plaqueerosion. Da im erodierten Bereich das Endothel
fehlt, haben die Intima und die darin enthaltenen Proteoglykane und glatten
Muskelzellen Kontakt zum Thrombus. Im Gegensatz zu einer Plaqueruptur ist
hierbei die Media noch intakt (14).

1.2.2 Klinische Auspragung der KHK

Die KHK kann aufgrund ihrer verschiedenen Atiologien, unterschiedlichen
Schweregrade der Gefallverschlisse, Thrombenbildung und GrolRe des
Infarktareals verschiedene klinische Auspragungen zeigen. Damit Iasst sich die
stabile Angina Pectoris vom akuten Koronarsyndrom unterscheiden. Als
Kriterien zur Unterscheidung dienen die Klinik, die Elektrokardiographie (EKG)

und bestimmte Laborwerte (15).

Eine sehr gering ausgepragte Klinik, ein Normalbefund im EKG und eine
fehlende Erhéhung des Troponins sprechen am ehesten gegen eine kardiale
Erkrankung. Bei steigender klinischer Symptomatik und steigendem Troponin
erhoht sich auch die Wahrscheinlichkeit fur einen Herzinfarkt. Tritt zusatzlich
noch eine ST-Streckenhebung im EKG auf, so ist dies ein Zeichen fiur einen
STEMI im Gegensatz zu einem NSTEMI bei fehlender ST-Streckenhebung.
Von einer stabilen Angina Pectoris spricht man, wenn die Klinik in
Zusammenhang mit Sport, koérperlicher Aktivitat und unter emotionaler
Belastung auftritt. Jede neu aufgetretene Angina Pectoris (de-novo-Angina) und
eine Angina Pectoris in Ruhe werden als instabile Angina Pectoris bezeichnet
(15).

1.3 Monozyten und monozytare Marker
Monozyten sind, wie bereits gezeigt, mallgeblich an der Entstehung der
Atherosklerose und damit auch der KHK beteiligt. Daher werden sie und ihre

monozytaren Adhasionsproteine im Folgenden genauer beschrieben.



1.3.1 Morphologie und Funktion von Monozyten und Makrophagen

In der Regel differenzieren sich Zellen im Blut entweder aus der lymphatischen
oder myeloischen Stammzelllinie (16).

Monozyten stammen aus myeloischen Stammzellen und gehoren zur
Untergruppe der Leukozyten. Im Korper erfullen sie hauptsachlich
immunologische Funktionen. lhre Bluttransitzeit betragt etwa 32 Stunden und
sie haben einen Anteil von 5-10 % an den Leukozyten (17). Sobald Monozyten
das Blut verlassen und in das umgebende Gewebe wandern, differenzieren sie
sich zu dendritischen Zellen oder Makrophagen (17,18). Dies geschieht
insbesondere bei akuten Entzindungsreaktionen (19), um den Korper vor
aulleren Einflussen zu schitzen (20).

Bei den Monozyten handelt es sich um eine sehr heterogene Gruppe,
insbesondere was ihre Differenzierungsfahigkeit zu anderen Zellen, ihre Grolle
und ihre Oberflachenrezeptoren angeht. Humane Monozyten kdnnen mit Hilfe
der durchflusszytometrisch entdeckten Oberflachenmolekile CD14 und CD16
(Cluster of Differentiation 14/16) (21) in die drei Untergruppen klassisch (CD14*
*/CD16°), nicht klassisch (CD14*/CD16™) und intermediar (CD14*/CD16")
eingeteilt werden (21,22).

80-90 % der Monozyten sind der klassischen Gruppe zuzuordnen und sind
hauptsachlich fur Phagozytose verantwortlich. Sie tragen den C-C Chemokine
Receptor Type 2 (CCR2) und kénnen beeinflusst durch die chemotaktische
Wirkung des C-C-Chemokin-Ligand 2 (CCL2) wandern (23).

Nicht-klassische Monozyten produzieren besonders viel Tumor-Nekrose-Faktor
(TNF) und MHC-2 (22). Sie kdnnen insbesondere bei Patienten mit Sepsis und

akuten und chronischen Infektionen erhéht sein (24,25).

Intermediare Monozyten wandern in Gewebe ein, welche CX3CL1 (CX3
Chemokine Ligand 1) exprimieren und tragen selbst CX3CR1 (CX3 Chemokine
Receptor 1) und CD16 (23). Sie kdnnen auch eine antiinflammatorische

Wirkung haben, indem sie Interleukin-10 bilden und sind phagozytotisch aktiver



als nicht klassische Monozyten, wobei sie weniger Antigene prasentieren (26).
Man vermutet, dass intermediare Monozyten eine wichtige Rolle bei der
Entstehung der Atherosklerose spielen. Sie exprimieren namlich auch CD11b,
das wichtig fur die Bindung der Monozyten an das GefalRendothel ist (27) und
aulRerdem zur Bindung von LDL an die Monozyten fuhrt (28), wodurch sie

wiederum vermehrt CD11b exprimieren (29).

Zusammenfassend zeigt sich, dass Monozyten durch ihre Migration zu
Entzindungsherden und ihre Differenzierung wichtige immunologische
Funktionen erflllen. Verschiedene Chemokine kdnnen durch Bindung an
Oberflachenrezeptoren ihre Funktion von auf3en beeinflussen und sie kénnen
auch selbst Zytokine und Chemokine abgeben (30). Phagozytose und
Antigenprasentation, beispielsweise an T-Lymphozyten, gehdéren zu den

weiteren Aufgaben der Monozyten (31).

1.3.2 CD14

Das Oberflachenprotein CD14 wird insbesondere von Makrophagen und
Monozyten auf der Zellmembran exprimiert, befindet sich jedoch auch geldst im
Blut. Die Bindung zur Membran besteht aus einem Glycosylphosphatidyl-
inositol-Anker (32). Eine Funktion von CD14 findet sich bei der Phagozytose
von Zellen nach ihrer Apoptose (33). Aulderdem ist es auch ein Co-Rezeptor
und verstarkt die Funktion des Toll-Like-Rezeptor 4 (TLR4) und des
Lipopolysaccharid-bindenden-Proteins (LBP), die den Makrophagen und
Monozyten bei der Entdeckung von bakteriellen Lipopolysacchariden helfen

(34,35). Dadurch geben sie bei Kontakt proinflammatorische Zytokine ab.

1.3.3CD16

Das Oberflachenprotein CD16 hat Einfluss auf immunologische und
inflammatorische Prozesse. Es handelt sich dabei um einen Typ 3 Fcy-
Rezeptor, den es in den zwei Isoformen Fcyllla (CD16a), sowie FCylllb
(CD16b) gibt (36). Mastzellen, Makrophagen und natirliche Killerzellen
exprimieren CD16a.



CD16b wird von neutrophilen Granulozyten exprimiert und spielt eine wichtige
Rolle bei ihrer Degranulation. Es ist mit einem GPI-Anker an die Zellmembran
der neutrophilen Granulozyten gebunden (36). Die antikérperabhangige
zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC) der NK-Zellen wird durch CD16 ausgeldst.
CD16 kann auch mit MHC-Klasse-1-Molekulen (Major Histocompatibility
Complex-1) in Wechselwirkung treten, um die Apoptose von beispielsweise

Krebszellen oder von Viren befallenen Zellen auszulésen (37).

1.3.4 Chemokine und Chemokinrezeptoren

Chemokine gehdren zu den Zytokinen. Sie sind die grofte Gruppe innerhalb
der Zytokine (38). Es handelt sich dabei um niedermolekulare Proteine. Sie
steuern die Wanderung von Zellen als Mediatoren (39,40). In den Genen von
sieben Spezies wurden bislang insgesamt 127 verschiedene Chemokine und
70 verschiedene Chemokinrezeptoren entdeckt (41), wobei Uber 40 dieser
Chemokine beim Menschen identifiziert wurden (42).

Durch die Bindung von Chemokinen an G-Protein gekoppelte Rezeptoren
werden Uber intrazellulare SignalUbertragung Zellmigration und Zellaktivierung
gefordert (40). Zur Klasse A der G-Protein-gekoppelten Chemokinrezeptoren
lassen sich die meisten Chemokinrezeptoren zuordnen. Sie haben mit sieben
Transmembrandomanen und a-Helix den klassischen Aufbau von G-Proteinen
(43).

Chemokine werden anhand des biochemischen Aufbaus in die vier Gruppen
CXC, CC, CX3C und C eingeteilt. Diese Eingruppierung erfolgt auf Basis der
unterschiedlichen Abfolgen der ersten zwei von vier Cysteinresten (44). a-
Chemokine, die auch als CXC-Chemokine bezeichnet werden, haben zwischen
den ersten beiden Cysteinresten eine weitere Aminosaure (44). Bei [-
Chemokinen, auch CC-Chemokine genannt, befinden sich die ersten zwei
Cysteinreste direkt nebeneinander (44). y-Chemokine oder CX3C-Chemokine
haben drei beliebige Aminosauren zwischen den ersten beiden Cysteinresten
(44). Bei den d-Chemokinen, die auch als C-Chemokine bezeichnet werden,
gibt es nur zwei der sonst vier Cysteinreste an der Ublichen Position (44).

Chemokinliganden tragen noch zusatzlich ein L im Namen, wahrend
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Chemokinrezeptoren ein R in der Bezeichnung tragen, wie beispielsweise
CXCL oder CXCR (44).

Neben der G-Protein gekoppelten ist eine weitere Art der SignalUbertragung
bekannt, die Uber Glykosaminoglykane funktioniert (45).

Es gibt Chemokinrezeptoren, die nur einen Liganden binden, aber auch welche,
die mehrere Liganden binden kénnen (46). Chemokine sind nicht nur bei der
Zellmigration mitbeteiligt, sondern auch bei Angiogenese, Hamatopoese,

Regeneration und Inflammation (47,48).

1.3.5 Die SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse

Die SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse ist eine Chemokin-Rezeptor-Achse, die eine
wichtige Rolle bei verschiedensten Zellfunktionen wie Zellmigration und
Zelldifferenzierung bei diversen Zellarten spielt (49-52). Der Aufbau und die
Funktion der einzelnen Elemente der SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse wird im
Folgenden erlautert und der bisher bekannte Einfluss auf die Entstehung und
den Progress der KHK und des ACS erklart.

