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1. Einleitung
1.1  Kardiovaskulare Erkrankungen

Seit Jahren gehoren kardiovaskulare Erkrankungen zu den haufigsten
Todesursachen weltweit. ! So waren im Jahr 2012 46,2% (17,5 Millionen) der
krankheitsbedingten Todesfélle in Deutschland auf diese Erkrankungen
zuriickzufuhren. ¥ Im Vergleich dazu stellten Krebserkrankungen mit etwa 27%
nur die zweithdufigste Todesursache dar. Bl Besonders dramatisch betroffen ist
die Altersgruppe der unter 70-Jahrigen, etwa 37% aller Todesfélle in dieser
Altersgruppe sind mit Herz-Kreislauf-Erkrankungen verbunden. @ Hierunter
gehdren Erkrankungen wie die koronare ischdmische Herzerkrankung, die

Herzinsuffizienz und der Herzinfarkt.

Die heutigen therapeutischen Interventionen zur Minimierung der Sterblichkeit
nach Myokardinfarkt fokussieren hauptsachlich die mdglichst schnelle
Reperfusion der okkludierten Koronararterie und damit die schnelle Reduktion
der Sauerstoffminderversorgung. g Dank dieser neueren
Behandlungsmethoden sank die Mortalitatsrate nach einem erlebten
Myokardinfarkt in den letzten Jahren stetig. [ Sie liegt nun unter 10%. ® Ein
groRes therapeutisches Problem liegt allerdings in der hohen 1-Jahres-
Mortalitat von 20% durch die Entwicklung einer langfristigen
Funktionsminderung des Herzens. [l Der zustand, in dem das Herz nicht mehr
in der Lage ist den Korper mit ausreichendem Sauerstoff und Nahrstoffen zu
versorgen, wird als Herzinsuffizienz bezeichnet. ® Sie verursachte im Jahr 2014
allein in Deutschland 44 000 Todesfalle. ' Das Langzeitrisiko fiir ihre
Entwicklung nach einem erlebten Myokardinfarkt liegt bei 30%. ™ Der finanzielle
Aufwand zur Behandlung wird in Europa auf 1-2% der nationalen

Gesundheitsausgaben geschatzt. ™

Er verdeutlicht die Bedeutung der
Forschung vor allem im Hinblick auf ihre Entstehung und Behandlung nach

Myokardinfarkt.

Durch den Verlust von Myozyten und folgenden kardialen Umbauprozessen

kann die Funktion des Herzens nach Myokardischamie langfristig oft nicht



aufrechterhalten werden. Der Umbauprozess mit Dilatation des umliegenden
Myokards fuhrt zu einer kardialen Dysfunktion und ist bis heute wenig zu
beeinflussen. ™ Aus diesem Grund beschaftigen sich Forscher seit einigen
Jahren mit der Ergrindung von  Reparaturmechanismen  und
Funktionswiederherstellung nach Herzinfarkt. Im Besonderen untersuchen sie
den Einfluss der Zytokine in diesem Prozess. Transforming Growth Factor-31
(TGF-R1) ist ein solches Zytokin, welches ubiquitar, aber hauptséchlich auf
Thrombozyten lokalisiert ist und durch fibrotische Reaktionen Einfluss auf
kardiale Umbauprozesse austiibt. *? In der hier vorliegenden Studie wurde die
Konzentration des thrombozytdren TGF-R1 eines Patientenkollektives mit
koronarer Herzkrankheit (KHK) untersucht. Gleichzeitig wurde sein

Zusammenhang mit der Mortalitat dieser Patienten im Jahresverlauf analysiert.
1.1.1 Thrombozyten und Arteriosklerose

In der Entstehung und Entwicklung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen spielen
Thrombozyten eine wichtige Rolle. ™ Sie sind neben dem akuten Verschluss
eines Blutgefalies nach Endothellasion das Schlusselelement in der Entstehung
von arteriosklerotischen Plaques und vermitteln die Anlagerung von Lipiden und
anderen Stoffen an die Endothelwand beziehungsweise ihre Ablagerung in die

