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1. Einleitung

1.1. Koronare Herzerkrankung

Die koronare Herzkrankheit ist eine durch Atherosklerose ausgeldste
stenosierende Verdnderung des Herzkranzgefal3systems. Dabei kommt es zu
einer Divergenz zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot, wodurch
Stenosen von >75% hamodynamisch relevant werden, so dass es zu einer kli-
nischen Symptomatik kommen kann.*® Die eintretende Myokardischamie kann
sich als Herzrhythmusstdrung, stabile Angina pectoris oder akutes koronares
Syndrom mit instabiler Angina pectoris, plétzlichem Herztod oder akutem Myo-

kardinfarkt auRern. Letztendlich kann daraus eine Herzinsuffizienz resultieren.®®

Uber 20% der Todesfélle in Deutschland sind auf eine koronare Herzkrankheit
zuruckzufuhren. Die Lebenszeitpravalenz liegt dabei fir Manner bei 30% und
fur Frauen beil5%, wobei die Inzidenz im Alter zunimmt. Erstmanifestation ei-
ner koronaren Herzkrankheit ist in 50% der Falle ein akutes Koronarsyndrom

und in 40% der Félle eine Angina pectoris.”’

1.2. Molekulargenetik des Makrophagen-Migration-Inhibitionsfaktors (MIF)

Das fur MIF kodierende Gen liegt auf Chromosom Nr. 22 (22g11.2) und ist in
der Literatur auch als ,Glycosylation Inhibiting Factor* (GIF) bekannt.?* ' Das
Gen besteht aus drei Exons mit 107, 172 und 68 Basenpaaren, sowie zweli
Introns mit 188 und 94 Basenpaaren.*'° An seinem 5 Ende befinden sich einige
DNA- Bindungssequenzen fur Transkriptionsfaktoren. Diese sind das ,Activator
Protein 1 (AP1), der ,Nuclear factor kB* (NF-kB), ETS, GATA-4, SP1 und das
,CAMP response element binding protein“ (CREB). (Abb. 1)

Bisher sind zwei Polymorphismen des humanen MIF-Gens an Position
794(CATT- Tetranucleotidsequenz mit 5 bis 8 Wiederholungen) und ein ,,G-to-
C-single nucleotid“- Polymorphismus (SNP) an Position 173 bekannt, die zum
einen mit rheumatoider Arthritis und zum anderen mit juveniler idiopathischer

Arthritis assoziiert sind.
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Abbildung 1: Struktur des humanen MIF-Gen.''° Das Gen besteht aus drei Exons
(grine Boxen) mit 107, 172 und 68 Basenpaaren, sowie zwei Introns (pinke Boxen) mit
188 und 94 Basenpaaren. An seinem 5"Ende befinden sich einige DNA- Bindungsse-
guenzen fur Transkriptionsfaktoren. Diese sind das ,Activator protein 1“ (AP1), der
.Nuclear factor kB“ (NF-kB), ETS (Protein-C-ets-), GATA-4 (erythroid transcription fac-
tor), SP1 (Transkriptionsfaktor) und das ,cAMP response element binding protein®
(CREB).

1.2.1. Molekulare Struktur des Makrophagen-Migration-Inhibitionsfaktors
(MIF)

MIF hat ein Molekulargewicht von 12,5 kDa und ist ein Monomer aus 114 Ami-
nosauren. In der Sekundarstruktur bilden sich 2 antiparallele a-Helices und 6 [3-
Strange aus.®* Mit Hilfe der Réntgenstrukturanalyse wurde die dreidimensionale
Struktur von MIF, namlich ein Homotrimer, entschlisselt, wobei 3 p-Faltblatter
von 6 a-Helices derart umgeben sind, dass sie einen positiv elektrostatischen

Tunnel bilden.® 62

Durch einen hydrophoben Kern und Wasserstoffbriicken zwischen den Mono-
meren wird die dreidimensionale Struktur gefestigt. Dabei existiert eine dreidi-
mensionale homologe Struktur zwischen MIF und den mikrobiellen Enzymen
Chorismatmutase, 5-Carboxymethyl-2-hydroxymuconatisomerase (CHMI) und
4-Oxalocrotonattautomerase (4-OT)®* % (Abb. 2).

Bei CHMI und 4-OT existiert wie bei MIF die katalytische Base Prolin am N-
Terminus und ist fir die katalytische Aktivitat essenziell.®> Obwohl sich MIF und
die bakteriellen Enzyme sehr ahneln, besitzen sie dennoch keine homologen

Sequenzen.
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MIF von oben 4-OT von oben

Abbildung 2: Dreidimensionale Strukturen von MIF und eine bakterielle
Isomerase.™® MIF von oben, MIF von der Seite, 4-Oxalocrotonattautomerase (4-
OT)Hexamer von oben und von der Seite. Die Zylinder sind die 6 a-Helices und die [3-
Strange werden mit ihrer jeweiligen Richtung durch die Pfeile dargestellt. Zusammen

bilden 3 B-Faltblatter und 6 a-Helices einen elektrostatischen Tunnel.
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1.3. Synthese und Expression von MIF

MIF wird kontinuierlich exprimiert, intrazellular in Vesikeln gespeichert und be-
notigt zur Sekretion kein de novo gebildetes Protein, da MIF in intrazellularen
Speichern vorliegt. Die Expression von MIF wurde bereits in Monozyten, dendri-
tischen Blutzellen, B-Zellen, glatten Muskelzellen, sowie in neutrophilen,-

eosinophilen und basophilen- Zellen nachgewiesen.? 4% 4

1.3.1. MIF als Modulator intrazellularer Signalkasaden

Zytokine binden meist an verwandte Rezeptoren, die von den Zielzellen
exprimiert werden und aktivieren dartber Signalkaskaden, Gentranskriptionen
und nachgeschaltete Effektormolekile. Jedoch galt MIF lange Zeit als ein T-Zell
spezifisch sezerniertes Zytokin. Dabei ging man davon aus, dass die T-Zellen
der groRte zellulére Produzent von MIF im Immunsystem seien.”® Dariiber hin-
aus besitzt es auch hormontypische Eigenschaften. MIF aktiviert die extrazellu-
lar- signalregulierte Kinase(ERK1/ERK2) und bindet zudem an die extrazellula-
re Doméne des CD74 Oberflachenantigens. (Abb. 3)

Das CD74 ist eine invariante Kette des MHC-Klasse-II- Proteins und ist fur die
Transportregulierung der Klasse-II-Proteine vom endoplasmatischen Retikulum
zum Golgi-Apparat zustandig.* Bei Studien MIF-stimulierter Fibroblasten zeigte
sich eine durch MIF induzierte Phosphorylierung und Aktivierung der Zellproli-
feration und der ERK1-ERK2-MAPK-Signalkaskade.®® Die Aktivierung von
ERK1/ERK2 und die Synthese von Prostaglandin durch MIF benotigen jeweils
die Anwesenheit von CD74.% (Abb. 3)
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Abbildung 3: Signalkaskade von MIF.**° Der Makrophagen- Migrations- Inhibitions-
faktor vermittelt seine biologische Aktivitat tiber einen klassischen rezeptorvermittelten
Signalweg oder uber einen endozytotischen Signalweg. In der Abbildung sieht man die
Anbindung von MIF an CD74 und die Phosphorylierung des extrazellular signalregulie-
renden Kinase Proteins (ERK1/ERK2). MIF fordert das Zellwachstum und aktiviert die
Transkriptionsfaktoren der ETS Familie, die eine wichtige Rolle bei der Expression des
Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) Gens spielen. Dieser wiederum verschlisselt das
Signaltransduktionsmolekul fir den Lipopolysaccharid- Receptor- Komplex (LPS). MIF
bindet an das JUN- activation domain- bindingprotein 1 und verhindert die JAB1 indu-
zierte Aktivierung von JUN und JAB-1, die wiederum den Abbau des Zellproliferieren-

den Inhibitor KIPlinduzieren, welches fur den Zellzyklus und die Apoptose verantwort-
lich ist.

10
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1.3.2. MIF als Modulator intrazellular- inflammatorischer Signalkaskaden

Diese Kaskade ist mit der cytoplasmatischen Phospholipase A2 (PLA2) assozi-
iert und bestimmt deren wichtige Enzymaktivitat fur die pro-inflammatorische
Kaskade. Diese beinhaltet die Produktion von Arachidonséure, Prostaglandinen
und Leukotrienen und verfugt damit Gber einen Einflussfaktor auf den anti-
inflammatorischen Effekt von Glucocorticoiden.?® *® Weitere Einfliisse bestehen
dariber hinaus auf die Sekretion von Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und Inter-
leukin-6.%? MIF ist ein Glykosylierungsinhibitationsfaktor (GIF), hat eine supp-
ressive Wirkung auf die IgE Synthese und die antigenspezifische

Suppressoraktivitat.*

Dabei kann MIF Uber Pinozytose in den intrazellularen Raum gelangen und als
Vesikel gespeichert werden.(Abb. 4) MIF reguliert zudem die Expression des
Toll-like receptor (TLR4), der ein Rezeptor des angeborenen Immunsystems
darstellt und somit Zugriff auf die kérpereigene antimikrobielle Abwehr besitzt.*”
“8 MIF ist demnach ein integraler Bestandteil des antimikrobakteriellen Systems

und der Stressantwort des menschlichen Koérpers.®* (Abb. 4)

11
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Abb. 4:Die Induzierung und Regulierung der inflammatorischen Antwort beim angebo-
renen Immunsystem durch MIF. Durch MIF wird die Expression von TLR4 hochregu-
liert, was den Makrophagen eine schnelle Antwort auf endotoxinhaltige Bakterien er-
laubt. Dadurch kommt es zu einer Forderung der Produktion von Zytokinen, MIF, NO
und anderen Mediatoren. Nach der Sezernierung aktiviert MIF die ERK1/ERK2, die
cytoplasmatische Phospholipase A2 (PLA2), Arachidonséaure, die JUN- N-terminale
Kinase (JNK) Aktivitat und Prostaglandin E2 (PGEZ2). Durch die Erzeugung einer
Oxidreductaseaktivitdt und der Cyclooxygenase 2 verhindert MIF die Aktivitatsinduzier-
te Apoptose durch p53.