Bei SDF-1a handelt es sich um ein Chemokin, das zur Untergruppe der o-
Chemokine gehért und auch den Namen CXCL12 tragt (53,54). Den Namen
stromal-cell-derived-factor (SDF) hat das Chemokin daher, dass es ursprunglich
als wachstumsfordernd fur B-Lymphozyten beschrieben wurde und man es
erstmals aus der Stromazelllinie von Mauseknochenmark isolierte (55). Bisher
kennt man die sechs Isoformen SDF-1a, SDF-13, SDF-1y, SDF-16, SDF-1¢
und SDF-1¢, wobei SDF-1a am haufigsten vorkommt (56).

Physiologisch wird besonders viel SDF-1 im Knochenmark produziert und unter
anderem im Gehirn, in der Lunge, in der Leber und von Endothelzellen (57,58).
Es bindet an die Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 (49-51).

SDF-1 hat eine grof3e Breite an Funktionen und spielt unter anderem eine Rolle
bei der Neurogenese, Angiogenese und Zellmigration (52,59). Insbesondere bei
der Stammzellmigration und Proliferation ist SDF-1 relevant (60). Knockout-
Mause mit fehlendem SDF-1-Gen waren nicht lebensfahig und zeigten schwere

neuronale, vaskulare, kardiale und hamatopoetische Schaden (61,62). Als
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klinisch relevant zeigte SDF-1 sich bei HIV-Infektionen, diversen
Krebserkrankungen und Multipler Sklerose (59,63-65).

CXCR4, auch CD184 genannt, wurde ursprunglich als LESTR bezeichnet (66).
Es handelt sich dabei um einen G-Protein gekoppelten a-Chemokinrezeptor mit
sieben Transmembrandomanen. Anfangs wurde er nur als Co-Faktor flr den
Eintritt von HIV in Zellen beschrieben (67). Als erster Ligand von CXCR4 wurde
SDF-1 entdeckt (63,68). Ein weiterer Ligand des Rezeptors ist MIF (69).
Diverse Zellen sind in der Lage CXCR4 zu exprimieren. Dazu gehdren
Leukozyten, hamatopoetische Stammzellen und aul3erdem Endothel-, Stroma-
und Epithelzellen des Knochenmarks, der Lunge und des Dinndarms (70).
Nicht nur das bereits beschriebene Ausschalten des SDF-1-Gens bei Mausen,
sondern auch des CXCR4-Gens fiihrt zum perinatalen Tod (62). Uber die SDF-
1-CXCR4-Achse wird das Uberleben und die Migration embryonaler
Stammzellen gesteuert (71). Auch das sogenannte Homing von Stamm- und
Progenitorzellen zum Knochenmark und ihre Mobilisation wird dartuber gelenkt
(72).

CXCR4 scheint eine Rolle in der Pathogenese und bei der Metastasierung
verschiedener Krebsarten zu spielen (73). Hypoxische Bedingungen steigern
die Expression von CXCR4 im betroffenen Gewebe Uber die Ausschuttung von
HIF-1 (Hypoxie-induzierter Faktor 1) und sorgen damit fur eine verstarkte

Migration, Adhasion und ein gesteigertes Uberleben der Zellen (74-76).

Bei CXCR7, auch ACKR3 genannt, handelt es sich wie bei CXCR4 um einen
a-Chemokinrezeptor (77). Ursprunglich als RDC-1 bezeichnet hat es eine
zehnfache hohere Affinitat zu SDF-1 als CXCR4 (51) und fungiert auch als
Co-Rezeptor beim Eindringen von HIV in Zellen (78). Im Gegensatz zu CXCR4
handelt es sich hierbei nicht um einen typischen G-Protein-gekoppelten
Rezeptor. Stattdessen findet die Signalibertragung Uber B-Arrestin und MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase) vermittelt statt (79,80). Aulierdem ist
CXCRY7 ein Scavengerrezeptor und entfernt daher SDF-1 aus der Umgebung
der Zelle (64,81). Es konnte gezeigt werden, dass es durch SDF-1 zu einer
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Heterodimerisierung von CXCR4 und CXCR7 kommen kann, was zu einer
Aktivierung des B-Arrestin vermittelten Signalwegs fuhrt (82), wahrend der G-
Protein gekoppelte Signalweg gehemmt wird (82,83). CXCR7 wird auf
verschiedenen Zellen exprimiert wie neuronalen Vorlauferzellen, aktivierten
Endothelzellen und hamatopoetischen Zellen (70).

Neben SDF-1 bindet auch MIF an CXCR?7 und verhindert die Apoptose von
Thrombozyten (84). Durch die Aktivierung von CXCR7 kommt es zu einem
gesteigerten Zelluberleben und einer gesteigerten Zelladhasion, was unter
anderem auch bei Krebserkrankungen eine Rolle spielt (85). Der Einfluss von
CXCR7 auf Krebserkrankungen zeigt sich auch darin, dass verschiedene
Tumorarten wie Brust- und Lungenkrebs CXCR7 exprimieren (64,85). Mause
mit fehlendem CXCR7 zeigten kardiovaskulare Schaden und eine erhohte
postnatale Mortalitat (86,87). Unter Hypoxie kommt es insbesondere in
Tumorgewebe und in mesenchymalen Stammzellen zu einer gesteigerten
Oberflachenexpression von CXCR7 (88,89)

1.3.5.1 Die Rolle der SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse bei der Entstehung der
KHK und des ACS

In bisherigen Studien konnte ein wichtiger Einfluss der SDF-1-CXCR4-CXCR7-
Achse auf die Entstehung der KHK, des ACS und auf die Monozytenfunktion
festgestellt werden, wie im Folgenden genauer erlautert wird.

SDF-1-Gaben zeigten in einer Studie an Mausen einen stabilisierenden Effekt
auf endotheliale Lasionen und atherosklerotischen Plaques (90). Zu diesem
Effekt kam es durch SDF-1 induzierte Migration von Stammzellen des
Endothels und der glatten Muskulatur in die betroffenen Gefalle (91,92). Wie
bereits erlautert, spielen Thrombozyten eine wichtige Rolle bei der
Pathogenese der Atherosklerose und konnen neben den bereits genannten
Gewebearten bei Aktivierung auch SDF-1 abgeben (93-95). Das freigegebene
SDF-1 fuhrt zur Differenzierung von CD34*-Stammzellen in Endothelzellen oder
Makrophagen bzw. Schaumzellen (96,97). SDF-1 scheint aulerdem einen
kardioprotektiven Effekt zu haben, indem es fir den Erhalt der

linksventrikularen Funktion nach einem Myokardinfarkt sorgt (98). Patienten, die
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an einem ACS leiden, zeigen eine erhohte SDF-1 Expression in Thrombozyten
(99).

CXCR4 kommt auf einer grof’en Zahl von Zellen vor wie Thrombozyten und
Monozyten, die an der Entstehung einer Atherosklerose beteiligt sind (70,100).
Da CXCR4 als Chemokinrezeptor von SDF-1 fungiert, werden viele der bereits
beschriebenen Effekte von SDF-1 Uber CXCR4 vermittelt. Der kardioprotektive
Effekt von SDF-1 nach Myokardinfarkt (98) beispielsweise wird iber CXCR4
vermittelt, da in einer Studie nach Blockade des Rezeptors mit AMD3100 diese
Wirkung ausblieb und es bei den Patienten zu einem schlechteren Outcome
kam (101,102). Bei erhdohter CXCR4-Expression des Myokards laufen
Reparaturvorgange im Myokardgewebe durch mesenchymale Stammzellen
verstarkt ab (103). Die SDF-1-CXCR4-Achse scheint auch eine Rolle bei der
Restenose von Arterien nach Revaskularisation zu spielen, indem eine
Intimahyperplasie gefordert wird (104). Dazu gibt es jedoch gegensatzliche
Ergebnisse (105). Das in atherosklerotischen Plaques gehauft vorkommende
oxidierte LDL fuhrt zu einer gesteigerten Expression von CXCR4. Dadurch
kommt es zu einer erhdhten Migration von Makrophagen in das Gewebe (106).
Patienten mit ACS zeigten im Vergleich zu gesunden Probanden eine
gesteigerte Expression von CXCR4 auf Thrombozyten (107). Mittels
nuklearmedizinischer Verfahren konnte eine gesteigerte CXCR4 Expression in
makrophagenreichen Regionen atherosklerotischer Plaques in  vivo

nachgewiesen werden (108).

Die Oberflachenexpression von CXCR7 an Endothelzellen spielt eine wichtige
Rolle fur die vaskulare Homoostase und das kardiale Remodeling nach einem
Myokardinfarkt (109). Es konnte gezeigt werden, dass CXCR7 den
Cholesterinstoffwechsel beeinflusst, da dessen Aktivierung 2zu einer
gesteigerten Aufnahme von VLDL in das Fettgewebe fuhrte und damit einen
atheroprotektiven Effekt hat (110). Bei der Umwandlung von Monozyten zu
Makrophagen/Schaumzellen kommt es zu einer Hochregulierung der
Oberflachenexpression von CXCR7 und einer gesteigerten

Phagozytoseaktivitat (111).
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Uber CXCR7 kommt es zu einer Zelladhdsion von Monozyten an das
thrombozytare SDF-1 und zu einer Phagozytose von Thrombozyten. Uber die
SDF-1-CXCR7-Achse wird auBerdem das Uberleben und die Differenzierung
von Monozyten zu Schaumzellen gefordert (112).

Die Migration kardialer Stammzellen wird neben CXCR4 auch Uber die SDF-1-
CXCR7-Achse reguliert, was eine wichtige Rolle bei der Regeneration der
Herzmuskulatur nach einem Myokardinfarkt spielt (113).

Die CXCR7-Expression auf Thrombozyten ist bei Patienten mit ACS gegenuber
Patienten mit stabiler Angina pectoris erhoht. Die gesteigerte Expression ist
assoziiert mit einer verbesserten Regeneration der Herzmuskulatur nach ACS

und einem verlangerten Uberleben der Thrombozyten nach STEMI (107,114).