GefaRwand. 14

Hierbei werden  Thrombozyten durch  Zytokine,
Wachstumsfaktoren, vasoaktive Substanzen und prokoagluatorische Faktoren
an der GefaRwand adh&rent und aggregieren im aktivierten Zustand. ™ Sie
regen Endothelzellen und Muskelzellen an zu proliferieren und extrazellulare
Matrix (ECM) und Muskelfasern zu bilden. (181 Nach der Aggregation werden
entziindliche Prozesse generiert, Uber welche unter anderem Monozyten in die
GefaRwand migrieren. 3! Durch Aufnahme von Lipiden differenzieren sie zu
Schaumzellen. ™! Firr diesen Stimulus muss die GefaBwand nicht &uRerlich
verletzt sein. Neuere Studien zeigen, dass auch im unverletzten Endothel
chronisch entziindliche Prozesse ablaufen. 7! Ein Besispiel ist die Adh&sion
von Monozyten und die Permeabilitatssteigerung des Endothels.
Fortschreitende Entzindungen fuhren zu der Entstehung einer fibrésen Kappe

uber der Endothellasion, bestehend aus Lipiden, Leukozyten und



Zellbestandteilen. ™ Der Kern dieser fibrosen Plaques besteht aus Cholesterin
und Resten abgestorbener Zellen umgeben von Makrophagen, Schaumzellen,
glatten Muskelzellen und Lymphozyten. Unter der Kappe sorgen zytotoxische
Effekte oxidierender Lipide fiir Nekrosen und Kalzifikationen. *® T-Lymphozyten
und Makrophagen synthetisieren Metalloproteinasen, welche die Bestandteile
der Plaque auflédsen. Hierdurch kommt es im Verlauf zur Degradation von
Matrixbestandteilen und daraufhin zur Instabilitat der Kappe. *® Rupturiert die
Plague wird subendotheliale Matrix zum  GefaBlumen frei und
prokoagulatorische Faktoren werden ausgeschuittet. (18] Wird das GefaR hierbei
verengt und treten belastungsabhéangige Symptome wie Brust- oder
Schulterschmerzen auf, die auf die Gabe von Nitroglycerin oder in Ruhe
riicklaufig sind, wird eine Stabile Angina pectoris (SAP) diagnostiziert. ? Wird
das Gefald komplett oder grofdtenteils verschlossen und geht Herzgewebe
zugrunde, liegt ein akutes Koronarsyndrom (ACS) vor, welches weiter unterteilt
wird in die belastungsunabhangige instabile Angina Pectoris, den Herzinfarkt
mit STEMI- oder NSTEMI-Entwicklung und den plétzlichen Herztod. %!

Besonders gefahrdet fur die schnelle Entwicklung der arteriosklerotischen
Plaques und chronischer Intima-Verletzung sind die Patienten bei denen
zusatzlich kardiovaskulare Risikofaktoren wie Hypertonie, Hyperlipidamie,
Diabetes mellitus oder Nikotinabusus vorliegen. ¥ So steigt beispielsweise bei
Patienten mit Hyperlipiddmie die Sensitivitat der Thrombozyten auf
Aggregationsstimuli. 22 Die Dicke der GefaRwand nimmt durch die Einlagerung
von Lipiden zu, es werden verstarkt Fette in der GefdlRwand oxidiert und
vermehrt Entziindungsprozesse generiert. ™ All dies tragt zur Entstehung der

arteriosklerotischen Plaques und der Plaqueruptur bei.
1.1.2 Myokardinfarkt

Myokardinfarkt bedeutet einen durch Ischamie verursachten Zelltod von
Herzmuskelzellen als Reaktion auf ein  Missverhdltnis  zwischen
Sauerstoffbedarf und -angebot. Dieses Ungleichgewicht kommt im Herzen

meist durch einen akuten oder chronischen Verschluss eines oder mehrerer



Herzkranzgefalle zustande wund fihrt immer zum Untergang von

Herzmuskelgewebe. !

Als Reaktion auf ein ischamisches Ereignis findet innerhalb von Sekunden eine
aerobe Glykolyse, Adenosin-Triphosphat (ATP)-Depletion und ein Laktatanstieg
statt. Durch Metabolite aus dem Gewebe, welche die Kalzium-Sensitivitat der
Myofilamente herabsetzen, nimmt die Kontraktilitat des Myokards ab. ™ Im
kardialen Interstitium wird Kollagen zerstért und abgebaut, Glykoproteine
verschwinden, das Endomysium l6st sich auf und die Sarkomere verlangern
sich. Dies fuhrt zu einer dyskinetischen Herzwandbewegung. 24 Wweitere
Sauerstoffunterversorgung fihrt zu einem Versagen der Natrium/Kalium-
ATPase-Pumpe und dem Anstieg der intrazellularen Natriumkonzentration mit