12



Einleitung H. Schonleber

1.3.3. MIF als Zytokin und inflammatorischer Mediator

MIF beeinflusst und fordert die pro-inflammatorische Funktion von Immunzellen.
Durch den Gebrauch von defizitaren MIF-Zellen, MIF-spezifischer Antikérper
und rekombinanten MIF wurde beschrieben, dass MIF direkt oder indirekt die
Produktion und Expression von TNF, IFN, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 und dem Makro-
phagen inflammatorischen Protein 2 beeinflusst.”® °* °2 >3 Des Weiteren indu-
ziert MIF auch diverse Matrix-Metalloproteinasen (MMP) und deren Inhibito-
ren.>* ® Als Faktoren, die auch zu einer Stimulierung von MIF fiihren, gehoren
Exotoxine, Endotoxine, Lipopolysaccharide (LPS), Toxic-shock-syndrom-toxine-

1 (TSST-1), proinflammatorische Effektormolekiile, Hypoxamie und oxLDL.*°

LPS
Gramnegative
Bakterien ' MIF&
L __CD14 MIF Rezeptor
Gluccocorticoide e & TL_R4 l CD74

Gluccocorticoid / NFxp kB Degradierung & 1
Rezeptor —
e \I\ Immun und
e m inflammatorische 1
Gene

B Arachidonséure

MIFSD 1

8]

e e /\/1\/\ A
mRNA Deagredation

Translation

e PGE;

Adhéasionsmolekuile
Zytokine

Abb. 5: MIF als gegenregulierender Faktor auf die immunsupressiven Effekte der
Gluccocorticoide und die transkriptionellen und posttranskriptionellen Spie-
gel.**® MIF inhibiert die Gluccocorticoidvermittelte Induktion auf die inhibtierende
nukledre Faktor IkB- Synthese und der RNA- Destabilisierung. Desweitern kommt es
zu einer Uberschreibung der gluccocorticoidvermittelten Inhibition der PLA2- Aktivitat,
der Arachidonsaureproduktion und der induzierbaren Nitratoxid Synthase (iNOS). Die

Nitratoxid Synthase (NOS) steht mit atherosklerotischen Lasionen in Verbindung.

13
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1.4. Atherosklerose und MIF

1.4.1. Atherogenese

Ausgehend von der ,Response-to-Injury®- Hypothese handelt es sich bei der
Atherosklerose um eine chronisch- progressive Erkrankung der Gefal3e, die
durch Endothelldsionen eingeleitet wird. Charakteristisch sind hierbei
Plaquebildung mit darunter liegenden Fissuren, sowie Erosionen und Rupturen
der Plaques bis hin zu einem kompletten GefaRverschluss.'* Dabei sind arteri-
elle Hypertonie, Hyperlipidadmie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Adipositas
und Bewegungsmangel mit der Entstehung der Atherosklerose assoziiert und

stellen die wichtigsten Risikofaktoren fiir kardiovaskulére Erkrankungen dar.'%

Endotheliale Dysfunktion: Die oben genannten Risikofaktoren fihren zu ei-
nem Endothelschaden mit Endotheldysfunktion. Durch die gesteigerte
Endothelpermeabilitdt kommt es zu einer Einwanderung von Low-Density-
Lipoproteinen (LDL) und Apolipoproteinen in das intimale Bindegewebe. Dabei
oxidiert LDL unter dem Einfluss von 12/15- Lipoxygenase (12-LO) und der reak-
tiven Sauerstoffspezies (ROS) zu minimal oxidierten LDL (MO-LDL) und lagert

sich ab.1%®

Inflammatorische Phase: Durch die Akkumulation von mO-LDL (minimal
oxidized LDL) werden die Endothelzellen zur Produktion von Chemokinen sti-
muliert. Dies geschieht durch das monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1)
und durch Adhéasionsmolekile wie den E-und P-Selektinen. Desweitern sind
auch das C-reaktive Protein (CRP), pro-inflammatorische Zytokine und
Metalloproteinasen involviert.l 2 Die Interaktion endothelialer Zellen, Monozy-
ten, Makrophagen und Thrombozyten besitzen eine bedeutende Funktion in der
Aufrechterhaltung eines pro-inflammatorischen und prothrombotischen Milieus,
die in Folge dessen zu einer Thrombozyteninstabilitéat und einhergehenden
atherothrombotischen Ereignissen filhren kénnen.® *

14
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Schaumzellen und Lipidflecken (fatty streaks): Oxidierende Enzyme wie die
reaktive ROS, die Sphingomyelinase und Myeloperoxidase, oxidieren das LDL
zu hoch oxidiertem LDL (Ho-LDL). Durch Bindung an Scavanger-Rezeptoren
wird das Ho-LDL von Makrophagen aufgenommen und Schaumzellen entste-
hen. Die Expression der Scavenger-Rezeptoren auf den Makrophagen wird
durch TNF-a, Interferon-y und T-Lymphozyten stimuliert.'®* Durch den Zerfall
der Schaumzellen kommt es zur Freisetzung von extrazellularen Lipiden und

Débris in der Intima.®

Fibrose Plaques: Homocystein und Angiotensin Il regen die Proliferation und
Migration glatter Muskelzellen im Gefal3 an. Die stimulierten T-Lymphozyten
und Makrophagen sezernieren Interferon-y (INF-y). INF-y regt wiederum die
Proliferation von glatten Muskelzellen an, die in der Intima eine extrazellulare
Matrix sezernieren und somit zu fibrésen Plaques fiihren.'% 1% 7 Die durch
Muskel- und Endothelzellen sezernierten Matrix-Metalloproteinasen (MMP)
kénnen eine stabile atherosklerotische Lasion rupturieren lassen. Bei fortge-
schrittenen inflammatorischen Prozessen, wie zum Beispiel bei einer Ruptur der
Intima, konnte ein erhdohter Pegel an zirkulierenden Matrix-Metalloproteinasen

(MMP) wahrend des Ereignisses nachgewiesen werden.> °

Komplexe Lasionen und Thrombosen: Durch verschiedene Kollegenasen,
Gelatinasen, Cathepsine und Stromolysin kommt es zur Matrixdegradation. Da-
rauf entwickeln sich vulnerable Plaques mit einer fibrésen Kappe. Durch fort-
schreitende Destabilisierung erfolgt die Thrombusbildung nach einer
Plaqueruptur mit Freilegung von Tissue-Factor aus dem nekrotischen

atheromatdsen Kern,10% 108109

15
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1.4.2. MIF in der Atherogenese

Bei Patienten mit koronarischamischen Ereignissen werden erhdhte MIF-
Konzentrationen genannt und des Weiteren Uber eine Assoziation von MIF mit
Plaqueinstabilitaten berichtet.’® #*?° Eine Funktion von MIF besteht in der
atherogenen Rekrutierung von Leukozyten und der Aktivierung der beiden
Chemokinrezeptoren CXCR2 und CXCR4. Dadurch werden wiederum die

inflammatorisch wirkenden Monozyten und Lymphozyten stimuliert.?3 230 111

Demnach wird in verschiedenen humanen Zellen bei atherosklerotischen La-
sionen vermehrt MIF gebildet.?* ** Dieser Zusammenhang wird auch in Studien
genetischer Antikdrperhemmung beschrieben.®* In kultivierten humanen vasku-
laren Endothelialzellen wird durch die Stimulierung mit oxidiertem LDL eine er-
hohte Exprimierung von Makrophagen und MIF beobachtet. Die Exprimierung
von MIF konnte dabei in allen Stadien nachgewiesen werden und scheint eine

wichtige Funktion in der frilhen Phase der Atherosklerose darzustellen.®?

Bei MIF-LDL™ -Mausen kam es in der Folge zur Reduktion der glatten Muskel-
zellproliferation, der Lipide, Cathepsin und den Matrixmetalloproteinasen.*?
Durch eine Antikérperhemmung von MIF an ApoE” Mausen konnte die intimale
Infiltration von Makrophagen um 75% gesenkt werden und eine Reduzierung
der Plaqueflache beobachtet werden.**?

Bei ApoE™ -Mé&usen mit etablierten atherosklerotischen Lasionen wurde ein
Ruckgang der Plaques, der Monozyten und der T-Zellen in der
atherosklerotischen Lasion beobachtet. Durch diese Studien konnte aufgezeigt
werden, dass MIF als nichtverwandter CXCR-Ligand eine fuhrende Rolle in der
Rekrutierung von Makrophagen, T-Zellen und neutrophilen Zellen spielt. Die
proathersklerotischen Efffekte von MIF sind vermutlich auf seine chemotakti-

schen und zellarretiernden Funktionen zurtickzufiihren.*
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Gluccocorticoide

Einleitung
Gefallasion Leukozyten IL-2, ITN-y
J A
T-Zellen
NO-Synthetase T
CXCR2
oxLDL - MIF CXCR4
X —1 |
Makrophagen Monozyten
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—> Endothelzellen TNF-a
v IL-6
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Abb. 6: Interaktion von MIF in der Atherogenese und in inflammatorischen Prozessen.

Die modulatorischen Einflisse von MIF auf diverse Zellen sind vielféltig. IL-2 = Inter-

leukin-2, IL-6 = Interleukin-6, IL-8 = Interleukin-8, ITN-y = Interferon-y, TNF-a = Tu-
mornekrosefaktor-a, CXCR2 und CXCR4 = Chemokinrezeptoren, oxLDL = oxidiertes
LDL, NO = Stickstoffmonoxid.
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1.5. MIF bei diversen Krankheiten

In der Literatur wird MIF aktuell in vielen pathophysiologischen Prozessen be-
schrieben. Dazu zéhlen die Sepsis, autoimmune und inflammatorische Erkran-
kungen, Atherosklerose und das polyzystische Ovarialsyndrom.” & % 8’Als weite-
rer MIF- assoziierter Parameter gilt die Adipositas, bei der es zu erhohten MIF-
Konzentrationen kommt.?* Desweitern wurde erhdhte Expressionswerte bei Lu-
pus erythematosus’>, Otitis®, Iridocyclitis’’, Uveitis’®, Multipler Sklerose”®,
Pancreatitis®®, Typ-Il Diabetes®, systemischer Sklerosis®, Psoriasis®®, Dermati-

85, 86

tis®* und Glomerulonephritis vorgefunden.

MIF besitzt auRerdem herabregulierende Eigenschaften auf das
Tumorsuppressor-Gen p53 und gilt damit als Schaltstelle zwischen
Inflammation, Zellwachstum und Tumorgenese.49 Fur diverse Priméartumoren
und Tumorzelllinien ist zudem eine gesteigerte MIF-Expression charakteris-
tisch.”? Demnach inhibitiert MIF die NO-induzierte intrazellulare Akkumulation
von p53 und den Mechanismus der p53 vermittelten Apoptose. Weitere Unter-
suchungen berichten diesbeziiglich auch Uber eine Assoziation von MIF mit
dem E2F-p53 Mechanismus, wobei MIF sowohl das Wachstum der gesunden
als auch der malignen Zellen stimulieren soll.”* " In einigen tier- und zellexpe-
rimentellen Versuchen konnte die Elimination von MIF zu einer Verbesserung
des Krankheitsbildes beitragen und lasst die Vermutung zu, dass MIF einen
malfdgeblichen Einfluss auf das Voranschreiten oder Persistieren einer Erkran-

kung hat.