Zusammenfassend hat die SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse einen wichtigen
Einfluss auf die Monozytenfunktion bei der Entstehung der KHK und des ACS
(112). Dies zeigt sich bei der Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen,
da CXCRY7 dabei verstarkt exprimiert wird, wahrend sich die Expression von
CXCR4 verringert. Dabei werden proinflammatorische Signalwege aktiviert, die
zu einer gesteigerten Phagozytoseaktivitat von Monozyten fuhren (111). Es gibt
Hinweise darauf, dass die SDF-1-vermittelte Migration von Monozyten eher
durch Aktivierung von CXCR4 als CXCR7 gefordert wird (112). Es konnte auch
gezeigt werden, dass die Zelladhasion von Monozyten an aktivierte
Thrombozyten Uber CXCRY7 stattfindet, das an SDF-1 bindet. SDF-1 wird hier
von Thrombozyten exprimiert, die sich in atherosklerotischen Plaques befinden
(112). Auf die Zelladhasion folgt die Phagozytose der Thrombozyten durch
Monozyten. Dies wird durch Aktivierung von CXCR4 und CXCR7 durch von
Thrombozyten exprimiertes SDF-1 gefordert (112). Chatterjee et al. konnten
zeigen, dass nicht nur die Zelladhasion und Phagozytoseaktivitat von
Monozyten Uber die SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse gesteigert werden, sondern
auch das Zelluberleben und infolgedessen die Zelldifferenzierung. Die
Differenzierung von Monozyten durch Phagozytose von oxidiertem LDL wird
Uber die Aktivierung von CXCR4 und CXCR7 durch SDF-1 geférdert. Uber
diese Prozesse fuhrt die Aktivierung der SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse in
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Monozyten letztendlich zu einer Forderung von Atherosklerose und damit auch
der KHK und des ACS.

Daher bietet die Chemokinachse einen Ansatzpunkt flr neue
antiinflammatorische Medikamente, um die Entstehung und das Fortschreiten
dieser Erkrankungen zu verhindern. Ein Beispiel fur einen solchen Wirkstoff ist
der CXCR4-Antagonist AMD3100. Es konnte in Studien gezeigt werden, dass
es durch die Gabe von AMD3100 nach einem Myokardinfarkt zu einem
besseren Outcome kam (115). Durch die Mobilisation von Stamm- und
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark fiuhrte es zu einer verbesserten
Regeneration nach einem Myokardinfarkt (116).

Die SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse koénnte ein Ziel fur antiinflammatorische
Medikamente darstellen, durch welche sich eine Verbesserung der Therapie

und Prognose von Patienten mit KHK und ACS ergeben kann.

1.3.6 MIF

Ursprunglich wurde der Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF) als ein
Protein entdeckt, das von T-Lymphozyten abgegeben wird und, wie der Name
schon zeigt, die Wanderung von Makrophagen hemmt (117-119). Inzwischen
ist bekannt, dass es sich um ein komplexeres und pleiotropes Zytokin handelt,
das verschiedenste Funktionen hat. Neben T-Lymphozyten produzieren auch
Endothelzellen, Monozyten und Makrophagen MIF (120,121).

MIF hat einen entziindungsférdernden Effekt und wichtige Funktionen bei der
toxischen Reaktion auf Endotoxamie und septischem Schock (122). Die
Glukokortikoid  vermittelte Hemmung der Zytokin-Ausschuttung durch
Lipopolysaccharide wird von MIF verhindert (123).

Durch MIF stimulierte Makrophagen geben TNF-alpha ab und wirken
proinflammatorisch, nachdem MIF durch TNF-alpha stimuliert wird (120). MIF
beeinflusst unterschiedliche entzindliche Erkrankungen wie die Psoriasis, die
rheumatoide Arthritis, die rheumatoide Vaskulitis, die juvenile idiopathische
Arthritis und die Atherosklerose (124-126).

16



1.3.6.1 Die Rolle von MIF in der Atherosklerose und KHK

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass MIF Einfluss auf die
Entstehung und das Fortschreiten der Atherosklerose hat. MIF ist in kleinen
Mengen in vaskularen Endothelzellen und glatten Muskelzellen von Arterien mit
normaler Histologie nachzuweisen und wird bei progredienter Atherosklerose
vermehrt sezerniert (127).

Durch oxidiertes LDL kommt es zu einer gesteigerten Abgabe von MIF durch
Makrophagen. Aulerdem sorgt MIF dafur, dass das interzellulare
Zelladhasionsmolekul 1 hochreguliert wird (128,129).

Oxidiertes LDL fluhrt folglich zu einer gesteigerten Ausschuttung von MIF und
damit zu einer vermehrten Migration von Makrophagen in die GefalRwand und
einer Differenzierung von Makrophagen zu Schaumzellen. Da zuséatzlich noch
TNF-alpha MIF stimuliert, kommt es zu einer weiteren verstarkten Sekretion von
Zytokinen mit proinflammatorischer Wirkung durch Makrophagen.

Nachdem Apolipoprotein-E-defizienten Mausen Anti-MIF-Antikorper gegeben
wurden, zeigten sie eine geringere Zahl an Makrophagen in den
atherosklerotischen Lasionen und weniger lokale und zirkulierende entzindliche
Mediatoren wie auch Fibrinogen und IL-6. Allerdings kam es zu keinem
signifikanten Absinken des Plaquevolumens (130).

Mause, die mit Anti-MIF-Antikorpern behandelt wurden, zeigten nach einer
Angioplastie einer geringere Gefalinflammation, Zellproliferation und
neointimale Verdickung (131).

In einer weiteren Studie wurde nachgewiesen, dass Apolipoprotein-E-defiziente
Mause nach Blockierung von MIF einen Rickgang von atherosklerotischen
Plaques und der Makrophagen- und T-Zelldichte zeigten, was eine
Plaquestabilisierung zur Folge hatte (69).

Patienten mit einem ACS und sogenannten culprit lesions, die eine
Plaqueruptur zur Folge hatten, zeigten erhohte MIF-Konzentrationen (132).
Bisher konnte nicht nachgewiesen werden, ob MIF bei Plaqueinstabilitaten als

prognostischer Marker verwendet werden kann (133).
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Die atherogene Wirkung von MIF wird Uber die Chemokinrezeptoren CXCR2
und CXCR4 vermittelt (69). In Studien konnten jedoch auch Uber CXCR7
vermittelte Signalwege von MIF gezeigt werden (84).

Es gibt allerdings Hinweise, dass MIF insbesondere in der postischamischen
Phase bei ACS-Patienten eine kardioprotektive Wirkung haben kann (134,135).
Dieser Effekt wird unter anderem Uber einen weiteren Rezeptor von MIF mit
dem Namen CD74 vermittelt (135).

Es zeigt sich zusammenfassend, dass MIF als Chemokin uber seine
Rezeptoren, wie beispielsweise CXCR4 auf Monozyten, eine wichtige Rolle bei
der Entstehung der KHK und des ACS spielt, indem es eine
proinflammatorische Wirkung hat. In Bezug auf Monozyten sieht man dies an
der gesteigerten Expression von MIF in diesen Zellen bei Patienten mit
progredienter Atherosklerose (127). Gleichzeitig steigert MIF die Adhasion von
Monozyten an Endothelzellen (136). MIF fordert auch die Rekrutierung von
Monozyten (69) und die Differenzierung dieser zu Schaumzellen. Dies
geschieht unter anderem durch die gesteigerte Aufnahme von oxidiertem LDL
durch Makrophagen (137).

Daher stellt auch MIF ein mogliches Ziel fur antiinflammatorische Medikamente
zur Therapie der KHK und des ACS dar. Wie bereits erwahnt, konnte in Studien
durch Gabe von monoklonalen Anti-MIF-Antikbrpern eine geringere
Gefalinflammation gezeigt werden (130). Es wurde aullerdem die
antiinflammatorische Wirkung bestimmter niedermolekularer Verbindungen als
MIF-Inhibitoren festgestellt (138). Es sind jedoch noch weitere Studien nétig,
um Auswirkungen der MIF-Inhibitoren auf die Entstehung der KHK und des
ACS zu erforschen und daraus neue Therapiemdglichkeiten flr diese

Patientengruppen zu entwickeln.
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1.4 Ziele der Studie

Bisher konnte nachgewiesen werden, dass die SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse in
Kombination mit MIF die Funktion von Monozyten steuert und daruber eine
wichtige Rolle bei der Entstehung und Progression der KHK und des ACS
spielt. Dadurch wird unter anderem bei Monozyten die Migration in Gefallwande
und ihre Umwandlung in Schaumzellen gesteuert. Die genauen Mechanismen
bei diesem Prozess sind jedoch bis heute nicht ganzlich geklart und es liegen
teilweise widerspruchliche Ergebnisse in bisherigen Studien vor. Insbesondere
die Funktion der unterschiedlichen Monozyten-Subtypen bei der
Krankheitsentstehung sind bisher noch nicht ganz verstanden. Neue
Erkenntnisse auf diesem Gebiet koénnten zur Entwicklung neuer
antiinflammatorischer Medikamente fihren, die eine Verbesserung der Therapie
und Prognose von Patienten mit KHK und ACS zur Folge hatten.

In dieser Arbeit wurde die Expression von SDF-1, CXCR4, CXCR7 und MIF auf
klassischen, nicht klassischen und intermediaren Monozyten an Patienten mit
SAP und ACS gemessen und analysiert. Die Messung erfolgte 24 Stunden vor
oder nach einer Koronarangiographie. Gleichzeitig wurden zuvor festgelegte
Basischarakteristika der Patienten wie Risikofaktoren, Begleitmedikation und
Laborparameter erhoben.