folgendem Anschwellen der Zellen. *%

Nach wenigen Tagen ist das Myokard Odematdés angeschwollen,
Glykosaminoglykane werden vermehrt gebildet und Zellen wandern in das
Infarktgebiet. ® Das Laktat reduziert den PH-Wert, sodass Enzyme ihre
normale Funktion nicht aufrechterhalten kénnen und lysosomale Produkte
zunehmen. Durch einen zuséatzlichen Kalzium-Einstrom nimmt die ribosomale
Dissoziation zu, das mitochondriale Membranpotential ab und die Zellen
durchlaufen apoptotische Reaktionen. ¥ Durch die verminderte kontraktile
Funktion, verliert das Herz an Struktur, die VentrikelgroRe und das

Fullungsvolumen nehmen zu. %

Durch diese paradoxe Expansion und
Ausdinnung des Myokards, sowie die Degradation der Kollagene verliert das
Herz an struktureller Integritat. 271 S0 korreliert die GroRRe des Herzens mit einer

erhohten Mortalitat der Patienten.
1.2 Kardiales Interstitium

Der nicht-muskulare Anteil des Myokards wird als kardiales Interstitium oder
auch ECM bezeichnet. BY Es besteht insgesamt aus einem fibrillaren
Bindegewebe, Zellen wie den Fibroblasten oder Plasmazellen, und einer
gelartigen Grundsubstanz bestehend aus Glykosaminoglykanen und

Glykoproteinen. Des Weiteren befinden sich hier kardiale Nerven und die



Koronargefalie. 3% Das Interstitium erfiillt verschiedene Funktionen: Es stellt ein
strukturelles Grundgerist zur Einbettung der Myozyten dar, sorgt fur den
Schutz vor Bakterien und Viren sowie fur die Nahrstoffversorgung der
Myozyten. ®® Die ECM ist ein wichtiger Bestandteil in der Regulation des
Zellverhaltens und bestimmt die Adh&sion, Migration, Proliferation und

Differenzierung von Zellen. "

Der Hauptbestandteil des kardialen Interstitiums, das Kollagen, besteht zu 85%
aus Kollagen I, welches durch seine dicken Fasern Reil3festigkeit vermittelt, und
zu einem geringen Anteil aus Kollagen Ill, welches mit seinen diinnen Fasern
die strukturelle Integritat erhalt. ®° Das Kollagen wird durch Fibroblasten
produziert, welche auch fiir die Orientierung der Fasern im Myokard sorgen. *®
Aus den Fibroblasten entwickeln sich im Bedarfsfall Myofibroblasten. Diese
besitzen durch einen erhdhten «<-smooth muscle actin- (x-SMA-) Anteil die
Fahigkeit die ECM zu kontrahieren und weisen eine erhdhte Aktivitat fur die

Kollagenproduktion auf. °!
1.2.1 Kardiale Reparaturmechanismen

Die Anpassungsreaktionen, die nach einer Schédigung des Myokards mit
Apoptose von Myozyten und strukturellem Funktionsverlust stattfinden, werden
zusammenfassend als kardiales Remodeling bezeichnet. Sie sind fir die
funktionelle Integritat des Gewebes entscheidend und bilden einen Widerstand
zu den verdnderten Volumen- und Druckbelastungen der Ventrikel. Das
Ausmald des Infarktheilungsprozesses beeinflusst direkt das linksventrikulare
Remodeling und die Prognose des Patienten. *? Die Regenerationsfahigkeit
des Herzens ist jedoch so limitiert, dass der Prozess immer mit

Funktionseinschrankungen verbunden ist. ™

Das kardiale Remodeling ist ein komplexer Prozess, in den verschiedene
biologische Prozesse wie Entziindung, Regulation der ECM, Fibrose, Zelltod
und Angiogenese involviert sind. Es kommt zu einer strukturellen Umgestaltung

[40]

und Reorganisation des uberlebenden Myokards. Insgesamt fuhren

physikalische und biochemische Veradnderungen zu einer Vergréf3erung und
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Ausdunnung der Ventrikelwand. B51 Des Weiteren erhoht sich im insuffizienten
und chronisch-ischamischen Herzen der relative Anteil der ECM durch die

Vervielfaltigung der Matrix-Bestandteile und der nicht-myozytaren Zellen.