Patienten mit einem bestehenden Diabetes mellitus und Personen mit gestei-
gerten oxidativen Stressparametern verfiigen des Weiteren auch tber einen
hohen MIF-Plasmaspiegel.?” ** Dieser oxidative Stress bewirkt tiber einen NF-

kB vermittelten Mechanismus eine Steigerung der MIF-Expression.® %
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1.6. MIF bei Stoffwechselerkrankungen

Zu den wichtigsten und zugleich haufigsten Stoffwechselerkrankungen gehéren
die Adipositas, die Glucoseintoleranz, Typ2- Diabetes und die Atherosklerose.
All diese Stoffwechselerkrankungen sind hochgradig mit dem Entstehen
cardiovaskularer Erkrankungen assoziiert.*® Einige klinische Studien konnten
eine Kausalitat zwischen einer Insulinresistenz, einer chronischen Entziindung
und der Masse des Korperfettgewebes etablieren.®* ® Dabei kann mit Monozy-
ten und Makrophagen infiltriertes Korperfettgewebe proinflammatorische
Zytokine, CRP und Fibrinogen freisetzten. Dieser Mechanismus kann zu einer
Entwicklung einer typischen Vaskulopathie in Form einer Arteriosklerose fiih-
ren.® Eine weitere Eigenschaft von MIF ist zudem die Vermittlung von Insulin-

resistenzen im Fettgewebe.*®

Es gibt viele Griinde, um davon auszugehen, dass MIF in der pathologischen
Abfolge einer Adipositas und eines metabolischen Syndroms involviert ist. Es
wurde schon Uber eine Erhéhung der zirkulierenden MIF- Konzentrationen im
Blutserum von Typ2- Diabetikern berichtet .'Des Weiteren wurde bereits ein
starker Zusammenhang zwischen der systemischen MIF- Konzentration und ei-
ner Glucoseintoleranz beschrieben. Demnach ist die erhéhte Exprimierung ei-
nes MIF- Allels mit einem signifikant gesteigerten Risiko einer

Glucoseinteloranz assoziiert.®’

In einer interventionellen Studie an 71 Ubergewichtigen Probanden, die an ei-
nem Didtprogramm teilnahmen, korrelierten hohe MIF- Konzentrationen mit ei-
ner 3-Zelldysfunktion. In Folge des Diatprogramms sanken die MIF- Spiegel der
Probanden signifikant.?® In einer veréffentlichten Tiermodell-Studie wurde be-
reits die fordernde Rolle von MIF auf die Entwicklung einer Insulinresistenz und
einer Arteriosklerose beschrieben, wobei MIF von den Autoren als potentielles
therapeutisches Ziel in metabolischen und kardiovaskularen Erkrankungen an-

gesehen wird.*
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1.7. Endokrine Eigenschaften von MIF

MIF besitzt einen cirkadianen Rhythmus und ist sténdig in einer bestimmten
Konzentration im Blut vorzufinden.®” Untersuchungen mit MIF auf neuronaler
Ebene haben ergeben, dass MIF in der kompletten HPA-Region vorhanden ist
und dartiber hinaus in Neuronen nachgewiesen werden konnte.”® Des Weiteren
wurde beschrieben, dass MIF in einer Zelllinie der corticotropen Hyophyse
durch einen Reiz mit LPS ausgeschittet wird.®® Demnach kann MIF durch eine
Injektion von LPS sehr ziigig freigesetzt werden und seine Wirkungen entfal-

ten.*

In diesem Zusammenhang verfiigen die endokrinen Systeme wie der Hypotha-
lamus, die Hypophyse und die Adrenaldriise bei Stress Uber ein erhéhtes MIF-
Level.** ** % Dies spielt eine nicht unerhebliche Rolle in Bezug auf starke kor-
perliche Reaktionen, wie z.B. bei einem Schock oder einem akuten kardialen
Ereignis. In der Hypophyse liegt MIF gemeinsam mit dem Hormon Thyreotropin
und dem adrenocorticotropen Hormon (ACTH) in Vesikeln vor.”* Ferner befindet
sich MIF auch in den insulinproduzierenden 3-Zellen der Bauchspeicheldrise
und liegt dort zusammen mit Insulin vor. Dabei steigt bei Gabe eines rekombi-
nanten MIF die Insulinsekretion betrachtlich an und es kommt zu einer vermehr-
ten MIF-Sekretion.®®

Eine entscheidende Funktion von MIF neben der Stimulierung von Makropha-
gen ist der antiinflammatorische Effekt durch die Inhibition der Gluccocorticoide.
Dabei konnte durch eine in vivo Injektion von MIF der schiitzende Effekt der
Gluccocorticoide aufgehoben werden. Des Weiteren kam es zu einer Erhdohung
inflammatorischer Zytokine und Monozyten, die sonst durch die Wirkung von
Gluccocorticoiden supprimiert werden. Dariber hinaus konnte anhand eines in
vitro Modells eine Stimulierung von MIF produzierenden Makrophagen durch

Hinzufiigen von Dexamethason und Cortisol beobachtet werden.?
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1.8. MIF bei weiteren kardiovaskularen Prozessen

Bei Mausen mit ausgeschaltetem MIF-Gen und einer kinstlich induzierten ko-
ronaren Ischamie konnte eine signifikante Reduktion der Infarktgrof3e, der
Kardiomyozytenapoptose, sowie der Infiltration neutrophiler Zellen und Makro-
phagen aufgezeigt werden. Die Phosphorylierung der c-Jun-N-terminalen
Kinase (JNK), der nukleare Bestandteil des NF-kB p65, sowie die TLR-4-

Expression sind ebenfalls signifikant reduziert worden.>® %

In einem Rattenmodell konnte durch eine Inaktivierung von MIF eine Reduzie-
rung der inflammatorischen Antwort des Herzens und eine Verbesserung der
myokardialen Dysfunktion berichtet werden.®® Untersuchungen an embryonalen
Kardiomyozyten unter chronischer Hypoxie weisen gesteigerte MIF-

Konzentrationen nach.?®

Wahrend einer Ischamie und der darauf folgenden Inflammation kommt es
durch eine gesteigerte Expression von MIF zu einer Aktivierung des AMPK- Lei-
tungsweg, der eine entscheidende kardioprotektive Funktion inne hat.?* *° MIF
stimuliert zudem die Phosphorylierung der Stresskinasen p38MAPK und JNK
und induziert hierdurch eine Apoptose der Kardiomyozyten. Es konnte in einem
Tiermodell aufgezeigt werden, dass eine Inaktivierung von MIF die
proinflammatorische Reaktion reduziert und das Uberleben von

Kardiomyozyten verbessert.*
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1.9. Fragestellung

MIF ist ein pro-atherosklerotischer Faktor, der in vitro und im Tiermodell Uber
verschiedene Wege die Entstehung und das Fortschreiten der Atherosklerose
fordert. Bisher ist aber nur wenig tGber die klinische Bedeutung der MIF-Spiegel
iIm peripheren Blut bei kardiovaskularen Erkrankungen bekannt.

Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, die Konzentration von MIF im peripheren ve-
nosen Blut bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung zu messen und seine
Assoziation mit den verschiedenen bekannten kardiovaskularen Risikofaktoren
ebenso wie mit inflammatorischen Markern zu untersuchen, um eine Aussage
Uber eine mogliche Rolle von MIF als Bio-Marker fur die koronare Herzerkran-
kung treffen zu kénnen und so seine prognostische Vorhersagekraft zu evaluie-

ren.
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2. Material und Methodik

2.1. Material
2.1.1. Patientenkollektiv

In einer fortlaufenden klinischen Studie wurden 286 Patienten am Universitats-
klinikum Tubingen rekrutiert, um die Assoziation von MIF mit inflammatorischen
Markern und der Thrombozytenfunktion unter antithrombozytarer Therapie zu
evaluieren. Alle Patienten mit einer symptomatisch koronaren Herzerkrankung

sind einer koronaren Stentimplantation unterzogen worden.

In der Studie sind alle Patienten mit Acetylsalicylsaure (ASS) vorbehandelt und
es wurde bei allen, vor und nach der Behandlung mit einer Initialdosis von 600
mg Clopidogrel, eine Analyse der Thrombozytenfunktion durchgefuhrt. Im weite-
ren Verlauf erhielten die Patienten eine Erhaltungstherapie mit 75mg/d
Clopidogrel und 100 mg/d ASS.

Ein ACS ist durch Anwesenheit folgender Parameter diagnostiziert worden:

- Instabile Angina Pectoris mit klinischer Symptomatik und neuen EKG
Veranderungen ohne myokardiale Nekrosemarker

- Akuter Myokardinfarkt mit myokardialen Nekrosemarkern (Troponin |
oder Creatinkinase (CK))

- ST-Strecken-Elevations-Myokardinfarkt (STEMI)

- Nicht-ST-Strecken-Elevations-Myokardinfarkt (NSTEMI)

Im Studienverlauf ist zudem noch folgende Gruppe rekrutiert worden:

- Eine gesunde Kontrollgruppe mit 25 Probanden
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2.1.2. Studienprotokoll

Das Studienprotokoll wurde durch die Ethikkommission der Eberhard Karls Uni-
versitat Tubingen genehmigt. Einschlusskriterien waren ein Alter > 18 Jahre,

sowie eine schriftliche Einverstandniserklarung.
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2.1.3. Gerate und Verbrauchsmaterial

1. Sarstedt S-Monovette Coagulation 9ml K3E
SARDTEDT Aktiengesellschaft & Co., Deutschland

2. Venisystems Butterfly — 21
ABBOTT IRELAND, Sligo, Rep. of Irland

3. Multi- Adapter
SARDTEDT Aktiengesellschaft & Co., Deutschland

4, Pipetten Eppendorf Reference
Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

5. Pipettenspitzen
Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

6. 1,5ml Microcentrifuge Tube
neoLabMigger Laborbedarf - Vertriebs GmbH
Heidelberg, Deutschland

7. Zentrifuge HeraeusMultifug 3S+
Georg Kastner Rottenbug Deutschland

8. Human MIF ELISA Kit
Ray Biotech, Inc.

9. Bio-Plex cytokine assay

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, VereinigteStaaten

10.  Immunoturbidimetric assay ADVIA 1800 chemistry analyzer

Siemens Medical Solutions, Deutschland

11. BIO-RAD MODEL 550 Microplate Reader

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, VereinigteStaaten
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12.

13.

14.

Microplate Manager 4.0
Bio-Rad Laboratories (UK), Ltd.

Microsoft Windows XP Professional

Redmond, Vereinigte Staaten

Statistikprogramm SPSS 18
SPSS, Inc., Chicago, IL, Vereinigte Staaten
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2.2. Methodik

2.2.1. Blutprobenvorbereitung der Kontrollgruppe

Bei den Patienten und der gesunden Kontrollgruppe wurden peripher- vendse
Blutproben in EDTA- Blutréhrchen entnommen. Diese wurden fir 30 Minuten
bei Zimmertemperatur gelagert und anschlieend bei 25° C 15 Minuten lang bei
1500 x g zentrifugiert. Danach wurde das entnommene EDTA- Plasma bei

- 80°C bis zur Messung gelagert.