Die Fragestellung dieser Studie lautet, ob sich die Expression der genannten
Rezeptoren und Chemokine auf klassischen, nicht klassischen und
intermediaren Monozyten im Vergleich zwischen Patienten mit KHK und ACS
unterscheidet. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob die
Basischarakteristika dieser Patienten mit KHK und ACS einen signifikanten

Unterschied zeigen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien

Materialien

Safety-Multifly-Kanule

S-Monovette 8,5 ml CPDA

Eppendorf Reference 100-1000 pl

Eppendorf 10 — 200 pl

Eppendorf Research 0,5-10 pl

Pipettenspitzen Blau 100-1000ul

Pipettenspitzen 10ul farblos

Round-Bottom Tube 5 ml Polystyrene

Safe-Lock Tubes 0,5 ml

Safe-Lock Tubes 1,5 ml

Hersteller

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, NUmbrecht,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

ratiolab GmbH, Dreieich, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

BD FalconTM, Franklin Lakes, USA

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland
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Tabelle 2: Technische Hilfsmittel

Haereus Multifuge 1s Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Liebherr mediline GCv 4010-20c Liebherr, Bulle, Schweiz

Vortex-Genie 2 Scientific Industries Inc., Bohemia,
USA

Pipette Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Tabelle 3: Antikorper zur Farbung

Antikorper Bezeichnung Hersteller

CD14 Human CD14 PE- R&D Systems,
conjugated antibody Minneapolis, USA

CD16 Human FC gamma RIll  R&D Systems,
(CD16) APC-conjugated Minneapolis, USA
antibody

CXCR4 CXCR4 FITC- R&D Systems,
conjugated antibody Minneapolis, USA

CXCR7 CXCRY FITC- R&D Systems,
conjugated antibody Minneapolis, USA

SDF-1 SDF-1 FITC-conjugated R&D Systems,
antibody Minneapolis, USA

MIF MIF conjugated to FITC  Biorbyt, Cambridge,

England

IgG IgG FITC-conjugated R&D Systems,

antibody Minneapolis, USA
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Tabelle 4: Chemikalien zur Aufbereitung

Chemikalien

Lysepuffer

Paraformaldehyd

Sodium Hydroxide (NaOH) 10 mol/l
Salzsaure Malklésung 6 M

Dulbecco’s PBS 500 ml

Tabelle 5: Materialien fir das FACS

Materialien

BD FACS Calibur™ Flow Cytometer

Cell Quest Pro

FACS Clean

FACS Rinse

destilliertes Wasser

2.1.1 Datenauswertung

Hersteller

BD FACS™ Lysing Solution, Franklin
Lakes USA

Merck-Schuchardt, Hohenbrunn,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching
Osterreich

Hersteller

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

TKA Wasseraufbereitungssystem,
TKAGen Pure, Berlin, Deutschland

Die Auswertung der Messdaten wurde mit Flowdo V10 durchgeflihrt. Die
statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der zu dem Zeitpunkt aktuellsten
Version der Statistik-Software IBM SPSS Statistics 25.
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2.2 Methoden

2.2.1 Patientenkollektiv

Fir diese Studie wurden 106 Patienten mit SAP oder ACS innerhalb 24
Stunden vor oder nach einer Koronarangiographie in der Medizinischen Klinik
des  Universitatsklinikums  Tldbingen  ausgewahlt. Eine  schriftliche
Einverstandniserklarung lag bei allen Studienteilnehmern vor. Die Studie erfullt
die Grundsatze der Deklaration von Helsinki. Sie wurde von der
Ethikkommission der Universitat Tubingen genehmigt (Aktenzeichen
270/2011B02). Nach Blutenthahme und Monozytenfarbung erfolgte die
Messung der Antikorperkonzentrationen fir SDF-1, CXCR4, CXCR7 und MIF
mittels Durchflusszytometrie (FACS).

Aulerdem wurden zu allen Patienten folgende Basischarakteristika aus den
Patientenakten entnommen:

Tabelle 6: Einteilung Patientencharakteristika

Diagnose SAP, IAP, NSTEMI, STEMI
Demographische Daten Geschlecht, Alter
Klappenvitien Aorten-, Mitral-, Trikuspidal-,

Pulmonalklappenstenose/lnsuffizienz
KHK Keine, Ein-Gefaly, Zwei-Gefald, Drei-
Gefal}, Bypass

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

* leichte Einschrankung der LV-
Funktion:

EF von 45 % - 54 %
 mittelgradige Einschrankung der
LV-Funktion:

EF von 35 % -44 %
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* hochgradige Einschrankung der LV-

Funktion:
EF <35 %

Aufnahmelabor CRP, CK, NT-proBNP, Troponin,
Kreatinin

Aufnahmemedikation ADP-Rezeptorblocker,

Marcumar/Xarelto, GPIIb/llla-
Inhibitor, ASS, Statine, [3-Blocker,
AT1-Antagonisten, Ca-Kanal-
Inhibitoren, Diuretika, Aldosteron-
Antagonisten, Antidiabetika/Insulin,
Heparin, a-Rezeptorblocker,

Protonenpumpeninhibitoren

Kardiovaskulare Risikofaktoren Hyperlipoproteinamie, Diabetes
mellitus, Niereninsuffizienz, arterielle
Hypertonie, KHK, positive
Familienanamnese, Nikotinabusus,

Adipositas

Sonstige Begleiterkrankung Vorhofflimmern

2.2.2 Blutabnahme und Aufbereitung

Die Blutentnahme am Patienten erfolgte innerhalb 24 Stunden vor oder nach
einer Koronarangiographie mit Hilfe einer Safety-Multifly-Kantle. Das Blut
wurde in eine 8,5 ml Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin-(CPDA-)Monovette

geflllt und sofort verwertet.

2.2.3 Durchflusszytometrie

Fur die Farbung der Monozyten wurden 150 pl des gewonnenen
CPDA-Vollblutes pro Ansatz in beschriftete FACS-Roéhrchen uberfuhrt. Pro
Roéhrchen wurden anschlieRend 10 pl CD14 PE- und 10 ul CD16 APC-
Antikdérper zur Bestimmung der Monozyten-Subtypen hinzugegeben. Aulierdem
erfolgte die Zugabe jeweils eines der FITC-Antikdrper (CXCR4, CXCR7, SDF-1,
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MIF) pro Rohrchen und eine zusatzliche Kontrolle mit einem FITC-gefarbten
IgG-Antikdrper. Die Réhrchen mit den Farbeansatzen wurden dann gevortext
und 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden durch Zugabe
eines 1:10 mit destilliertem Wasser verdunnten Lysepuffers die Erythrozyten
lysiert. Nach Inkubation im Dunkeln fur zehn Minuten erfolgte eine
Zentrifugation (1400 rpm, 9/9, 5 Minuten). Der Uberstand wurde abgekippt und
300 pl des 0,5 % PFA zur Fixierung hinzugegeben. Nun konnte entweder eine
sofortige Messung durch die Durchflusszytometrie durchgefuhrt werden oder
die Réhrchen wurden bei 4°C fur bis zu 72 Stunden flr eine spatere Messung

im Kuhlschrank aufbewahrt.

In dieser Studie wurden FITC-gekoppelte Antikorper fur die Markierung von
SDF-1, MIF, CXCR4 und CXCR7 verwendet. Fur die Markierung von CD14
kamen PE-gekoppelte Antikdrper und fir CD16 APC-gekoppelte Antikorper
zum Einsatz. Gemessen wurde mit dem BD FACS Calibur™ Flow Cytometer,
der einen 480 nm Argon-Laser nutzt und aufgrund von vier Fluoreszenz-
Detektoren in der Lage ist vier Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig zu erfassen
(141).
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Abbildung 5: Prinzip der Durchflusszytometrie (modifiziert nach (142))

Es wurde am Anfang der Studie ein Messprotokoll mit technischer Kontrolle,
Isotypkontrolle und FMO-Kontrolle angelegt und die Zahl der gemessenen
Zellen auf 10 000 gesetzt.

2.2.4 Auswertung der Messungen

Durch den Einsatz von Gates bei der Auswertung wurden die fir diese Arbeit
irrelevanten Zellen wie Thrombozyten und Granulozyten ausgeschlossen und
die Monozyten isoliert betrachtet. Eine individuelle Anpassung dieser Gates war

auch nach den Messungen moglich. Die Monozyten wurden anhand der
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Antikoérper gegen CD14 und CD16 in die drei Subtypen klassische CD14"
*/CD167, nicht-klassische CD14*/CD16™ und intermediare CD14"/CD16"
Monozyten kategorisiert. Diese Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms
Flowdo Version 10. Um die Expression der Oberflachenrezeptoren zu

quantifizieren, wurde die MFI bestimmt (mean fluorescence intensity).

CXCR4 FTC.015
T Py
1000 200 400 600 800 1000
FSC-Height
CXCR4 FITC.015
§ 1 Flle: CXCR4 FITC.015 Acquisiton Date: 13-May-17
8 ] Gate: G1 Gated Events: 8586
g ] Total Events: 456782
uj ﬁ Events % Qated % Total Mean Median
= 3 ..
100 10'1 1‘;2 103 108 8586 100.00 188 45075 345.99
CD14PE
CXCR4 FITC.015
§ 1 Flle: CXCR4 FITC.015 Acquisttion Date: 13-May-17
3 Gate: Q1 Qated Events: 8586
E i Total Events: 456782
]I Events % Gated % Total Mean Medlan
= """""ﬁm- v T 8586 100.00 188 16451 1811
100 10 102 108 10t
CD16 APC
(CR4 AITC.015
§ et File: CXCR4 FITC.015 Acqulsition Date: 13-May-17
2 Gate: G1 Gated Events: 8586
g Total Events: 456782
Events % Gated % Total Mean Median
= T T B586  100. 1] 1654 682
100 10! 102 108 104
CKCR4HATC
CXCR4FITC.015 Region Statistics
File: CXCR4 AITC.015 Acquisiton Date: 13-May-17
Gate: G1 Gated Events: 8586

Total Events: 456782

Reglon Events % Galed % Total
R3 604 7 0.13
R4 7972 9285 1.75
R5 7342 8551 1.61
RS 438 510 0.10
R7 198 231 0.04
R1 8586 100.00 1.88
R2 7476 87.07 1.64

Abbildung 6: Gating-Strategie zur isolierten Betrachtung von Monozyten und Aufteilung dieser in
die Monozyten-Subtypen. Oben im Bild ist die Selektion von Monozyten anhand des FSC
(Forward Scatter) und SSC (Side Scatter) dargestellt, um anderen Zelltypen wie Granulozyten
oder Thrombozyten aus der Auswertung auszuschlieRen. In der Mitte der Abbildung werden die
Messergebnisse mit MFI zu den einzelnen Antikérpern, hier CD14-PE, CD16-APC und CXCR4-
FITC gezeigt. Unten mittig im Bild ist die Aufteilung in klassische, nicht klassische und

intermediare Monozyten anhand von Gates dargestellt.
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2.2.5 Statistische Auswertung

Es wurde eine statistische Analyse der Patientencharakteristika und der
gemessenen  Oberflachenexpression auf den  Monozyten-Subtypen
durchgefuhrt.