Der Reparaturprozess kann in drei Phasen unterteilt werden:
Entzindungsphase, Proliferationsphase und Reifungsphase. Wahrend der
Entzindungsphase kommt es durch die Hypoxie und den Tod von
Kardiomyozyten zur Freisetzung von freien Sauerstoffradikalen sowie zur
Chemokin- und Zytokin-Synthese. Dieses fuhrt zur Freisetzung von Leukozyten
und endothelialen Adhasionsmolekulen, welche in das infarzierte Gewebe
einwandern und die Entziindung vorantreiben. *? Innerhalb von Minuten nach
der Verletzung des Gefal3es fuhrt die Apoptose von Zellen in der Media und der
glatten Muskelzellen (smooth muscle cells; SMC) zu einem Substanzverlust der
GefaRwand mit Dilatation. ™! Dadurch kommt es zu einer VergroRerung des
Kammervolumens. 2 Das Infarktgebiet vergroRert sich. “® Wahrend der
Proliferationsphase werden die Entzindungsmediatoren supprimiert und
Fibroblasten und endotheliale Zellen infiltrieren die Wunde. Innerhalb von
Tagen bis Wochen begehen die meisten Entziindungszellen Apoptose.
Aktivierte Myofibroblasten produzieren ECM-Proteine und fibrovaskuléres
Granulationsgewebe. In der Reifungsphase unterliegen die Fibroblasten und die
vaskularen Zellen dem programmierten Zelltod, wodurch eine Narbe mit

(12]

guerverlaufenden Kollagenfasern entsteht. Dieses Narbengewebe ist

vermindert kontraktil und besteht aus einem reduzierten zellularen Anteil.
Die adaguate Formierung einer Narbe an Stellen des nekrotischen Myokards ist
eine Langzeitadaptation des Herzens zur Bewahrung der strukturellen Integritat

der Ventrikel und zum Schutz vor einer akuten Ventrikelruptur. #°!

1.2.2 Fibrose

Physiologisch wird die Wundheilung besonders durch die profibrotischen
Proteine TGF-B und Connective Tissue Growth Factor (CTGF) und die
antifibrotischen Proteine Tumornekrose-Faktor-a (TNF-a) und Interferon-y (IFN-
y) balanciert. Hierbei fordern das TGF-3 und das CTGF die ECM-Produktion.

431 Obertrifft die Neubildung durch gesteigerte Synthese den Bedarf, kommt es

11



zu einem Funktionsverlust der umliegenden Zellen. 44 Dies wird als Fibrose

bezeichnet und fiihrt zu schweren Organschaden. [*°!

Die kardiale Fibrose erfolgt als reparative Reaktion auf den nekrotischen Verlust

¢l Durch die Freisetzung

von Myozyten und reaktiv im interstitiellen Gewebe.
von lysosomalen Enzymen und der Einwanderung von Entzindungszellen in
das Infarktgebiet werden Zytokine und Wachstumsfaktoren frei. *? Durch diese
Freisetzung wird die Proliferation der Fibroblasten generiert und die Produktion
von ECM-Bestandteilen eingeleitet. Die Kollagenmatrix im Interstitium nimmt zu,
die Kollagen-Formation und -organisation und das Cross-Linking &ndern sich
und der Kollagen-Typ verschiebt sich, hin zu einer vermehrten Expression von
Kollagen Typ I. ®® Diese Anderungen in der Kollagenexpression bestimmen, ob
eine Anpassungsreaktion pathologisch wird. So kommt es bei der Entstehung
einer Fibrose zu einem exzessiven Reparaturmechanismus, der durch
vermehrte Aktivierung der profibrotischen Zytokine und vermehrte ECM-
Proliferation hervorgerufen wird. % Eine Uberproduktion, wie sie im Rahmen
einer Herzinsuffizienz oder Herzhypertrophie entsteht, resultiert in einem
negativen Effekt auf die Kontraktilitat des Myokards, einer erhohten
myokardialen Steifigkeit. 8] Es entsteht eine gestorte Relaxationsfahigkeit des