2.2.2. Blutprobenverarbeitung der Studiengruppe

Die Proben der Studiengruppe wurden unter Adenosindiphosphat induzierter
(ADP) und Arachidonsaure induzierter Thrombozytenaggregation im
Impedanzaggregometrie-Verfahren gemessen. Dieses Testverfahren hat sich
zur Beobachtung der Thrombozytenaggregationshemmung als geeignet erwie-
sen. Die Proben sind zu 2 unterschiedlichen Zeitpunkten entnommen worden.
Die erste Blutentnahme erfolgte nach der diagnostischen Angiographie und
unmittelbar vor der perkutanen Koronarintervention (PCI). Die zweite Blutent-
nahme erfolgte durch eine Venenpunktion am ersten Tag nach der PCI, nach
Einnahme der ersten Erhaltungsdosis Clopidogrel und der Standarddosis ASS
(100 mg).

ADP und Arachidonséaure sind jeweils im Verhéaltnis 1:2 mit antikoagulierten
Vollblut, Hirudin und 0,9% NacCl verdinnt worden. Nachdem die Klvetten bei
37°C drei Minuten geruhrt wurden, konnte die Impedanz fur 5 Minuten kontinu-
ierlich mit dem MEA Verfahren aufgezeichnet werden. Die Ergebnisse sind als
Flache unter der Kurve ausgewertet. Ein niedriges Ansprechen auf Clopidogrel
wurde mit einer relativen Thrombozytenaggregation <10% definiert. Da die
meisten Patienten vor der Aufnahme in die Studie schon unter ASS Medikation

standen, wurde die residuelle Thrombozytenaggregation in Tertile eingeteilt.
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2.2.3. Messung der inflammatorischen Marker

Die Serum- und Plasmaproben sind zum Zeitpunkt der koronaren Intervention
entnommen und bei Zimmertemperatur fr 15 min bei 1500xg zentrifugiert wor-
den. Die Uberstande wurden eingefroren und bis zum Zeitpunkt der Messung
bei -80°C aufbewahtrt. Interleukin-6 (IL-6), Monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1) und RANTES-Pegel sind Uber einen Bio-Plex Zytokin Testverfahren
bestimmt worden. Bei den Proben sind des Weitern tber ein
immunoturbidimetrisches Testverfahren die Pegel des C- reaktiven Protein
(CRP) bestimmt worden.

2.2.4. Verfahrensweise des MIF- ELISA

Die Proben werden herausgestellt und auf Raumtemperatur gebracht. Im fol-
gendem werden 8 ml Diluent B und 32 ml dest. H20 im Verhaltnis 1:5 verdinnt
und mit der Herstellung einer BIO WASH L6sung begonnen. Dabei werden 20
ml Wash + 380 ml dest. H20 im Verhaltnis 1:20 verdinnt. Zu Recombinat Hu-
man MIF werden 400 pl verdinntes Diluent B hinzugegeben und dem Detection

Antibody MIF entsprechend 100 ul verdinntes Diluent B zugeftigt.

Das verdunnte ITEM F vortexen und 100 pl verdunntes ITEM F mit 7900 pl ver-
dinntem Diluent B mischen. Im weiteren Verlauf wird das HRP-Streptavidin

Concentrate geschuttelt und im Verhaltnis 1:15000 verdunnt.

Als nachster Schritt erfolgt die Herstellung einer Standardreihe von 6000 pg/ml
bis 0 pg/ml. Nun wird in jedes Well100 ul EDTA- Plasma hinein pipettiert. An-
schlieend wird die ELISA-Platte abgeklebt und 150 min bei 450 U/min in den
Vortexer gegeben. Nach dem vortexen werden die Wells 4x mit 300 pl
Washsolution gespiilt. Im folgendem kommen 100 pl Antikdrper Detection in je-

des Well. Diese werden 60 min bei 450 U/min in den Vortexer gelegt.
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Nach dem Vortexen werden die Wells 4x mit 300 pul Washsolution gespult. Da-
nach kommt in jedes Well 100 ul Streptavidin. Anschliel3end werden die Proben
45 min lang bei 450 U/min geschuttelt. Nach dem Vortexen werden die Wells 4x
mit 300 pl Washsolution gespult. Im Anschluss wird in jedes Well 100ul TMB
One-Step Substrate Reagent zugegeben. Im vorletzten Schritt kommen die
Proben bei Dunkelheit 30 min mit 450 U/min in den Vortexer. Zuletzt werden

50 ul Stop Solution in jedes Well zugebeben und ztigig bei 450 nm im
Microplate Reader ausgewertet.
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2.2.5. MIF- ELISA Analyse

Der in dieser Arbeit verwendete Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
benutzt zwei Antikorper, die spezifisch an das nachzuweisende MIF- Antigen
binden kénnen. Ein Antikérper befindet sich dabei als Beschichtung auf der
Mikrotiterplatte und bildet somit eine feste Phase. In der oben beschrieben Vor-
gehensweise binden sich die MIF- Antigene aus dem EDTA- Plasma an die fes-
te Phase. Im zweiten Schritt wird ein Detektions- Antikdrper hinzugegeben an
dessen Ende ein Enzym, die sogenannte Meerettichperoxidase angefugt ist.
Dieser zweite Antikorper bindet ebenfalls an das Antigen und es entsteht ein
Antikdrper- Antigen- Antikdrper- Komplex der durch Zugabe eines passenden

Substrates zu einem Reaktionsprodukt umgesetzt werden kann.

In Folge dieser Reaktion kommt es zu einem Farbumschlag. Im Anschluss da-
ran wird eine quantitative Analyse mittels einer optischen Extinktion durchge-
fuhrt. Die Wellenlange zur quantitativen Messung bei dem in dieser Arbeit ge-
nutzten ELISA- Verfahren betrug 450 nm.

(1) (2) (3) (4) (5)

o ek
A XA

Y oY Y Y Y

115

Abb. 7: Schematisches Beispiel eines ELISA- Verfahren.” (1) coat-Antikdrper, an
den Boden der Mikrotiterplatte (nicht dargestellt) gebunden; (2) Zugabe der Probe und
Inkubation; (3) Zugabe des Detektions-Antikdrpers; (4) Zugabe und Komplexbildung
des enzyme-linked Antikorper-Antigen-Antikorper; (5) Zugabe eines zum Enzym pas-

senden Substrats, das zu einem nachweisbaren Reaktionsprodukt umgesetzt wird.
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2.2.6. Experimentelle Bestimmung der bendtigten Plasmavolumina

Da es zur Bestimmung der optimalen Konzentration von MIF in humanen
EDTA- Plasmen bei kardiovaskularen Erkrankungen keine Referenzwerte gibt,
wurden die zu messenden Plasmen in verschieden Verdinnungen hergestellt.
Hierzu sind 3 EDTA- Plasmen von Herzinfarktpatienten verwendet worden. Die
Verdinnungen sind im Einzelnen unten dargestellt und wurden im Verhaltnis
1:1, 1:10 und 1:100 hergestellt.

Tabelle 1: Versuchsanordnung zur Bestimmung der optimalen Konzentration

von MIF in humanen EDTA- Plasma

Standard (pg/ml) Proben (ul) Verdinnung Probe

6000 100 pl 1

2000 100 ul 1:10 Patient 1

666.7 100 pl 1:100

2222 100 pl 1

74,07 100 pl 1:10 Patient 2

24,69 100 pl 1:100

8,23 100 pl 1:10 Patient 3
0 100 pl 1:100

Die Messungen der EDTA- Plasmen der Myokardinfarktpatienten haben erge-
ben, dass der optimale Messbereich fir das Human MIF ELISA Verfahren bei
unverdinnten Blutproben liegt. Dies hat sich bei den Messungen auch fir die

anderen und spater gemessenen kardiovaskularen Erkrankungen bestatigt.
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2.2.7. Statistische Analyse

Um zu untersuchen, ob die Grundgesamtheit der Stichproben normalverteilt
sind, wurde ein Shapiro- Wilk Test verwendet. Die Mittelwerte zwischen zwei
Variablen sind mittels eines zweiseitigen ungepaarten t-Tests untereinander
verglichen worden. Zur dichotomen Analyse kategorischer Variablen wurde ein
Chi-Quadrat Test und ein exakter Test nach Fischer durchgefihrt. Nicht-
normalverteilte stetige Variablen sind als Median und Interquartalabstand dar-
gestellt. Unterschiede zwischen nicht-parametrischen Variablen sind durch ei-
nen Mann-Whitney-U Test untersucht worden.

Eine univariate Kovarianzanalyse wurde verwendet, um den Einfluss verschie-
dener Faktoren auf die Expression von MIF zu bewerten. Die Haupteffekte der
relevanten demographischen Faktoren und der Faktoren, die Einfluss auf die
MIF-Expression haben, sind in das Model der univariaten Kovarianzanalyse
eingefigt worden. Alle dargestellten Signifikanz-Werte sind zweiseitig und
Uberschreitungswahrscheinlichkeiten von p<0,05 sind einer statistischen Signi-
fikanz zugrunde gelegt worden. Die statistische Analyse ist mit dem Statistik-

programm SPSS, Version 18 fur Windows durchgefiihrt worden.
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3. Ergebnisse

3.1. Assoziation der MIF-Konzentrationen mit demographischen Faktoren

Die demographischen Basisdaten der gesamten Kohorte sind in Tabelle 2 dar-
gestellt. Zusatzlich wurden die Patienten in solche mit hohen MIF-Spiegeln und
solche mit niedrigen MIF-Spiegeln eingeteilt. Als Grenze diente der Median aller
MIF-Werte.