Zunachst wurden alle Daten in kategoriale und metrische Variablen aufgeteilt.
Folgende Merkmale wurden den kategorialen Variablen zugeordnet:
Geschlecht, Klappenvitien, vorbestehende KHK, Begleitmedikation und
kardiovaskulare Risikofaktoren. Die Darstellung dieser Daten erfolgt in Form
von absoluten Haufigkeiten und Prozentwerten.

Zu den metrischen Variablen zahlen Alter, Aufnahmelabor, LVEF und die
gemessenen MFI-Werte der Oberflachenrezeptoren. Bei diesen wird der
Mittelwert und die Standardabweichung angegeben. Die einzelnen Messwerte
werden als Dotplots dargestellt.

Die Mittelwerte der metrischen Variablen wurden durch den t-Test flr
unabhangige  Stichproben und Levene-Test verglichen, um die
Varianzhomogenitat zu prufen. Der Vergleich kategorialer Variablen wurde mit
Hilfe des Chi-Quadrat-Tests durchgefuhrt. Zeigte die Analyse p < 0,05 wurde
das Ergebnis als signifikant betrachtet. Die statistische Auswertung der

gemessenen und erhobenen Daten wurde mit SPSS Statistics 25 durchgeflhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakteristika der Studienkohorte

Es wurden insgesamt 106 Patienten mit einer SAP oder einem ACS innerhalb
24 Stunden vor oder nach einer Koronarangiographie untersucht. Dabei hatten
35 Patienten eine stabile Angina Pectoris und 71 Patienten ein akutes
Koronarsyndrom, wovon 31 Patienten an einer instabilen Angina Pectoris, 35
Patienten an einem NSTEMI und 5 Patienten einem STEMI litten. Das
71,14
Geschlechterverteilung von 56,6 % mannlichen und 43,4 % weiblichen

Durchschnittsalter der Patienten  betrug Jahre mit einer

Patienten. Die folgende Tabelle listet die Patientencharakteristika der
Studienkohorte auf. Zu diesen zahlen die Risikofaktoren fur eine KHK, die
Begleitmedikation, Klappenvitien und bestimmte Laborparameter. Diese Werte

werden flir die gesamten Patienten, Patienten mit SAP und Patienten mit ACS

angegeben.

Tabelle 7: Patientencharakteristika

Parameter Gesamt SAP ACS P-

N =106 N =35 N=71 Wert
Risikofaktoren

71,36 70,34 71,87 0,527
Alter in Jahren (10,74) (11,99)

(11,557)
Geschlecht: m 58 (55,8 %) 24 (68,6 %) 34 (49,3%) 0,94

w 46 (44,2 %) 11 (31,4 %) 35 (50,7 %)

Arterielle Hypertonie 84 (80,8 %) 28 (80 %) 56 (81,2 %) 0,885
Hypercholesterinamie 52 (50 %) 16 (45,7 %) 36 (52,2 %) 0,797
Diabetes mellitus 33 (31,7 %) 9 (25,7 %) 24 (34,8 %) 0,559
Positive 26 (25 %) 11 (31,4%) 15(21,7 %) 0,449
Familienanamnese
Nikotinabusus 21 (20,2 %) 9 (25,7 %) 12 (17,4 %) 0,497
Vorhofflimmern 23 (22,1 %) 4 (11,4 %) 19 (27,5 %) 0,081
Niereninsuffizienz 10 (9,6 %) 2 (5,7 %) 8 (11,6 %) 0,593
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KHK

11 (15,9 %) 0,087
1-Gefal-KHK

> GefiR-KHK 13 (12,5 %) 2 (5,7 %) 10 (14,5 %)

18 (17,3 %) 8 (22,9 %) 38 (55,1 %)

3-Gefall-KHK

62 (59,6 %) 24 (68,6 %)
Begleitmedikation bei Studieneintritt
Betablocker 74 (71,2 %) 26 (74,3 %) 48 (69,6 %) 0,655
ACE-Hemmer 59 (56,7 %) 19 (54,3 %) 40 (58 %) 0,835
AT1-Antagonist 26 (25 %) 10 (28,6 %) 16(23,2%) 0,633
Diuretika 32 (30,8 %) 11(31,4%) 21(30,4%) 1,0
ADP-
Rezeptorblocker: 0,596

Clopidogrel 1(1 %) 0 (0 %) 1(1,4 %)

Ticagrelor 1(1 %) 0 (0 %) 1(1,4 %)
Antikoagulation: 0,744

Marcumar 3 (2,9 %) 1 (2,9 %) 2 (2,9 %)

Xarelto 1(1 %) 0 (0 %) 1 (1,4 %)
GPllb/llla-Inhibitor 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) -
ASS 14 (13,5 %) 4 (11,4 %) 10 (14,5 %) 0,769
Cholesterinsenker: 0,798

Statin 78 (75 %) 25(71,4 %) 53 (76,8%)

Statin+Ezetimib 6 (5,8 %) 2 (5,7 %) 4 (5,8%)
Aldosteronantagonist 18 (17,3 %) 6 (17,1 %) 12(17,4%) 1,0
Antidiabetika: 0,608

Insulin 2 (1,9 %) 0 (0 %) 2 (2,9%)

OAD 13 (12,5 %) 4 (11,4 %) 9 (13%)

Insulin+OAD 9 (8,7 %) 2 (5,7 %) 7 (10,1%)
Ca-Kanalblocker 31 (29,8 %) 13 (37,1 %) 18(26,1%) 0,264
Klappenvitien
LVEF 1,6 (0,961) 1,49 (0,818) 1,65 (1,027) 0,372
Relevante 53 (51 %) 11 (31,4 %) 42 (60,9 %) <0,001
Klappenvitien
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Laborparameter

121,8 109,00 128,29 0,907
NT-proBNP (644,9) (858,6)
(789,98)
CRP (mg/dl) 1,55 (5,3) 0.59 (2,18) 2,03 (6,29) 0,091
CK (Ul 133,66 45,71 (53) 171,06 0,027
(274,46) (328,4)
Troponin (mg/dl) 4,86 (38,25) 0,00 (0,00) 7,49 (47,99) 0,413
- 0,606 0,917 0,001
Kreatinin (mg/dl) 0,805 (0,417) (0,476) (0,335)

Die Werte geben bei kategorialen Variablen die absolute Haufigkeit (prozentuale Haufigkeit)
und bei metrischen Variablen den Mittelwert (Standardabweichung) an. LVEF: 1 = normal,
2 = leichtgradig eingeschrankt, 3 = mittelgradig eingeschrankt, 4 = schwer eingeschrankt.
Abkurzungen: m (mannlich), w (weiblich), ACE (Angiotensin Converting Enzyme), ADP
(Adenosindiphosphat), ASS (Acetylsalicylsdure), Ca-Kanalblocker (Calciumkanalblocker), CK
(Kreatinkinase), CRP (C-reaktives Protein), GPlIb/llla (Glykoprotein IlIb/llla), LVEF
(linksventrikulare Ejektionsfraktion), NT-proBNP (N-terminal pro Brain Natriuretic Peptide), OAD
(orale Antidiabetika).

Ein groRRer Teil der Patienten wies einen oder mehrere Risikofaktoren fur eine
KHK auf. 80,8 % der Patienten hatten eine arterielle Hypertonie, 50 % eine
Hypercholesterinamie, 31,7 % einen Diabetes mellitus und 25 % eine familiare
Vorbelastung. Ein Nikotinabusus lag bei 20,2 % und eine Niereninsuffizienz bei
nur 9,6 % der Patienten vor. Obwohl sich teilweise Unterschiede in den
Risikofaktoren bei Patienten mit SAP und ACS zeigen, sind diese nicht als
statistisch signifikant zu werten. Beispielsweise haben 34,8 % der Patienten mit
einem ACS einen Diabetes mellitus, wohingegen es bei den Patienten mit SAP
25,7 % sind. Bei manchen Risikofaktoren zeigt sich jedoch eine sehr ahnliche
Auspragung, wie bei der arteriellen Hypertonie mit 80 % bei SAP zu 81,8 %
beim ACS.

Wahrend sich bei der linksventrikularen Ejektionsfraktion kein signifikanter

Unterschied in den zwei Gruppen zeigt, lasst sich bei den relevanten
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Klappenvitien ein signifikanter Unterschied nachweisen. 31,4 % der Patienten
mit einer SAP haben relevante Klappenvitien im Gegensatz zu 60,9 % der
Patienten mit ACS.

Bei der Begleitmedikation sind keine relevanten Unterschiede in beiden
Gruppen nachzuweisen.

Laborchemisch zeigt sich bei der CK (45,71 U/l zu 171,06 U/l) und Kreatinin
(0,606 mg/dl zu 0,917 mg/dl) zwischen SAP und ACS ein signifikanter
Unterschied. Die Troponinwerte sind bei Patienten mit ACS mit 7,49 mg/dl wie
zu erwarten hoher als bei Patienten mit SAP (0 mg/dl), was jedoch nicht

statistisch signifikant ist.

3.2 Expression der Oberflachenrezeptoren in den verschiedenen
Monozyten-Subtypen

Die nachfolgenden Diagramme zeigen die Oberflachenexpression von SDF1,
CXCR4, CXCRY7 und MIF auf klassischen, nicht klassischen und intermediaren
Monozyten. Es werden Patienten mit SAP und ACS verglichen. Dabei werden
der Mittelwert und die Standardabweichung der MFI und die statistische
Signifikanz betrachtet. Die Signifikanz wurde mittels t-Test fur unabhangige

Stichproben und Levene-Test bei einem Signifikanzniveau p < 0,05 bestimmt.