Herzens wihrend der Diastole. 1!
1.2.3 Herzinsuffizienz

Die Ursache einer Herzinsuffizienz liegt in einer eingeschrankten Funktion des
linken und/oder rechten Ventrikels, zum Beispiel verursacht durch arterielle
Hypertonie, koronare Herzkrankheit oder nicht-ischdmische Kardiomyopathie. g
Unabhangig von ihrem Ursprung geht die Herzschwéache mit Fibrose, Steifigkeit
und Dilatation der Ventrikel sowie Kontraktilitatsverlust des Myokards einher. %%
Entsteht sie im Anschluss an ein ACS fuhrt oft die Entstehung einer
bindegewebigen Narbe mit Hypertrophie und Dilatation des Ventrikels im zu
einer linksventrikularen Dysfunktion. ?? Es kommt zu Veranderungen der

B9 zusatzlich zu  der

Ventrikelgeometrie und der Hamodynamik.
Grollenzunahme der einzelnen Myozyten und der gesteigerten

Proteinsynthese, aullert sich die Hypertrophie auch in einer veré&nderten
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Zusammensetzung des myokardialen Bindegewebes. Durch die vermehrte
Expression von Kollagen entsteht eine narbige Fibrose, mit abnehmender
Kontraktilitat. *® Dieses Narbengewebe bestimmt in Abhangigkeit seiner GroRe
die Prognose des Patienten. ! Verschiedene Versuche, die GréRe und
Struktur des Narbengewebes gunstig zu beeinflussen, hatten bis heute nur
teilweise Erfolg. ¥ 3 Des Weiteren kommt es durch die Einlagerung der
bindegewebigen Fasern in das Myokard zu elektromechanischen
Veranderungen und zu einem erhohten elektrischen Widerstand. Als Folge
kann die Erregungsausbreitung der Herzaktion gestort sein. Dadurch kénnen
Reentry-Effekte und Arrhythmieneigung entstehen und es kann zum plétzlichen
Herztod kommen. ¥ Haufig filhrt der strukturelle Umbau des Herzens zu einer

schweren Kardiomyopathie, dessen Folge das Herzversagen ist. **

1.3 Das Zytokin TGF-R1 im Herzen

TGF-[3 ist ein pleiotropes Zytokin mit drei Isoformen (TGF-R1, TGF-32 und
TGF-R3). % Diese sind sich sehr dhnlich und haben tberlappende Funktionen.
47 Die TGF-Bl-Isoform ist fast ubiquitir exprimiert. *? Sie ist in den
Thrombozyten etwa 40-100mal héher konzentriert als in anderen Zellen ¥ und
wird im Zuge der Thrombozytenaktivierung an die Zelloberflache transportiert.
7 Die zwei anderen Isoformen sind an bestimmte andere Gewebstypen

gebunden. *?

In den vergangenen Jahren ist TGF-R1 auch hinsichtlich seiner Rolle im Herzen
nach Myokardinfarkt und bei Herzinsuffizienz untersucht worden. Nach
Gewebeverletzungen Ubernimmt es eine wichtige regulatorische Funktion in der
Gewebereparatur. ¥ Es sorgt physiologisch fiir ein Gleichgewicht zwischen der
notigen Wundheilung und einer exzessiven Narbenbildung mit Funktionsverlust
B9 Durch die Induktion der Fibronektin-, «<-SMA- und der Kollagen-Typ I-
Expression ¥ induziert es die Transition von Entziindungsprozessen auf
Narbenbildung. Die Etablierung einer bindegewebigen Narbe nach einem
Myokardinfarkt ist entscheidend fur die Funktionsaufrechterhaltung des
Gewebes und insofern ein prognostisch wichtiger Faktor. 01 pas TGF-R1 ist

durch die Stimulation des Kardiomyozyten-Wachstums und die Induzierung der

13



interstitiellen Fibrose in die Entwicklung der hypertrophen und dilatativen
Kardiomyopathie involviert. Zeitgleich nimmt es Einfluss auf die Funktion der
Endothelzellen, reguliert ihre Aktivitdt und generiert die Bildung eines neuen