Tabelle 2 zeigt, dass Patienten mit erhéhtem MIF-Pegel meist alter sind, haufi-
ger an einer arteriellen Hypertension und einer Hyperlipidamie leiden, sowie
haufiger mit Aspirin, Clopidogrel und Statinen behandelt werden. Des Weiteren
haben Patienten mit einem erhéhten MIF-Pegel eine besser erhaltene links-
ventrikulare Funktion als Patienten mit einem niedrigem MIF-Pegel
(=1,96ng/ml).
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Tabelle 2:

Charakteristika des Patientenkollektivs

H. Schonleber

Niedriges bis

mittleres MIF | Hohes MIF
Patientencharakteristika Gesamt, (£1.96 ng/ml) | (>1.96 ng/ml) p-Wert
n = 286 n =143 n =143
Alter * 67.9+13.0 65.3+14.0 70.4+11.5 <0.001
Weibliches Geschlecht 84 (29.4) 38 (26.8) 46 (32.4) 0.298
Glomerulare Filtrationsrate 352+174 |31.2+£14.0 39.0£195 <0.001
(MDRD, mL/min/1.73m?2)*
Leukozyten (103/ul) 8.7+£3.1 8.4+£3.2 88+3.1 0.136
Monozyten (% der Leukozyten) 5.0 £ 0.2 45+3.6 53+31 0.047
Kardiovaskulare
Risikofaktoren — Anz. (%)
Arterielle Hypertension 221 (77.3) |94 (66.2) 125 (88.0) <0.001
Diabetes 88 (30.8) 36 (25.4) 50 (35.2) 0.071
Hyperlipidamie 168 (58.7) |71 (50.0) 95 (66.9) 0.004
Tabakkonsum 105 (36.7) |48 (33.8) 57 (40.1) 0.269
Akutes Koronarsyndrom 119 (41.9) |44 (31.0) 75 (52.8) <0.001
LV-Funktion
Leicht reuziert (EF<55%) 70 (24.5) 24 (16.9) 45 (31.7)
MaRig reduziert (EF 35-45%) |55 (19.2) |31 (21.8) 24 (16.9) 0.002
Stark reduziert (EF<35%) 49 (17.1) 34 (23.9) 15 (10.6)
Komedikation — Anz. (%)
ASS 189 (66.1) |84 (59.2) 103 (72.5) 0.017
Clopidogrel 87 (30.4) |35 (24.6) 51 (64.1) 0.039
Marcumar 20 (7.0) 9 (6.3) 11 (7.7) 0.643
ACE-Inhibitoren 177 (61.9) |93 (65.5) 83 (58.8) 0.222
AT1-Blocker 48 (16.8) 35 (24.6) 13 (9.2) <0.001
Beta-Blocker 214 (74.8) |106 (74.6) 107 (75.4) 0.891
Diuretika 153 (53.5) |80 (56.3) 71 (50.0) 0.285
Statine 140 (49.0) |59 (41.5) 80 (56.3) 0.013

* Mittelwert + Standardabweichung
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3.1.1. MIF- Expression bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt, stabiler

Angina pectoris und bei gesunden Probanden

Patienten mit akutem Koronarsyndrom (ACS, IAP, NSTEMI, STEMI), hatten im
Gegensatz zu Patienten mit stabiler Angina pectoris (SAP) und gesunden Pro-
banden eine signifikant erhdhte MIF-Konzentration (Median 2,85ng/ml,
interquartilarer Rang (IQR) 3,52 gegentber dem Median 1,22 ng/ml, IQR 2,99
und 0,1 ng/ml IQR 0,09, p<0,001, siehe Abbildung 8).
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Abb. 8: MIF-Expression bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom, Patienten mit
stabiler Angina pectoris und bei gesunden Probanden. ACS: = 2,85 ng/ml, SAP: = 1,22

ng/ml, gesunde Probanden: = 0,09 ng/ml.
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3.1.2. Univariate Kovarianzanalyse der MIF-Werte eines akuten Koronar-

syndroms

Nach Einbeziehung der relevanten Variablen wurden die zugrundeliegenden
MIF-Werte in der univariaten Kovarianzanalyse unabhéngig mit den Daten der
Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom verbunden (F-Wert 15,58,
p<0,001). (Tabelle 3)

Dabei zeigt sich, dass hoheres Alter und arterielle Hypertension unabhangig

voneinander mit erhdhten MIF-Werten assoziiert sind.
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Tabelle 3:  Univariate Kovarianzanalyse der MIF-Werte und mdgliche Storfak-

toren einer koronaren Herzerkrankung

95% Konfidenzintervall |F Quadr. | Sign.
Koeffizienten wert wert
Untere Obere
Grenze Grenze
Alter 093 |259 [0,34
Geschlecht Mannlich 2,29 1,87 2,70
1,49 4,18 0,22
Weiblich 2,59 2,06 3,12
Arterielle Nein 2,16 1,58 2,75
Hypertension 3,98 11,21 |<0,001
Ja 2,71 2,31 3,11
ACS 2,81 2,31 3,31
’ ’ ’ 11,21 |[31,59 |[<0,001
Stable AP 2,06 1,64 2,48
Diabetes nein
2,471 2,07 2,88 0,13 0,37 0,72
Ja 2,40 1,87 2,93
Hyperlipidamie | Nein
yperip 2,21 1,73 2,69 3,77 10,62 |0.05
Ja 2,67 2,20 3,13
Nierenfunktion
6,55 18,45 0,01
Reduzierte Nein 2,36 1,86 2,87
LV- Funktion 1,95 0,70 0,41
Ja 2,67 2,24 3,11
AT1-Blocker Nein 2,41 2,06 2,76
Ja 2.46 1,83 3,10/%0% 007|087
Statine Nein 2,35 1,87 2,83
Ja 2,52 2,04 3,01 051 Lt 0.48
ASS Nein 2,46 1,92 2,99
Ja 2.41 1,08 28503 007 1087
Clopidogrel Nein 2,39 1,99 2,80
Ja 2,48 1,93 3,04 e AL Bk

Eine Hyperlipidamie wurde definiert als: Triglyzeride 2175 mg/dl und /oder LDL-

Cholesterol 2100mg/dl und/oder der Gebrauch anderer Lipidsenker.
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3.1.3. Assoziation der MIF-Konzentration mit der Medikation

Bei den untersuchten Patienten konnten nach Einteilung der Patienten in zwel
Gruppen, wobei der MIF-Median-Wert im Plasma (1,96 ng/ml) dartber ent-
schied, in welche Gruppe, namlich ober- oder unterhalb des MIF-Medians, der
Patient eingeteilt wurde, signifikante Unterschiede bei der Einnahme von ASS
(p<0,017) und Clopidogrel (p<0,039) abhéngig von der Gruppenzugehdorigkeit
beobachtet werden. Bei der Einnahme von Marcumar und ACE-Inhibitoren

konnten keine Unterschiede ausfindig gemacht werden.

p<0,017
|
120 -
p < 0,039
I mASS
100 - m ACE-Inhibitoren
- m Clopidogrel
% O Marcumar
@ 80 -
©
a
% 60 -
=
o
o
< 40 -
20 -
O _

MIF = 1,96 ng/mL MIF = 1,96 ng/mL

Abb. 9: Assoziation zwischen der Medikamenteneinnahme und der MIF-Spiegel unter
Einteilung in zwei Gruppen, abhangig vom MIF-Median. MIF < 1,96 ng/ml: ASS n=84,
Clopidogrel n=35, Marcumar n=9, ACE-Inhibitoren n=93. MIF > 1,96 ng/ml: ASS
n=103, Clopidogrel n=51, Marcumar n=11, ACE-Inhibitoren n=83.
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3.1.4. Assoziation der MIF-Spiegel von der Einnahme weiterer Medikamen-
te, abhangig vom MIF-Median-Wert.

Bei den untersuchten Patienten konnten nach Einteilung in zwei Gruppen ab-
hangig vom MIF-Median, signifikante Unterschiede bei der Einnahme von
Statinen (p<0,013) und AT1-Blocker (p<0,001) beobachtet werden. Bei der Ein-
nahme von Beta-Blockern und Diuretika konnten keine Unterschiede ausfindig

gemacht werden.

p <0013
| I
120 - p < 0,001
| | m Beta-Blocker
® Diuretika
100 - ]
m Statine

OAT1-Blocker
80 |

40 -

Anzahl der Patienten
(8)]
o

MIF < 1,96 ng/mL MIF > 1,96 ng/mL

Abb. 10: Assoziation der weiteren Medikamenteneinnahme nach Einteilung der Pro-
banden in zwei Gruppen, abhangig MIF-Median. MIF < 1,96 ng/ml: AT1-Blocker n=35,
Beta-Blocker n=106, Diuretika n=80, Statine n=59. MIF > 1,96 ng/ml: AT1-Blocker
n=13, Beta-Blocker n=107, Diuretika n=71, Statine n=59.
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3.2. Assoziation der kardiovaskularen Risikofaktoren Cholesterol, LDL
und HDL

Um die Assoziation der MIF-Spiegel mit kardiovaskularen Risikofaktoren zu
analysieren, wurde das Kollektiv in Patienten mit niedrigen MIF-Werten (< 1,96
ng/ml) und in Patienten mit hohen MIF-Werten(>1,96 ng/ml) eingeteilt. Fur kei-

nen der untersuchten Parameter ergibt sich ein signifikanter Unterschied.

250 -
® Cholesterol [mg/dl]
®LDL [mg/d

200 [mg/dI]
OHDL [mg/dI]

150 -

100 -

50 -

0 -
MIF < 1,96 ng/ml MIF > 1,96 ng/ml

Abb. 11: Assoziation kardiovaskularer Risikofaktoren mit MIF. Cholesterol (n=131) und
p=0,308, LDL (n=123) und p=0,335, HDL (n=123) und p=0,092.

40



Ergebnisse H. Schonleber

3.2.1. MIF- Konzentration bei Patienten mit und ohne Hyperlipidamie

Die folgende Abbildung zeigt den Unterschied zwischen der MIF-Expression bei
Patienten mit und bei Patienten ohne eine Hyperlipidamie. Dabei liegt die MIF-
Konzentration bei Patienten ohne eine Hyperlipidamie im Mittel bei 2,07 ng/ml
und bei Patienten mit einer Hyperlipidamie im Mittel bei 2,78 ng/ml. Zwischen

beiden Gruppen besteht ein statistisch signifikanter Unterschied.

E p <0001 —

6,0

4,07

Makrophagen-Migrations-Inhibitionsfaktor (ng/mL)

nein ja

Hyperlipidamie

Abb. 12: MIF und Hyperlipidamie. Assoziation des Makrophagen-Migration-
Inhibitionsfaktors (MIF) bei Patienten mit einer Hyperlipidamie (ja) und ohne eine
Hyperlipidamie (nein). Gesamt n=284, nein n= 118, ja n= 166, Mittelwert nein= 2,07
ng/ml, Mittelwert ja= 2,80 ng/ml, p < 0,001.
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3.2.2. MIF- Konzentration bei Patienten mit und ohne arterieller Hypertonie

Die unten stehende Abbildung zeigt den Unterschied zwischen der MIF-
Erhéhung bei Patienten mit und bei Patienten ohne eine arterielle Hypertonie.
Dabei liegt die MIF-Konzentration bei Patienten ohne eine arterielle Hypertonie
im Mittel bei 1,56 ng/ml und bei Patienten mit einer arteriellen Hypertonie im
Mittel bei 2,78 ng/ml. Zwischen beiden Gruppen besteht ein statistisch signifi-

kanter Unterschied.

S p <0001 —

6,0

Makrophagen-Migrations-Inhibitionsfaktor (ng/mL)

0,0 L -

nelin ja
Arterielle Hypertonie

Abb. 13: MIF und arterielle Hypertonie. Assoziation des Makrophagen-Migration-
Inhibitionsfaktors (MIF) mit arterieller Hypertonie bei Patienten mit einer arteriellen Hy-
pertonie (ja) und ohne eine arterielle Hypertonie (nein). Gesamt n= 284, nein n=65, ja
n= 219, Mittelwert nein= 1,56 ng/ml, Mittelwert ja= 2,78 ng/ml, p < 0,001.
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3.2.3. MIF- Konzentration bei Patienten mit und ohne Diabetes mellitus

Die folgende Grafik zeigt die MIF- Konzentration bei Patienten ohne Diabetes
mellitus und mit Diabetes mellitus. Dabei liegt die MIF- Konzentration bei Pati-
enten ohne Diabetes im Mittel bei 2,37 ng/ml und bei Patienten mit Diabetes im
Mittel bei 2,78 ng/ml. Zwischen den beiden Gruppen besteht ein maldiger Un-

terschied.