3.2.1 Die SDF-1-Expression zeigt bei keinem der Monozyten-Subtypen
einen signifikanten Unterschied zwischen Patienten mit KHK und ACS

SDF-1 hat, wenn man die klassischen Monozyten betrachtet, bei Patienten mit
ACS eine hohere mittlere Expression von 1,5091 (+/- 2,288) im Vergleich zu
Patienten mit SAP von 1,308 (+/- 0,633). Der Unterschied ist jedoch bei einem
p-Wert von 0,612 nicht signifikant. Die mittlere Oberflachenexpression von
SDF-1 liegt bei Patienten mit SAP auf nicht klassischen Monozyten bei 6,1371
(+/- 3,707) zu 5,2049 (+/- 3,866) bei Patienten mit ACS, was auch als nicht
signifikant zu werten ist (p = 0,242). Intermedidre Monozyten zeigen bei
Patienten mit SAP (1,6851) (+/- 1,095) eine geringere mittlere Expression als
bei ACS-Patienten (1,879) (+/- 2,512). Hier lasst sich bei einem p-Wert von

0,664 kein signifikanter Unterschied nachweisen. Insgesamt haben somit die
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nicht klassischen Monozyten bei Patienten mit SAP die hochste mittlere SDF-1-
Expression. Die niedrigste mittlere Expression von SDF-1 haben die

klassischen Monozyten bei Patienten mit SAP.

klassische Monozyten
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Abbildung 7: SDF-1 Expression auf klassischen Monozyten. ns bedeutet nicht signifikant.
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Abbildung 8: SDF-1 Expression auf nicht klassischen Monozyten. ns bedeutet nicht signifikant.
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Abbildung 9: SDF-1 Expression auf intermediaren Monozyten. ns bedeutet nicht signifikant.

3.2.2 Die CXCR4-Expression zeigt bei keinem der Monozyten-Subtypen
einen signifikanten Unterschied zwischen Patienten mit KHK und ACS

Der Mittelwert der MFI von CXCR4 liegt in der Gruppe der klassischen
Monozyten bei Patienten mit SAP bei 8,245 (+/- 4,749) zu 9,943 (+/- 7,746) bei
Patienten mit ACS. Mit einem p-Wert von 0,238 ist das nicht signifikant. Bei den
nicht klassischen Monozyten zeigt sich eine mittlere CXCR4-Expression von
34,837 (+/- 16,08) (SAP) zu 35,59 (+/- 15,397) (ACS), was als nicht signifikant
zu werten ist (p = 0,817). Intermediare Monozyten weisen einen nicht
signifikanten Unterschied (p = 0,617) in der Expression von CXCR4 von
13,8809 (+/- 8,957) (SAP) zu 14,8626 (+/- 12,03059) (ACS) auf. Insgesamt
zeigt sich damit in allen drei Monozyten-Subtypen eine hdohere Expression von
CXCR4 bei Patienten mit ACS, auch wenn die Unterschiede statistisch nicht
signifikant sind. Die niedrigste mittlere CXCR4-Expression ist auf den
klassischen Monozyten bei Patienten mit SAP zu sehen. Am hochsten ist die
mittlere Oberflachenexpression von CXCR4 bei Patienten mit ACS auf den

nicht klassischen Monozyten.
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Abbildung 10: CXCR4-Expression auf klassischen Monozyten. ns bedeutet nicht signifikant.
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Abbildung 11: CXCR4-Expression auf nicht klassischen Monozyten. ns bedeutet nicht
signifikant.
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Abbildung 12: CXCR4-Expression auf intermedidaren Monozyten. ns bedeutet nicht signifikant.

3.2.3 Die CXCR7-Expression ist auf klassischen Monozyten bei Patienten
mit ACS signifikant hdher als bei Patienten mit SAP

Bei Patienten mit einer SAP liegt der mittlere MFI-Wert fir CXCR7 bei
Messungen an klassischen Monozyten bei 6,6303 (+/- 4,577) und bei Patienten
mit ACS bei 9,7325 (+/- 10,561), was als signifikant zu sehen ist (p = 0,04). Die
mittlere Expression von CXCR?7 bei nicht klassischen Monozyten zeigt Werte
von 20,0771 (+/- 13,934) bei SAP zu 24,8928 (+/- 24,046) bei ACS. Das ist
nicht signifikant (p = 0,2). Auf intermediaren Monozyten zeigt sich die mittlere
Oberflachenexpression im Mittelfeld mit 15,68 (+/- 13,917) bei Patienten mit
SAP und 13,8022 (+/- 11,709) bei Patienten mit ACS. Diese Differenz ist nicht
als signifikant zu werten (p = 0,47). Hier fallt die héhere mittlere Expression von
CXCR?7 auf den intermediaren Monozyten bei SAP im Vergleich zu ACS auf.
Damit ist die hochste mittlere CXCR7-Expression auf den nicht klassischen
Monozyten bei Patienten mit SAP zu sehen, wahrend die niedrigste mittlere
Oberflachenexpression auf klassischen Monozyten bei Patienten mit SAP

vorliegt.
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Abbildung 13: CXCR7-Expression auf klassischen Monozyten. *p < 0,05.
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Abbildung 14: CXCR7-Expression auf nicht klassischen Monozyten. ns bedeutet nicht
signifikant.
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Abbildung 15: CXCR7-Expression auf intermedidaren Monozyten. ns bedeutet nicht signifikant.

3.2.4 Die MIF-Expression zeigt bei keinem der Monozyten-Subtypen einen
signifikanten Unterschied zwischen Patienten mit KHK und ACS

Bei den klassischen Monozyten hat MIF in der Gruppe der Patienten mit SAP
eine mittlere Oberflachenexpression von 108,3809 (+/- 104,549) und eine
mittlere Expression von 118,8932 (+/- 131,017) in der Gruppe mit ACS, was
jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied ist (p = 0,681). Betrachtet man
die nicht klassischen Monozyten, zeigt sich eine nur leicht niedrigere mittlere
Expression von MIF bei Patienten mit ACS (197,5158) (+/- 156,853) im
Vergleich zu Patienten mit SAP (200,6371) (+/- 144,437). Diese Differenz ist
nicht signifikant (p = 0,922). Intermediare Monozyten weisen bei Patienten mit
SAP eine hdhere mittlere Expression (290,0029) (+/- 296,331) von MIF auf als
bei Patienten mit ACS (274,8339) (+/- 277,2195). Hier zeigt sich keine
statistische Signifikanz (p = 0,797). Die niedrigste mittlere MIF-Expression ist
somit auf den klassischen Monozyten bei Patienten mit SAP messbar. Am
hochsten ist die mittlere MIF-Expression bei Patienten mit SAP auf den

intermediaren Monozyten.
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Abbildung 16: MIF-Expression auf klassischen Monozyten. ns bedeutet nicht signifikant.
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Abbildung 17: MIF-Expression auf nicht klassischen Monozyten. ns bedeutet nicht signifikant.
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Abbildung 18: MIF-Expression auf intermediaren Monozyten. ns bedeutet nicht signifikant.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde an 106 Patienten die Oberflachenexpression von
CXCR4, CXCR7, SDF-1 und MIF auf klassischen, nicht klassischen und
intermediaren Monozyten gemessen. Dabei wurden Patienten mit SAP und
ACS miteinander verglichen. Zusatzlich wurden bestimmte
Patientencharakteristika erhoben. Hierbei zeigten sich insbesondere das
Auftreten von Klappenvitien und Laborparameter wie CK und Kreatinin bei
Patienten mit ACS im Vergleich zu Patienten mit SAP erhdht. Die gemessene
Oberflachenexpression war fiur CXCR7 auf klassischen Monozyten bei
Patienten mit ACS signifikant hoher als bei Patienten mit SAP. Alle weiteren
Messungen zeigten bei der Oberflachenexpression in den verschiedenen

Monozyten-Subtypen keine signifikanten Unterschiede.

4.1 Patientencharakteristika

Bei den Patientencharakteristika konnte eine hdhere Rate von Klappenvitien bei
Patienten mit ACS als bei Patienten mit SAP nachgewiesen werden. Eine
Erklarung hierfir ware das nachgewiesen hohere Risiko fir Myokardinfarkte bei
Patienten mit Herzklappendefekten (143). Laborchemisch zeigte sich aufgrund
der Myokardschadigung wie zu erwarten eine signifikant erhdhte CK bei
Patienten mit ACS als bei Patienten mit SAP (144). Es konnten zwar bei
Patienten mit ACS auch deutlich héhere Troponinwerte nachgewiesen werden,
allerdings ist dieser Unterschied nicht als signifikant zu werten. Das ist
unerwartet, da Troponin einer der Hauptmarker fur eine Herzmuskelschadigung
bei Myokardinfarkt ist (145). Dies lasst sich wahrscheinlich durch die recht hohe
Zahl an Patienten mit instabiler Angina Pectoris in der Patientengruppe mit ACS
erklaren (31 von 71), die definitionsgemal} keine Troponinerhdhung aufweisen.
Die signifikant hoheren Kreatininwerte bei Patienten mit ACS kénnen Zeichen
fur ein kardiorenales Syndrom sein, also eine Nierenschadigung infolge eines
ACS (146). Auch CRP und NT-proBNP zeigten sich bei Patienten mit ACS
hoher als bei Patienten mit SAP. Das hohere CRP konnte auf die groRere
inflammatorische Komponente bei ACS-Patienten zurlckzufihren sein. Das

hoéhere NT-proBNP als Marker fir die Herzinsuffizienz lasst sich durch die
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starker ausgepragte Herzinsuffizienz bei Patienten mit ACS erklaren, da hier
eine Myokardschadigung auftreten kann. Diese zwei Laborparameter zeigten
jedoch keine statistisch als signifikant zu wertenden Unterschiede in den
Patientengruppen. Bei den Risikofaktoren zeigte sich in beiden Gruppen ein
sehr ahnlicher Trend. Einige Risikofaktoren wie der Anteil an Patienten mit
Diabetes mellitus oder Vorhoffimmern zeigten jedoch einen deutlich héheren
Anteil beim ACS als bei der SAP. Andererseits gab es in dieser Studie auch
Risikofaktoren, die bei Patienten mit SAP deutlich hoher waren, wie
beispielsweise die positive Familienanamnese und Nikotinabusus. Allerdings
sind diese Unterschiede nicht statistisch signifikant. Dass es keine signifikanten
Unterschiede gibt, ist jedoch nicht Uberraschen, da die selben Risikofaktoren
einen Beitrag zu beiden Erkrankungen leisten konnen. Bei der
Begleitmedikation konnte zwischen beiden Patientengruppen auch kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Auch dieser Umstand ist mit
dem ahnlichen Pathomechanismus und Risikofaktoren beider Erkrankungen zu
erklaren, die auch eine ahnliche langfristige medikamentdse Therapie
erfordern(6).