GefaRsystems. 2

Das TGF-R31 beeinflusst durch die Proliferations- und Apoptose-Modulation
sowie die Aktivierung und Differenzierung verschiedener Zielzellen ®Y das
Wachstum von mesenchymalen Fibroblasten % und reduziert den ECM-Abbau,
indem es Proteasen inhibiert. *? Dadurch schiitzt es die strukturelle Integritat
des Herzens nach Schadigung. *® Jedoch induziert es gegebenenfalls durch
die fibrotische Reaktion das pathologische hypertrophe Remodeling. ™2 So
konnte gezeigt werden, dass seine Konzentration im kardialen Gewebe, an
fibrotischen Bereichen und bei Herzinsuffizienz erhéht ist und dort die Kollagen-
Ablagerung stimuliert. 3 Mause mit einer erhdhten Stimulation dieses Zytokins
entwickelten signifikant mehr Herzhypertrophie und interstitielle Fibrose. [54]
Wurde der Spiegel durch Heterozygotie ®° bzw. die Deletion des Gens P
reduziert, traten hingegen weniger alter-assoziierte kardiale Fibrose und
diastolische Dysfunktion auf. P Des Weiteren steuert TGF-R1 den
Fibroblasten-Phanotyp hin zur Differenzierung in Myofibroblasten. B9 piese
produzieren vermehrt Kollagen und besitzen durch erhéhte Spiegel von «-SMA
die Fahigkeit sich zu kontrahieren. ¥ Bei Mausen mit der Deletion im Gen,
konnte eine geringere Expression von diesen Myofibroblasten im Vergleich zu

Wildtyp-Mausen nachgewiesen werden. 1°®

Die Aktivitdt wichtiger Wachstumsfaktoren wie beispielsweise des
zysteinreichen Proteins CTGF wird ebenfalls von TGF-R1 moduliert. "' Nach
der Induktion triggert es zellulare Prozesse, die der Fibrosierung unterliegen.
Dazu gehoren die Zellproliferation, Adhésion, Migration und Synthese der ECM.
43 Eine Erhohung der CTGF-Aktivitat korreliert mit dem Ansteigen der
Konzentrationen an Fibronectin, Kollagen Typ | und Plasminogen-Activator-
Inhibitor-1 (PAI-1). Da die Expression von CTGF bei Patienten, die an einer

ischamischen Herzkrankheit leiden, erhoht ist und mit dem TGF-R-Gehalt
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korreliert, wird angenommen, dass CTGF ein wichtiger Mediator am Herzen ist.
[57]

Da TGF-R1 in groBen Mengen von den Thrombozyten ausgeschiittet wird und
in fibrotische Reaktionen involviert ist, war die Motivation der vorliegenden
Studie die Einflussfaktoren auf die Oberflachenexpression von TGF-B1 auf
Thrombozyten bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit zu untersuchen und

somit Regenerationsprozesse nach Myokardinfarkt zu ergriinden.
1.4  Klinische Relevanz

Die Hauptursache der Patientensterblichkeit nach tberlebtem Myokardinfarkt
liegt heutzutage besonders in der langfristigen Entwicklung einer
Herzinsuffizienz. ™ Diese wird nicht nur durch den Verlust der Myozyten
hervorgerufen, sondern besonders durch den Prozess des kardialen
Remodelings. %

Der Reparaturprozess des Myokards ist fur die Integritdt des Herzens von
entscheidender Bedeutung. Er kann aber auch zur Fibrose mit Verformung und
Dilatation der Herzkammern fuhren, welche oft im akuten Herzversagen enden.
91 Bis heute gibt es keine klinische Therapie, die zur Verringerung des
Verlustes der Kardiomyozyten, beziehungsweise der Minimierung des
Uberschiefenden kardialen Remodelings, fuhrt. 8 Ziel der Forschung ist es,
die Mechanismen der Gewebereparatur zu ergrinden und positiv zu
beeinflussen. Thrombozyten sind seit einigen Jahren hierbei im Fokus der
Wissenschaft. Ihre Rolle in der Entwicklung des Infarktes und der Progression
der Herzinsuffizienz mit myokardialen Umbauprozessen ist Grundlage im
Verstandnis des Wirkungsgefiiges. Im Mittelpunkt der Forschung steht eine
moglichst gute Wiederherstellung der myokardialen Funktion zu erreichen,
sowie die Entstehung weiterer kardiovaskularer Ereignisse und der

Herzinsuffizienz zu verhindern.