6,0

4,01

Makrophagen-Migrations-Inhibitionsfaktor (ng/mL)

0,01 E—

Diabetes mellitus

Abb. 14: MIF und Diabetes mellitus. Assoziation des Makrophagen-Migrations-
Inhibitionsfaktor (MIF) — Spiegels mit einem bestehenden Diabetes mellitus (ja) bzw.
ohne das Vorliegen eines Diabetes mellitus (nein). Gesamt n= 284, nein n=198, ja n=
86, Mittelwert nein= 2,37 ng/ml, Mittelwert ja= 2,78 ng/ml, p = 0,071.
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3.2.4. MIF- Konzentration bei Patienten mit und ohne Nikotinabusus

In der Grafik unten werden die MIF- Konzentrationen bei Rauchern und Nicht-
rauchern dargestellt. Zwischen den beiden Gruppen besteht lediglich ein mini-

maler Unterschied.

4,07

Makrophagen-Migrations-Inhibitionsfakor (ng/mL)

0.0 ——

nein ja

Nikotinabusus

Abb. 15: MIF und Nikotinabusus. Assoziation des Makrophagen-Migration-
Inhibitionsfaktor (MIF) — Spiegels mit einem bestehenden Nikotinabusus (ja) bzw. ohne
das Vorliegen eines Nikotinabusus (nein). Gesamt n= 284, nein n=179, ja n= 105, Mit-

telwert nein= 2,48 ng/ml, Mittelwert ja= 2,51 ng/ml, p = 0,269.
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3.2.5. MIF- Konzentration bei Patienten mit und ohne renaler Dysfunktion

Die unten stehende Grafik zeigt, ob Patienten ohne eine renale Dysfunktion und
Patienten mit einer renalen Dysfunktion unterschiedliche MIF-Konzentration

aufweisen. Zwischen den beiden Gruppen besteht ein minimaler Unterschied.

4,07

Makrophagen-Migrations-Inhibitionsfaktor (ng/mL)

0.0 —= —

nein ja

Renale Dysfunktion

Abb. 16: MIF und renale Dysfunktion. Assoziation des Makrophagen-Migrations-
Inhibitionsfaktor (MIF) mit dem Vorliegen einer renalen Dysfunktion (ja) bzw. ohne eine
renale Dysfunktion (nein). Gesamt n= 284, nein n= 209, ja n=75, Mittelwert nein= 2,44
ng/ml, Mittelwert ja= 2,64 ng/ml, p = 0,459.
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3.2.6. Assoziation der glomerularen Filtrationsrate (MDRD) und MIF

Einteilung des Kaollektivs in zwei Gruppen, abhéngig vom Median von MIF (MIF
< 1,96 ng/ml oder MIF > 1,96 ng/ml). Patienten mit erhéhten MIF-
Konzentrationen weisen signifikant héhere Werte fir die glomerulare Filtrations-

rate auf als Patienten mit niedrigen MIF-Konzentrationen.

p < 0,001
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MIF < 1,96 ng/mL MIF > 1,96 ng/mL

Abb. 17: Assoziation der glomeruldren Filtrationsrate mit dem Makrophagen-Migration-
Inhibitionsfaktor (MIF). Glomerulare Filtrationsrate (MDRD in mL/min/1.73m=2). MDRD
bei MIF = 1,96 ng/ml = 31,2 und MDRD bei MIF > 1,96 ng/ml = 39,0. Unterschied zwi-
schen beiden Gruppen: p<0,001.
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3.2.7. Assoziation von Kreatinin und MIF

Einteilung des Kollektivs nach dem Medianwert von MIF < 1,96 ng/ml und MIF >
1,96 ng/ml. Patienten mit erh6hten MIF-Konzentrationen weisen keine signifi-
kant erhéhten Werte fir die Kreatininkonzentration auf als Patienten mit niedri-

gen MIF-Konzentrationen.
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Abb. 18: Assoziation der Kreatininkonzentration mit MIF. Kreatininkonzentration in
mg/dl. Kreatininkonzentration bei MIF < 1,96 ng/ml = 1,15 ng/ml und bei MIF > 1,96
ng/ml = 1,29 ng/ml. Kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen, p=0,124.
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3.3. Assoziation der LV-Funktion und MIF

Einteilung des Kollektivs abhéngig vom Median von MIF in zwei Gruppen mit
Probanden mit einem MIF-Median < 1,96 ng/ml oder einem MIF-Median > 1,96
ng/ml. Betrachtet man innerhalb der beiden Gruppen jeweils Patienten mit nor-
maler und leichtgradig reduzierter LV-Funktion (EF > 55%), maRig reduzierter
LV-Funktion (EF 35-45%) und stark reduzierter LV-Funktion (EF < 35%), so
weisen Patienten mit erh6hter MIF-Konzentration bei leicht reduzierter links-
ventrikularer Funktion eine bessere Ejektionsfraktion auf als Patienten mit nied-
rigen MIF-Werten (p=0,002). Fir die anderen Gruppen ergibt sich kein signifi-

kanter Unterschied.
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Abb. 19: Assoziation der linksventrikuldren Funktion mit MIF (Makrophagen-Migration-
Inhibitionsfaktor). Normal oder leicht reduziert (EF<55%) n=70, maRig reduziert (EF 35-
45%) n=55, stark reduziert (EF<35%) n=49.
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3.3.1. Assoziation von Brain Natriuretic Peptide (BNP) und MIF

Einteilung des Kollektivs abhangig vom MIF-Median-Wert mit MIF < 1,96 ng/ml
und MIF > 1,96 ng/ml. Patienten mit niedrigen MIF-Konzentrationen weisen kei-
ne erhéhten Werte fur die BNP Konzentrationen im Blut auf im Vergleich zu Pa-

tienten mit hdheren MIF-Konzentrationen.
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Abb. 20: Assoziation von Brain Natriuretic Peptide (BNP) und MIF (Makrophagen-

Migration-Inhibitionsfaktor). BNP bei MIF < 1,96 ng/ml = 566,3 ng/l (h=28) und bei MIF
> 1,96 ng/ml = 301,8 ng/ml (n=11).
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3.4. Korrelation der MIF-Werte mit Entzindungsmarkern

Um die Assoziation der Hohe der MIF-Spiegel mit inflammatorischen Parame-
tern zu analysieren, wurde das untersuchte Kollektiv wieder abhéngig vom MIF-
Median-Wert in Patienten mit niedrigen MIF-Werten (< 1,96 ng/ml) und in Pati-
enten mit hohen MIF-Werten(> 1,96 ng/ml) eingeteilt. Patienten mit hGheren
MIF-Werten zeigen zugleich signifikant erhéhte Werte fur das C-reaktive Protein
(CRP) und Interleukin-6 (IL-6). Des Weiteren liegen Erhdhungen von RANTES-

und MCP-1 vor, welche jedoch nicht signifikant sind.

p <0.001
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Abb. 21: Assoziation des Makrophagen- Migration- Inhibitionsfaktor (MIF) mit den Ent-
ztindungsmarkern CRP, IL-6, MCP-1 und RANTES. MIF <1,96 ng/ml (n=142), MIF
>1,96 ng/ml (n=142).
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3.4.1. Assoziation von Monozyten und Leukozyten mit MIF

Der prozentuale Monozytenanteil im Blut weist abhédngig vom MIF-Median <
1,96 ng/ml und >1,96 ng/ml zwischen den beiden Gruppen einen statistisch sig-
nifikanten Unterschied auf (p < 0,047). Eine Untersuchung der Gesamt-
Leukozyten ergab dagegen keinen signifikanten Unterschied.

14
p = 0,047

12 - | ® Monozyten (% der

Leukozyten)

10 [ O Leukozyten (10%/ul)

MIF < 1,96 ng/mL MIF > 1,96 ng/mL

Abb. 22: Monozyten- und Leukozytenzahlen nach Einteilung des Kollektivs abhangig

vom MIF-Median , Monozyten (% der Leukozyten) bei MIF <1,96 ng/ml= 4,5% und bei
MIF=1,96 ng/ml= 5,3%, p = 0,047. Leukozyten bei MIF<1,96 ng/mlI= 8,4*10%ul und bei
MIF=1,96 ng/ml= 8,8*10%l, p=0,136.
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3.5. Residuale Plattchenaggregation

Eine Untersuchung der Plattchenfunktion bei coronararteriellen Erkrankungen
und akutem Myokardinfarkt ergab fur keine dieser Gruppen einen Zusammen-
hang zwischen der H6he des MIF- Spiegels und der residuellen Thrombozyten-
Aggregation vor und nach dualer Plattchenhemmung mit ASS und Clopidogrel.

Tabelle 4: Residuale Plattchenaggregation unter dualer antithrombozytarer

Therapie (ASS und Clopidogrel) abhangig vom MIF-Median

Plattchenfunktion

(CAD, AMI: n=73) MIF < 1.96 ng/ml  MIF > 1.96 ng/m| p - Wert

Aggregation nach Sti-
mulation mit ADP 5 30.68+22.91 31.14+25.14 0.942
pmol/l [%]*

Aggregation nach Sti-
mulation mit ADP 20 46.36+17.13 44.92+18.73 0.758
pmol/l [%]*

Deaggregation [%]* 15.68+£12.75 13.78+12.92 0.565

* Mittelwert + Standardabweichung
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3.5.1. MIF-Plasmakonzentrationen bei Patienten mit Plaqueruptur

Patienten mit einem ACS sind im Rahmen der Koronarangiographie auf das
Vorliegen einer Plaqueruptur hin untersucht worden. Demnach weisen Patien-
ten mit einer angiographisch bestatigten Lasion als Folge einer vulnerablen
Plaqueruptur signifikant erhdhte MIF-Plasmakonzentrationen auf als ACS-
Patienten mit einer stabilen, aber hAmodynamisch relevanten Stenose. (p =
0,002, Abb. 23)

In der Grenzwertoptimierungskurve lag der Cut-off-Wert von ACS-Patienten mit
einer Sensitivitat von 82% und Spezifitdt von 56% bei 1,22 ng/ml. Demgegen-
Uber stehen mit 1,7 ng/ml, einer Sensitivitat von 67% und einer Spezifitat von
62%, Patienten mit einer stabilen koronaren Herzerkrankung. Patienten mit ei-
ner Plagueruptur und einem MIF-Spiegel > 5,1 ng/ml konnten mit einer Spezifi-
tat von 92% diagnostiziert werden.

2 p = 0.002

Makrophagen- Migrations- Inhibitionsfaktor (MIF),
Konzentration in ng/mL

Keine Plagueruptur Plaqueruptur
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Abb. 23: MIF Plasmakonzentrationen mit und ohne Plaguerupturen, keine

Plaqueruptur n=71 und MIF=2,72 ng/ml, Plaqueruptur n=42 und MIF=3,78 ng/ml,
p=0,002.