4.2 Klinische Bedeutung der Oberflachenexpression von SDF-1

Wie bereits beschrieben spielt SDF-1 als Chemokin durch Bindung an seine
Rezeptoren CXCR4 und CXCRY7 eine grof3e Rolle bei wichtigen Zellfunktionen
wie der Zellmigration und Differenzierung (49-52). Die Relevanz von SDF-1
zeigt sich beispielsweise darin, dass in Studien Knockout-Mause, die kein SDF-
1 bilden konnten nicht lebensfahig waren (61,62). Klinische Relevanz hat SDF-1
unter anderem bei verschiedenen Krebserkrankungen, Multipler Sklerose und
HIV-Infektionen (59,63-65).

In bisherigen Studien konnte einerseits gezeigt werden, dass SDF-1 eine
stabilisierende Wirkung auf atherosklerotische Plaques und Endothellasionen
hat, was durch die Migration von Stammzellen des Endothels und glatter
Muskulatur in die Gefallwand zu erklaren ist (90-92). Andererseits gibt es

Studien mit gegensatzlichem Ergebnis, die zeigen konnten, dass eine erhdhte
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Expression von SDF-1 zur Progression von Atherosklerose und damit auch der
KHK fuhrt, indem es durch die Migration glatter Muskelzellen in die Gefalkwand
zur Steigerung der Intimahyperplasie kommt (147). SDF-1 wird auch von
Thrombozyten exprimiert und sorgt fur die Differenzierung von CD34+-
Stammzellen zu Endothelzellen und Schaumzellen (93-97). Es fuhrt auRerdem
zum Erhalt der linksventrikularen Funktion nach einem Myokardinfarkt und wirkt
dadurch kardioprotektiv (98).

In Bezug auf Monozyten wirkt SDF-1 fordernd auf die Migration von Monozyten
und ihre Adhasion an Thrombozyten in atherosklerotischen Plaques sowie auf
die Phagozytose von Thrombozyten durch Monozyten (112). SDF-1 fuhrt

aullerdem zur Differenzierung von Monozyten zu Schaumzellen (112).

In dieser Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression von
SDF-1 in den Subtypen der Monozyten zwischen Patienten mit SAP und ACS
gezeigt werden. Sowohl bei klassischen und nicht klassischen, als auch bei
intermediaren Monozyten war kein signifikanter Unterschied nachweisbar.
Maoglicherweise spielt die Expression von SDF-1 auf Monozyten keine grofde
Rolle bei der Frage, ob eine Atherosklerose zu einer SAP oder zu einem
instabilem Plaque in den Gefallen mit daraus folgender Plaqueruptur und ACS
fuhrt. Es ware interessant zu untersuchen, ob sich die Expression von SDF-1 in
Endothelzellen und Schaumzellen bei Patienten mit SAP und ACS
unterscheidet, da auch diese Zellen bei der Entstehung von Atherosklerose

eine wichtige Rolle spielen und SDF-1 exprimieren kénnen.

4.3 Klinische Bedeutung der Oberflachenexpression von CXCR4

Bisher konnte in Studien gezeigt werden, dass SDF-1 eine Vielzahl seiner
Effekte Uber den Chemokinrezeptor CXCR4 vermittelt, der neben Monozyten
beispielsweise auch auf Thrombozyten und einigen anderen Zellen vorkommt
(70,98,100). Neben SDF-1 bindet auch das Chemokin MIF an CXCR4 (69).
CXCR4 ist sehr relevant im Korper, was an Studien mit Mausen gezeigt werden
konnte. Diese waren durch Ausschalten des CXCR4-Gens wie auch bei

Ausschalten des SDF-1-Gens nicht Uberlebensfahig (62). Klinische Relevanz
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hat CXCR4 unter anderem bei der Pathogenese und Metastasierung diverser
Krebsarten (73).

Auch hier gibt es in verschiedenen Arbeiten unterschiedliche Ergebnisse zur
Rolle von CXCR4 bei der Atherosklerose und KHK. Nach einem Myokardinfarkt
konnte ein kardioprotektiver Effekt von CXCR4 nach Aktivierung durch

SDF-1 gezeigt werden (101,102). Die Wirkung der SDF-1-CXCR4-Achse nach
Revaskularisation von Arterien auf eine verstarkte Restenose und Forderung
einer Intimahyperplasie ist aufgrund widerspruchlicher Ergebnisse noch nicht
ganzlich geklart (104,105). Es konnte nachgewiesen werden, dass eine
gesteigerte Expression von CXCR4 durch oxidiertes LDL aus athero-
sklerotischen Plaques zu einer vermehrten Migration von Makrophagen in das
betroffene Gewebe fuhrt (106). Hyafil et al. zeigten mittels nuklearmedizinischer
Verfahren eine gesteigerte Expression von CXCR4 in makrophagenreichen
Arealen atherosklerotischer Plaques (108).

Betrachtet man die Wirkung, die eine Aktivierung von monozytarem CXCR4
durch SDF-1 auf die Entstehung der Atherosklerose und KHK hat, zeigt sich
nach aktueller Studienlage, dass es dabei zur Férderung von Atherosklerose
und KHK kommt. Zu diesem Effekt kommt es durch die gesteigerte Migration
und Phagozytoseaktivitat von Monozyten (112). Des Weiteren werden auch das

Zelluberleben und die Differenzierung von Monozyten gefordert.

Es konnte in dieser Arbeit kein Hinweis auf einen signifikanten Unterschied in
der Oberflachenexpression von CXCR4 in den Subtypen der Monozyten bei
Patienten mit SAP und ACS gefunden werden. Die Auswertung der Messungen
zeigt bei klassischen, nicht klassischen und intermediaren Monozyten sehr
ahnliche Werte fir die Expression von CXCR4. Auch wenn die
unterschiedlichen Auswirkungen der SDF-1-CXCR4-Achse auf die KHK bisher
nicht abschlieRend geklart sind, scheint sie zumindest bei Betrachtung der
Monozyten durch Migration und Differenzierung zu Schaumzellen zu einer
Zunahme der Atherosklerose und damit der KHK zu flihren, wie Chatterjee et

al. auch zeigen konnten (112). Das Ergebnis dieser Arbeit konnte darauf
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hindeuten, dass die durch CXCR4 vermittelte Migration und Differenzierung der
Monozyten bei der Unterscheidung, ob eine Atherosklerose zu einer SAP oder
zu einem ACS fluhrt kein grol3er Einflussfaktor ist, sondern in anderen
Bereichen der Atherosklerose eine Rolle spielt. Da die genauen
Zusammenhange bei der Rolle von monozytarem CXCR4 und den Monozyten-
Subtypen in der Entstehung der KHK und des ACS bisher nicht vollstandig

geklart sind, missen weitere Studien zu diesem Thema durchgeflhrt werden.

Allerdings ist derzeit der antiinflammatorische Wirkstoff AMD3100 bekannt, der
als CXCR4-Antagonist angewendet wird. In Studien konnte gezeigt werden,
dass AMD3100 zu einer verbesserten Regeneration von Myokardgewebe flihrt
und ein gebessertes Outcome nach einem Myokardinfarkt zur Folge hat
(115,116). Klinische Anwendung findet AMD3100 bisher zur Mobilisation und
Selektion hamatopoetischer Stammzellen zur Stammzelltransplantationen
beispielsweise bei Patienten mit Lymphomerkrankungen (148). Ob dieser
Wirkstoff eine Therapieoption fur die KHK und das ACS ist, muss in weiteren
Studien erforscht werden. Dabei muss insbesondere bedacht werden, dass
CXCR4 in gewissen Bereichen auch eine kardioprotektive Wirkung hat
(101,102).

4.4 Klinische Bedeutung der Oberflachenexpression von CXCR7

Auch CXCR?7 spielt laut diversen Studien eine wichtige Rolle bei der
Atherosklerose und KHK. Der Rezeptor wird auf unterschiedlichen Zellen wie
neuronalen Vorlauferzellen, aktivierten Endothelzellen und hamatopoetischen
Zellen exprimiert (70). CXCRY7 ist ein weiterer Rezeptor fur die Chemokine
SDF-1 und MIF (84). Klinische Relevanz hat CXCR7 unter anderem bei
Krebserkrankungen, da dessen Aktivierung zu einem (gesteigerten
Zelluberleben und gesteigerter Zelladhasion fuhrt und einige Krebsarten wie

Lungen- und Brustkrebs vermehrt CXCR7 exprimieren (64,85).

CXCRY flhrt wie auch CXCR4 einerseits zum Progress einer KHK, kann jedoch
andererseits auch kardioprotektive Effekte haben. Auf Endothelzellen hat es
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beispielsweise nach einem Myokardinfarkt Auswirkung auf das kardiale
Remodeling (109). Aulerdem konnte in Studien gezeigt werden, dass die
Aktivierung von CXCRY7 die Aufnahme von VLDL in das Fettgewebe férdert und
dariber einen atheroprotektiven Effekt hat (110). Die Regeneration des
Myokards nach einem Infarkt wird Uber die Migration kardialer Stammzellen
neben CXCR4 auch durch die SDF-1-CXCR7-Achse reguliert (113). Fur
Thrombozyten gilt, dass sie bei Patienten mit ACS im Vergleich zu Patienten
mit SAP vermehrt CXCR?7 exprimieren, was eine verbesserte Regeneration von
Myokard bei einem ACS zur Folge hat (107,114).