In den vergangenen Jahren wurde TGF-R1 als ein wichtiger Regulator in der

Entwicklung der Herzinsuffizienz entdeckt. Es wird besonders von den
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Thrombozyten freigesetzt und férdert die Narbenbildung, sowie die Entwicklung
der kardialen interstitiellen Fibrose. “® Durch Blockierung des TGF-B im
Skelettmuskel sieben Tage vor einer Ligatur der linken Koronararterie in
Tierversuchen wurde bereits der Entstehungsmechanismus der Fibrose am
Herzen von Mausen untersucht. *? Bisher gibt es allerdings keine Studien, die
den Einfluss der thrombozytaren Oberflachenexpression auf die Entwicklung

der Herzinsuffizienz und der Mortalitatsrate bei Menschen untersucht haben.
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2. Material und Methodik
2.1  Studienpopulation

In einer Kohortenstudie wurde in der medizinischen Klinik 1l der
Universitatsklinik Tldbingen in der Zeit vom 30.04.2012 bis zum 30.04.2013 eine
Gesamtzahl von 299 konsekutiven Patienten untersucht, die in der Klinik auf
Grund einer symptomatischen KHK eine koronare Intervention erhielten. Die
Blutproben wurden wahrend der perkutanen Koronarintervention (PCI)
gewonnen und innerhalb von einer Stunde im Labor aufgearbeitet, um den
Serumspiegel von TGF-B1 und Glykoprotein Ib  (GPIb) mittels
Durchflusszytrometrie  zu  analysieren. Einen  Uberblick Uber die

demographischen Daten der Studienpopulation bietet die Tabelle 1.

Die Medikation vor Klinikankunft wurde bericksichtigt, jedoch nicht die
antithrombozytare Medikation, die als Loading Dose direkt vor der
Koronarintervention in der Klinik gegeben wurde. Bei Patienten mit oraler
Langzeitantikoagulations-Medikation und einem Niedrig-Risiko Non-ST-
Elevations-Myokardinfarkt  (NSTEMI) wurde die  Koronarintervention
gegebenenfalls verschoben (8,4%), bis die Patienten eine International
normalized Ratio (INR) < 2 hatten. Bei wenigen Patienten (<5%) mit Hoch-
Risiko NSTEMI oder ST-Elevations-Myokardinfarkt (STEMI), wurde die PCI

unter oraler Antikoagulation durchgefuhrt.

Als symptomatische KHK-Patienten galten Patienten, die entweder eine SAP
oder ein ACS entwickelten. Eine SAP wurde diagnostiziert bei typischem
belastungsabhangigem Schmerz und/oder einem pathologischen
Belastungstest bei gleichzeitig negativem myokardialen Ischamiemarker
Troponin | (cTnl). Als belastungsabhangiger Schmerz wurde der Brustschmerz,
Kieferschmerz, Schulter-, Becken- oder Armschmerz aufgefiihrt, der durch
emotionalen Stress auftrat und durch Ruhe oder Nitroglyzerin ricklaufig war.
145 von 299 Patienten erflllten diese Kriterien einer SAP. Die Diagnose eines
ACS wurde bei den restlichen 154 Patienten der Gesamtgruppe in der

Notaufnahme durch Zunahme der Angina Pectoris Beschwerden, durch
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pathologische Elektrokardiographie (EKG)-Verdnderungen oder durch
Ansteigen des kardialen Biomarkers c¢Tnl gestellt. Folgende EKG-
Veranderungen sind als Ischamie bedingte Verdnderungen anzusehen: neue
signifikante ST-Strecken- oder T-Wellen-Deformierungen, Auftreten eines
neuen Linksschenkelblocks oder die Entstehung einer pathologischen Q-Zacke.
Des Weiteren wurde die Diagnose eines ACS gestellt, wenn
Ischamiesymptome oder neue myokardiale Wandbewegungsstorungen
auftraten, sowie wenn mittels Angiographie ein neuer intrakoronarer Thrombus

entdeckt wurde.
2.2  Diagnosestellung

Die vorlaufige Diagnose erfolgte in der medizinischen Klinik [l der
Universitatsklinik Tdbingen durch den behandelnden Arzt. Zur Diagnosestellung
wurden  EKG-Auswertungen sowie Laborwerte, insbesondere cTnl
hinzugezogen. Anamnestisch wurden die aktuellen Beschwerden, wie auch
Vorerkrankungen, Medikation zum Aufnahmezeitpunkt, kardiovaskulare
Risikofaktoren und die Familienanamnese ermittelt. Die Patienten wurden in die
Diagnosegruppen SAP und ACS eingeteilt. Die ACS-Patienten wurden durch
das EKG weiter in die Gruppen STEMI und NSTEMI unterteilt. Diese Patienten
erhielten entsprechend der Richtlinien des American College of Cardiology
(ACC) eine direkte koronarangiographische Untersuchung in der medizinischen
Klinik. Patienten mit SAP wurden in der Klinik elektiv koronarangiographiert.