3.6. Korrelation zwischen MIF- und Troponin | -Werten

Die maximalen Troponin | - Werte nach einer PCI korrelieren bei einem Spear-
man Rangkoeffizient von 0,31, p<0,001 in der untersuchten Patientenkohorte

hochsignifikant mit dem Makrophagen-Migration-Inhibitionsfaktor (MIF).

30 —
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20 — o

Maximale Troponin | Konzentration in pg/l

Makrophagen- Migration- Inhibitionsfaktor (MIF),
Konzentration in ng/ml

Abb. 24: Korrelation maximaler MIF- und Troponin I-Werte nach einer perkutanen Ko-

ronarintervention (PCI), n= 284, Spearman Korrelationskoeffizient 0,31, p<0,001.
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3.6.1. Assoziation von Troponin und Creatinkinase mit MIF

Einteilung des Kollektivs abhangig vomMIF-Median (MIF < 1,96 ng/ml und MIF
> 1,96 ng/ml). Patienten mit erhéhten MIF-Werten weisen signifikant erhéhte
Troponinkonzentrationen auf (p<0,001). Fir die Creatinkinase ergibt sich kein

signifikanter Unterschied.

1000
p < 0,001
ETroponin [pg/l]
OCK [U]
1]
E 100
)
[
-
2
b
=
©
o
S 10
1
MIF = 1,96 ng/ml MIF = 1,96 ng/ml

Abb. 25: Assoziation von Troponin und Creatinkinase mit MIF. Troponin (n=262) und
p<0,001, Kreatinkinase (n=260) und p=0,462.
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3.7. Verlaufsuntersuchung bei Patienten mit CAD und AMI

Nach einer dreimonatigen Verlaufsbeobachtung bei Patienten mit einer stabilen
koronaren Herzerkrankung (CAD) und bei Patienten mit einem akuten Myokard-
infarkt (AMI) ergibt sich fur keinen der unten stehenden Parameter ein Zusam-

menhang mit der Hohe des exprimierten MIF.

Tabelle 5: Dreimonatige Verlaufsuntersuchung bei Patienten mit CAD und

AMI mit Einteilung in einen MIF- Median

3 monatige Verlaufsuntersuchung (CAD, MIF<1,96 MIF > 1,96 p -

AMI: n=78) ng/mi ng/mi Wert
Akuter Myokardinfarkt, nein. (%) 1(1,3) 3(3,8) 0,71
Akute Stentthrombose, nein. (%) 4(5,1) 11 (14,1) 0,59
Hirninfarkt, nein. (%) 0 (0) 0 (0) 1

Todesfalle, nein. (%) 1(1,3) 2 (2,6) 0,61
Rehospitalisierung, nein. (%) 12 (15,4) 43 (55,1) 0,31

Unterziehung einer anderen coronaren In-

tervention, nein. (%) eI, 99 B2, Uz
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Leichte Blutung, nein. (%) 3(3,8) 7 (9,0) 0,72

Schwere Blutung, nein. (%) 0 (0) 1(1,3) 0,58
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4. Diskussion

4.1. Die wichtigsten Ergebnisse in der Ubersicht

In der vorliegenden Arbeit konnte demonstriert werden, dass die Expression
von MIF bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom in einer frihen Phase des
Ereignisses signifikant erhoht ist. Dabei liegen die MIF- Konzentrationen bei Pa-
tienten mit einem akuten Koronarsyndrom mit 2,85 ng/ml deutlich tber den MIF-
Konzentrationen bei Patienten mit einer stabilen Angina pectoris (1,22 ng/ml, p<
0,001). Beide Patientengruppen unterscheiden sich signifikant von der gesun-
den Probandengruppe mit einer MIF- Konzentration von 0,09 ng/ml, p< 0,001
(siehe Abb. 8). Dieser Effekt ist unabhangig von den untersuchten kardiovasku-
laren Risikofaktoren, die einen Einfluss auf die Inzidenz und die Prognose eines
akuten Koronarsyndroms haben.

4.2. Komplexe Interaktion von MIF, Atherosklerose und Chemokinen

MIF ist bereits in vielen inflammatorischen Erkrankungen, wie der Arthritis®3,
dem septischen Schock**, der Colitis und dem hypersensitiven Syndrom be-
schrieben worden. MIF ist ein Chemokin-ahnliches Protein und erfillt in Bezug
auf die Rekrutierung und Chemotaxis inflammatorischer Zellen und der Entwick-
lung atherosklerotischer Lasionen eine Chemokin-ahnliche Funktion. Die Asso-
ziation von MIF und der Entwicklung schwerer Gefal3wandl&asionen wurde zuvor

schon in Tiermodellen mit hypercholesterolamischen Ratten beschrieben.*®

Weiterhin lassen die Arbeiten von Morand, Bernhagen und Penela auf eine ent-
scheidende Interaktion von MIF, Atherosklerose und Inflammation schlief3en, da
MIF die beiden Chemokinrezeptoren CXCR2 und CXCR4 aktiviert und dadurch
die inflammatorisch wirkenden Monozyten und Lymphozyten rekrutiert.? 23
Die Theorie einer vermehrten MIF-Produktion in Zellen arteriosklerotischer La-

sionen konnte zudem erfolgreich von Burger und Pan belegt werden.3* 3

Die Komplexitat einer arteriosklerotischen Lasion macht eine Interpretation der
Interaktion von MIF mit Zelltypen und anderen Chemokinen der L&sion weiter-

hin sehr schwierig, was die vielseitigen Wechselwirkungen mit den Mediatoren
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der akuten Inflammation, IL-6, TNF-a und der P-Selectine betrifft, als auch den
Einfluss von MIF auf Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und die Th1/2-
differenzierenden Zellen. Die hier bestehenden Wechselwirkungen sollten né-

her untersucht werden.

4.3. Interaktion von MIF mit Entzindungsmarkern

In der vorliegenden Arbeit konnte aufgezeigt werden, dass die Expression von
MIF mit der Expression etablierter Entziindungsmarker assoziiert ist. Teilt man
das Patientenkollektiv in solche Patienten mit hohem MIF-Plasmaspiegel und
solche mit niedrigem Plasmaspiegel ein, wobei der Median der MIF- Konzent-
rationen von allen untersuchten Patienten als Grenze dient, namlich 1,96
ng/ml, so zeigt sich bei Patienten mit hohen MIF-Werten eine statistisch signifi-
kante Erh6hung des CRPs und der IL-6- Werte (p< 0,001 und p< 0,05, siehe
Abb. 21). Erhéhungen der plasmatischen MIF- Konzentration nach akuten ko-

ronarischamischen Ereignissen sind bereits bekannt.?®

Die Verstarkung einer entzundlichen Antwort ist fur die Entwicklung eines aku-
ten Koronarsyndroms maf3gebend, das seinerseits haufig zu einer perkutanen
koronaren Intervention (PCI) fuhrt. Die Tatsache, dass Patienten mit hohen
MIF-Werten auch hohe CRP- und IL-6-Werte aufweisen, zeigt, dass in diesen
Patienten die inflammatorische Reaktion verstarkt ist. Frihere Studien konnten
demonstrieren, dass eine Verbindung zwischen dem Grad einer gemessenen
inflammatorischen Antwort, der Thrombozytenhyperaktivitdt und dem Ergebnis

eines koronarinterventionellen Eingriffes existiert. 12

In der vorliegenden Arbeit wurde auch untersucht, inwieweit MIF eine Auswir-
kung auf die Sekretion von kardialen Nekrosemarkern hat. Hier fand sich eine
Korrelation initialer MIF-Konzentrationen mit maximalen Troponinwerten nach
einer PCI (Korrelationskoeffizient 0,31, p< 0,001, siehe Abb.24). Bisher wurden
solche Messungen in der Literatur nicht durchgeflihrt, sodass es keine Ver-
gleichswerte gibt. Es ist denkbar, dass Patienten mit ausgepragterem Myokard-
schaden eine verstarkte inflammatorische Antwort zeigen, in deren Rahmen

auch vermehrt MIF ausgeschuttet wird. Umgekehrt kénnte ein aufgrund eines
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allgemein erhdhten inflammatorischen Niveaus erhohter MIF-Spiegel ein akutes
Koronarsyndrom auslésen und in seinem Verlauf aggravieren, so dass es zu
einer ausgepragteren Myokardnekrose kommt. Die tatsachlich zugrunde lie-

genden Mechanismen sollten in weiterfuhrenden Arbeiten untersucht werden.

4.4. Assoziation kardiovaskularer Risikofaktoren mit MIF

Es gibt bisher nur wenige Bestimmungen von gemessenen MIF- Werten im Blut
von gesunden Probanden. Die MIF- Spiegel der gesunden Probanden dieser
Arbeit lagen im Mittel bei 0,18 ng/ml und wurden 3-fach bestimmt.**° Das
Durchschnittsalter lag bei 28,9 Jahren. Kim H. et al. kommen bei ihren Messun-
gen an gesunden Probanden zu Werten von 1,08 ng/mL und bei Yu Xy et al. zu
Werten von 1,2 ng/ml.?” Stoppe et al. dokumentieren MIF Werte von 12,5 ng/ml
bei gesunden Erwachsenen.''® Diese Unterschiede machen eine Vergleichbar-
keit mit anderen Daten schwierig. Zum einen wurden in den genannten Studien
ELISA- Verfahren anderer Hersteller verwendet und zum anderen das durch-
schnittliche Alter der gesunden Probanden nicht angegeben. Da es sich bei
diesen Studien auch um asiatische Populationen handelt, ist eine ethnisch be-
dingte und unterschiedlich hohe Konzentration von MIF im peripheren Blut még-
lich.

In der vorliegenden Arbeit wiesen Patienten mit koronarer Herzerkrankung mit
einem erhéhten MIF- Pegel ein hoheres Alter auf und litten haufiger an einer ar-
teriellen Hypertonie und einer Hyperlipidamie. Des Weiteren werden sie haufi-
ger mit Aspirin, Clopidogrel und Statinen behandelt (Abb. 9 und Abb. 10). Aktu-
ell bestehen keine evidenten Erkenntnisse, die den Zusammenhang von MIF
und arterieller Hypertonie beschreiben. Dieser Zusammenhang wird nach aktu-
eller Kenntnislage in dieser Arbeit zum ersten Mal beschrieben. Jedoch beste-
hen Wechselwirkungen zwischen einer Inflammation, der Atherosklerose und
einer arteriellen Hypertonie. Angiotensin Il I16st demnach Uber Produktion von
Superoxidanionen die Expression von IL-6 und MCP-1 in den arteriellen

Endothelzellen aus.?% 121122
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Dementsprechend bestehen zwischen den kardiovaskuléaren Risikofaktoren, der
Atherosklerose und der Inflammation vielfaltige Wechselwirkungen. In einer
tierexperimentellen Studie mit Ratten fihrte eine verminderte MIF- Expression
im paraventrikularen Nucleus zu einer arteriellen Hypertonie und zur kardialen
Hypertrophie.’® Inwiefern diese Erkenntnis auf den Menschen tbertragbar ist,

bleibt abzuwarten.