CXCR?7 auf Monozyten spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung der KHK
und des ACS. Uber CXCR7 werden proinflammatorische Signalwege aktiviert,
die zu einer gesteigerten Phagozytoseaktivitat von Monozyten fuhren (112).
Wie auch bei CXCR4 wird Uber thrombozytares SDF-1 die Zelladhasion von
Monozyten durch Bindung an CXCR?7 herbeigefuhrt, was daraufhin auch eine
Phagozytose von Thrombozyten zur Folge hat. Ein weiterer Effekt, der zur
Forderung von Atherosklerose uber die SDF-1-CXCR7-Achse fuhrt, ist das
gesteigerte Uberleben von Monozyten und die Differenzierung dieser zu
Schaumzellen (112). Zu Schaumzellen differenzierte Monozyten zeigen eine
erhdhte Oberflachenexpression von CXCR7 und erhohte Phagozytoseaktivitat
(111). Zusammenfassend gilt also auch bei CXCR7 &ahnlich wie bei CXCR4,
dass nach aktueller Studienlage die Bindung von SDF-1 bei Betrachtung der

Monozyten eine férdernde Wirkung auf Atherosklerose hat.

In dieser Arbeit konnte eine signifikant hohere Expression von CXCR7 auf
klassischen Monozyten bei Patienten mit ACS als bei Patienten mit SAP
gezeigt werden. Die weiteren Monozyten-Subtypen wie nicht klassische und
intermediare Monozyten zeigten keinen signifikanten Unterschied in der
Oberflachenexpression von CXCRY7 bei Vergleich der zwei Patientengruppen.
Klassische Monozyten bilden die grofdte Gruppe unter den Monozyten und sind
insbesondere flur Phagozytose verantwortlich (23). Berg et al. konnten in ihrer
Arbeit zeigen, dass eine erhdhte Anzahl klassischer Monozyten kardiovaskulare

Ereignisse voraussagen kann (149). Das Ergebnis dieser Studie konnte darauf
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hinweisen, dass klassische Monozyten Uber CXCR7 beim ACS eine wichtigere
Rolle spielen als bei der SAP. Mdglicherweise lauft hier die CXCR7-vermittelte
Migration und Differenzierung zu Schaumzellen in den atherosklerotischen
Plaques starker ab. Um die genauen Mechanismen dahinter und die Folgen
dieser zu verstehen, sind jedoch noch weitere Untersuchungen notwendig. Aus
weiteren Erkenntnissen koénnten sich Maoglichkeiten zur Therapie und
Prognoseverbesserung der KHK und auch insbesondere des ACS durch neue

antiinflammatorische Medikamente ergeben

4.5 Klinische Bedeutung der Oberflaichenexpression von MIF

Das Chemokin MIF wird von diversen Zellen wie T-Lymphozyten,
Endothelzellen, Makrophagen und Monozyten produziert (120,121). MIF wirkt
im Korper proinflammatorisch und spielt eine wichtige Rolle bei verschiedenen
Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis, Psoriasis, Vaskulitiden und
septischem Schock (122,124-126).

Bei der Entstehung der KHK hat MIF auch einen grof3en Einfluss, da es unter
anderem zur Migration von Makrophagen in die GefalRwand und zu einer
Differenzierung dieser zu Schaumzellen fuhrt (128,129). In Studien an
Apolipoprotein-E-defizienten Mausen zeigten sich weniger Makrophagen und
Entzindungsmediatoren in Gefallasionen, nachdem die Wirkung von MIF mit
Hilfe von Antikdrpern gehemmt worden war (130). Es konnte auRerdem an
Mausen eine Verringerung atherosklerotischer Plaques und geringere
neointimale Verdickung nach Angioplastie durch Hemmung von MIF gezeigt
werden (69,131). MIF-Konzentrationen zeigten sich in Studien bei Patienten mit
ACS erhoht (132). Diese Funktionen erfullt MIF hauptsachlich durch die
Bindung an CXCR2 und CXCR4, wobei es auch Signalwege Uber CXCR7 gibt
(69,84). Neben der atherogenen kann MIF auch eine kardioprotektive Wirkung
haben. Dies gilt jedoch hauptsachlich fur die postischamische Phase uber einen
weiteren MIF-Rezeptor CD74 (134,135). Zusammenfassend fordert MIF
durch seine proinflammatorische Wirkung auf Monozyten unter anderem Uber
die Adhasion dieser an Endothelzellen und gesteigerte Differenzierung zu
Schaumzellen die Entstehung der KHK und des ACS (136,137).
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In dieser Studie konnte beim Vergleich von Patienten mit SAP und ACS und bei
Betrachtung der verschiedenen Monozyten-Subtypen kein signifikanter
Unterschied in der Expression von MIF gezeigt werden. Das konnte darauf
hinweisen, dass die Expression von MIF durch Monozyten keinen besonderen
Einfluss darauf hat, ob sich eine KHK eher zu einer SAP oder einem ACS
entwickelt. MAglicherweise liegt es auch daran, dass freie Monozyten betrachtet
wurden. Bereits zu Schaumzellen differenzierte Monozyten konnten eine
unterschiedliche Expression von MIF zeigen, da sie weitere Zellen zur
Differenzierung anregen. Dabei ist eine unterschiedliche Expression von MIF in
Patienten mit SAP und ACS aufgrund der unterschiedlichen Konfiguration der
Gefal3plaques denkbar. Dies konnte in weiteren Studien gepruft werden.

Aus weiteren Erkenntnissen zur Rolle von MIF und der Monozyten-Subtypen
konnten sich neue Therapiemoglichkeiten fur Patienten mit KHK und ACS
ergeben.

Im Rahmen von Studien konnten bereits monoklonale Anti-MIF-Antikorper und
niedermolekulare Verbindungen als MIF-Inhibitoren angewendet werden, durch
die es zu einer verringerten Gefalinflammation und generellen
antiinflammatorischen Wirkung kam (130,138). Hier sind jedoch in der Zukunft
weitere Studien notig, um klinische Wirkstoffe zur Verbesserung der Therapie

und Prognose der KHK und des ACS zu prufen.

4.6 Limitation

Eine Limitation der Studie ist die betrachtete Patientenzahl. Eine groRere
Patientenkohorte wirde zu aussagekraftigeren Ergebnissen fihren, wenn man
die Gesamtzahl der Patienten bedenkt, die jahrlich an einer KHK erkranken. In
dieser  Querschnittstudie  wurde  der  zeitliche Verlauf in  der
Oberflachenexpression der untersuchten Marker nicht bedacht. Dieser kdnnte
jedoch noch weitere Informationen zum prognostischen Wert geben, indem bei
einem Follow-up die Werte verglichen werden. Es wurden keine Messungen an
gesunden Probanden durchgefiihrt, da die Studie sich auf den Vergleich

zwischen SAP und ACS fokussieren sollte.
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5. Zusammenfassung

Die koronare Herzkrankheit ist eine der haufigsten Todesursachen in den
Industrienationen. Trotz jahrzehntelanger Forschung auf diesem Gebiet gibt es
noch keine abschlieRenden Ergebnisse zur Entstehung und dem Verlauf dieser
Erkrankung.

Die KHK lasst sich in die zwei Gruppen stabile Angina Pectoris und akutes
Koronarsyndrom aufteilen. Dabei spielen Klinische, laborchemische und
elektrokardiographische Parameter eine Rolle. Es ist bekannt, dass Monozyten
bei der Entstehung der Atherosklerose, welche die Hauptursache der KHK ist,
eine zentrale Rolle spielen. Monozyten lassen sich anhand ihrer
Oberflachenproteine CD14 und CD16 in die Subtypen klassische, nicht
klassische und intermediare = Monozyten  aufteilen. Nach  einer
Endotheldysfunktion durch verschiedene Einflussfaktoren an Arterien kommt es
durch Ablauf bestimmter Prozesse zur Migration von Monozyten in die
Gefallwand und Differenzierung dieser zu sogenannten Schaumzellen. Durch
die darauf folgenden Mechanismen kommt es letztendlich zur Ausbildung einer
Atherosklerose. Die Migration, Differenzierung und weitere Funktionen von
Monozyten werden durch verschiedene Chemokine und Chemokinrezeptoren
gesteuert, zu denen auch SDF-1, MIF, CXCR4 und CXCR7 gehoren. Die
genauen Mechanismen, Uber die diese Chemokine und Rezeptoren eine Rolle
bei der Entstehung der KHK und des ACS spielen, sind bisher nicht vollstandig
geklart. Durch diese Studie sollte ein Teilaspekt dieser Mechanismen

untersucht werden.

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie an 106 Patienten 24
Stunden vor oder nach einer Koronarangiographie untersucht, ob sich bei SAP
und ACS die Oberflachenexpression von SDF-1, CXCR4, CXCR7 und MIF auf
den Subtypen der Monozyten unterscheidet, um mdgliche neue Erkenntnisse
zu Therapie- und Diagnosemoglichkeiten der Erkrankung zu erlangen.

Bei den zusatzlich erhobenen Patientencharakteristika zeigte sich eine hohere
Rate an Klappenvitien bei Patienten mit ACS, das sich mit dem erhohten Risiko

fur Myokardinfarke bei Patienten mit vorliegenden Klappenveranderungen
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erklaren lasst. Die erhohten Laborparameter CK und Kreatinin bei Patienten mit
ACS lassen sich durch die Myokardschadigung bei einem ACS und durch das
Auftreten eines kardiorenalen Syndroms erklaren. Die gemessene
Oberflachenexpression der genannten Marker zeigte fur CXCR7 auf den
klassischen Monozyten eine signifikant gesteigerte Expression bei Patienten mit
ACS im Vergleich zu Patienten mit SAP. Eine mdgliche Erklarung hierfur ware,
dass beim ACS insbesondere klassische Monozyten Uber CXCR7 durch
Migration und Differenzierung eine wichtige Rolle spielen. In allen weiteren
Messungen zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Expression der

Marker.
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