4 5. MIF und seine Assoziation mit Gesamtcholesterin, HDL und LDL

Die im Plasma gemessenen MIF-Spiegel korrelierten in keiner der Patienten-
gruppen mit den Serumwerten von Gesamt-Cholesterin, LDL und HDL.
(Abb.11). In anderen Arbeiten wird beschrieben, dass oxidiertes LDL-
Cholesterin zu einer Sekretion von MIF aus Makrophagen und Endothelzellen
fihrt.'*” Atsumi et al. berichten, dass MIF sowohl die Aufnahme von oxidierten
LDL in die Zelle, als auch die Degredation von MIF férdert.™® Dieser komplexe
Mechanismus musste in Zukunft noch besser untersucht werden. Zudem wur-
den alle Patienten in der vorliegenden Studie mit Statinen behandelt, so dass
die Konzentrationen von Gesamtcholesterin, HDL und LDL durch die Einnahme

der Statine verandert waren.

45.1. MIF und Herzinsuffizienz

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich keine Zusammenhange zwischen den im
peripheren Blut gemessenen MIF- und BNP Werten (Abb. 20). BNP wird Uber
die Dehnung der Herzmuskelzellen im Ventrikel sezerniert, wogegen MIF ver-
mehrt in akut- koronarischamischen Ereignissen freigesetzt wird.*** Eine Korre-
lation dieser beiden Parameter wird auch in der aktuellen Literatur nicht be-

schrieben.
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4.6. MIF- Plasmaspiegel und das Auftreten von Plaquerupturen

Die Rekrutierung inflammatorischer Zellen und ihre Migration in die Gefaldwand
fordert die Entstehung von Atherosklerose und instabilen Plagues. Die ver-
schiedenen Phasen der Monozyten- und Makrophagenrekrutierung, der Adha-
sion und der Transmigration werden durch verschiedene Chemokine regu-

liert. 1t 12

Patienten mit einer akuten Plagueruptur in den Koronararterien weisen deutlich
erhohte Plasmaspiegel von MIF auf (Abb. 23). Das lasst darauf schlie3en, dass
MIF eine wichtige Rolle in der Entstehung von atherosklerotischen Plagues und
der Plaqueinstabilitat spielt. MIF kénnte damit als ein neuer Marker fir das Risi-
ko instabiler Plagues und damit fur das Auftreten eines akuten
Koronarsyndromes dienen. Bisher gibt es in der Literatur nur wenige Berichte
zu klinischen Untersuchungen Uber die Assoziation von MIF-Plasmaspiegeln
und Markern der Plaque-Instabilitét. In einer chinesischen Population konnte
bereits eine signifikante Korrelation von MIF mit dem ,activator protein-1 (AP-1)
und mit den Konzentrationen der Matrixmetalloproteinase 9 (MMP-9) gefunden

werden.’

Dies lasst die Vermutung zu, dass bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom,
die hohe MIF-Spiegel aufweisen, auch eine héhere Plaque-Instabilitat vorliegt.
Neben der in dieser Arbeit dargestellten Korrelation zwischen erhdhten MIF-
Konzentrationen und der Schwere einer koronararteriellen Erkrankung zeigen
auch Arbeiten von Takahashi und Yu erhohte MIF-Konzentrationen bei Patien-
ten mit koronarischamischen Ereignissen und Myokardinfarkten. Dartber hin-
aus wird in diesen Studien Uber eine Assoziation der MIF-Level mit
Plaqueinstabilitaten berichtet, die einen Zusammenhang zwischen der

inflammatorischen Antwort und der Thrombozytenfunktion nahe legen.?* %

62



Diskussion H. Schonleber

4.7. Assoziation der Plattchenfunktion mit MIF

Die Thrombozytenfunktion wurde in der vorliegenden Arbeit ebenfalls analysiert
und mit den MIF-Spiegeln im peripheren Blut in Zusammenhang gestellt. Dabei
ergab sich fur die residuale Plattchenaggregation bei Patienten mit akutem
Myokardinfarkt und entsprechend erhohten MIF- Werten kein relevanter Zu-
sammenhang mit der Hohe der residuellen Plattchenaggregation (siehe Tabelle
4). Nach Durchfiihrung einer dreimonatigen Verlaufsbeobachtung bei Patienten
mit einer stabilen Angina pectoris und bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt
ergab sich fur keinen der Verlaufsparameter ein Zusammenhang mit der Hohe

der MIF-Plasmaspiegel (Tabelle 5).

In der Literatur wird ein protektiver Effekt von MIF auf die Apoptose der
Kardiomyozyten beschrieben. Dabei inhibitiert MIF das intrazellulare Protein
JAB-1, wodurch die MAPK- und ERK Signale moduliert und dadurch die zellula-
re Apoptose gehemmt wird.**’ Eine kurzzeitige Inkubation mit MIF vermehrt die
Expression des Platelet-derived growth factor BB (PDGF-B) und verstarkt da-
durch die Immigration glatter Muskelzellen in die GefaBwand. Dagegen fihrt ei-
ne langfristige Inkubation mit MIF zu einer verminderten Expression des
Platelet-derived growth factor BB (PDGF-B) und folglich zu einer verminderten
Immigration glatter Muskelzellen in die Gefaldwand. Die Proliferation der vasku-
laren Zellen wird von MIF beeinflusst und fuhrt neben anderen Faktoren zu ei-

ner kontinuierlichen Restenosierung der GefaRe. 2% 125 12

Folglich besitzt MIF bei einer akuten koronaren Ischamie protektive Eigenschaf-
ten und in seiner Langzeitwirkung eine progressive atherosklerotische Eigen-

schaft.
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4.8. Limitationen der Studie

Die vorliegende Arbeit beruht auf einer reinen Beobachtungsstudie und ist nicht
prospektiv. Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind keiner wei-
teren Analyse unterzogen worden. Demnach ware eine prospektive Patienten-
studie mit gréRerer Fallzahl erforderlich, um die Gite von MIF als prognosti-
schen Faktor fur die Plaquereptur und damit fir das Auftreten eines akuten
Koronarsyndroms zu untersuchen. Dies wurde den Vergleich mit anderen etab-
lierten Markern und Risikofaktoren verbessern, um die Relevanz von MIF als
Marker fur das Risiko des akuten Koronarsyndroms zu evaluieren. Somit wére
eine fundiertere Aussage Uber das Risiko einer Plaqueruptur, dem Klinischen

Outcome und der Mortalitat moglich.
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4.9. Schlussfolgerung

Die hier beschriebenen Ergebnisse demonstrieren eine hochsignifikante und
unabhangige Assoziation erhéhter MIF-Konzentrationen bei Patienten mit ei-
nem akuten Koronarsyndrom im Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina pec-
toris oder gesunden Probanden. Zusatzlich korreliert der MIF-Plasmaspiegel mit
der inflammatorischen Antwort und der H6he kardialer Nekrosemarker im aku-
ten Koronarsyndrom. Diese Erkenntnis ist von klinischer Relevanz, weil ein Zu-
sammenhang zwischen der inflammatorischen Antwort, der
Thrombozytenfunktion und dem Auftreten ungunstiger kardiovaskularer Ereig-

nisse, wie sie bei Stentthrombosen schon beschrieben wurden, besteht. 8

Dementsprechend sind multimodale Strategien erforderlich, um die Frage zu
klaren, ob anti-inflammatorische und plaquestabilisierende Anséatze zu einer
verbesserten Prognose bei Patienten mit symptomatischer koronarer Herzer-
krankung nach PCI fithren kénnen.™ Die Bestimmung der MIF-Spiegel im peri-
pheren vendsen Blut kénnte zur Risikostratifizierung beitragen und so die er-

folgreiche Behandlung des akuten Koronarsyndroms unterstitzen.
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Im Einzelnen konnte die vorliegende Arbeit folgende Sachverhalte zeigen:

1. Die Expression des Makrophagen- Migration- Inhibitionsfaktor ist bei Pa-

tienten mit akutem Koronarsyndrom signifikant erhoht.

2. Erhohte MIF-Konzentrationen gehen mit der Erhéhung etablierter Ent-

zundungsparameter einher, wie CRP und IL-6.

3. Erhohte MIF-Plasmaspiegel gehen mit erhdhten kardialen

Nekrosismarkern einher, wie Troponin I.

4. Patienten mit einer angiographisch nachgewiesenen Plaqueruptur wei-
sen signifikant hohere MIF-Plasmakonzentrationen auf als Patienten mit
akutem Koronarsyndrom aufgrund einer stabilen, aber hochgradigen

hamodynamisch relevanten Stenose.

66



Zusammenfassung H. Schoénleber

5. Zusammenfassung

Nach heutigem Wissensstand sind die Kenntnisse Uber die klinische Bedeutung
des Makrophagen- Migration- Inhibitionsfaktors (MIF) bei kardiovaskularen Er-
krankungen gering. Ziel dieser Arbeit war die Frage, inwieweit die Messung von
MIF zur Risikostratifizierung fur kardiovaskulare Erkrankungen in Frage kommt

und ob eine Assoziation mit etablierten inflammatorischen Markern vorliegt.

Es wurden insgesamt 286 Patienten mit einer symptomatischen- koronaren
Herzerkrankung und 25 gesunde Probanden untersucht. Mittels eines anti Mak-
rophagen- Migration- Inhibitionsfaktor- ELISA wurde die MIF- Konzentration im
EDTA-Plasma bestimmt und die Assoziation mit etablierten Markern (kardiale
Risikofaktoren: Cholesterol, HDL, LDL, Hyperlipidamie, Nikotinabusus und Dia-
betes mellitus; inflammatorische Marker: CRP, IL-6, MCP-1, Rantes, Monozy-
ten- und Leukozytenzahlen; myokardialer Nekrosemarker: Troponin [; residuelle
Thrombozytenaggregation unter dualer Plattchenhemmung) untersucht. Dabei
konnte aufgezeigt werden, dass eine erhdhte MIF- Konzentration mit der Erh6-
hung von etablierten inflammatorischen Markern assoziiert ist, ebenso wie mit
einer Erh6hung kardialer Nekrosemarker und dem Auftreten akuter
Plaquerupturen. Insgesamt weisen Patienten mit akutem Myokardinfarkt die
héchsten MIF-Spiegel im Blut auf, gefolgt von Patienten mit stabiler Angina pec-

toris. Gesunde Probanden zeigten die niedrigsten Werte fir MIF.

Der Makrophagen- Migration- Inhibitionsfaktor kénnte damit als neuer Biomar-
ker fUr die Vorhersage von Plaquerupturen und der Schwere akuter koronarer
Ereignisse herangezogen werden. Zudem kdnnte eine Therapie, basierend auf
einer Beeinflussung der MIF- assoziierten Pathomechanismen, eine mogliche

Option fur die Behandlung kardiovaskularer Erkrankungen darstellen.
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