Wahrend der Herzkatheter-Untersuchung wurde die Diagnose gesichert.
2.3  Studienaufbau und Studiendesign

Die aktuelle Studie wurde im Rahmen der TuePic-Forschungsgruppe von der
Universitat Tidbingen genehmigt und von der zustandigen Ethik-Kommission
anerkannt (270/2011B0O1). Sie richtet sich nach der Deklaration von Helsinki an
den Richtlinien fur gute klinische Praxis. Alle Patienten wurden im Rahmen der
TuePic-Aufklarung sowohl mindlich als auch schriftlich Gber die Teilnahme an
der Studie aufgeklart und unterzeichneten schriftlich ihr Einverstandnis.

Patienten, die ihr Einverstdndnis verweigerten oder die wahrend der

18



Herzkatheteruntersuchung verstarben, wurden nicht in die Studie

aufgenommen.

Die Blutproben fir unsere Studie wurden wéhrend der Koronarintervention nach
Verabreichung von 2500 I.E. unfraktioniertem Heparin aus der Arteria femoralis
entnommen und in 5ml CPDA-RdAhrchen (Citrat Phosphat Dextrose Adenin-
Roéhrchen) abgefullt. Die Proben wurden innerhalb von 1 Stunde nach
Studienprotokoll gefarbt und analysiert. Die lickenlose Studienaufnahme der
Probanden sowie die schnelle Verarbeitung der Proben innerhalb von zwei
Stunden nach Entnahme erforderten eine 24-Stunden-Rufbereitschatft.

2.4  Follow-up

Alle Patienten wurden nach ihrer Koronarintervention fur ein Jahr auf klinische
Events nachverfolgt. Hierbei lag der Fokus der Nachverfolgung auf
kardiovaskularen Ereignissen wie erneutem akutem Infarktgeschehen sowie
Todesfall und -ursache. Die Patienten wurden per Telefon interviewt und/oder
relevante Informationen aus Patientenakten tbernommen. Die linksventrikulare
Ejektionsfraktion (LVEF%) der ACS-Patienten wurde mittels transthorakaler
Echokardiographie wahrend des Klinikaufenthaltes sowie erneut nach drei
Monaten bestimmt. Hierzu wurde die 2D-Echokardiographie genutzt um mittels
manueller Planimetrie durch die Grenzen des Endokards im enddiastolischen
und endsystolischen Zustand Ruckschlisse auf die ventrikulare Pumpfunktion
ziehen zu kénnen. Zehn Patienten konnten nach einem Jahr nicht verfolgt

werden (3%).
2.5 Material

Gerate
FACS-Calibur flow cytometer (Becton-Dickinson, East Rutherford, NJ, USA)

Pufferlésungen und weitere Losungen

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) (Gibco, Darmstadt, Hessen, Germany)
0,5% Paraformaldehyd (PFA) (Merck, Darmstadt, Germany, Art.818715)
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Antikdrper fur die Durchflusszytometrie

Mouse Anti-human TGF-B1-PE (R&D Systems, Clone 9016, Katalognummer:
IC240P, Ig-Klasse: IgG1, Minneapolis, MN, USA)

Plattchenspezifischer Mause Anti-Human-Marker fur Glykoprotein Ib: GPIb-
FITC / CD42b-FITC (Beckman Coulter, Clone SZ2, Brea, CA, USA)

Isotypenkontrolle fir die Durchflusszytometrie

Isotypkontrolle fur TGF-R: Monoclonal Mouse IgG1l PE (R&D Systems, Clone
9016, Minneapolis, MN, USA)

Blutprodukte fir die Durchflusszytometrie

Vollblut der Patienten, die in unserer Medizinischen Klinik behandelt wurden

und in die Studie eingeschlossen wurden.
2.6  Methodenangabe mit Fehlerbreite
2.6.1 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie oder Fluorescence-activated Cell-Sorting (FACS)-
Analyse gehort in der Hamostaseologie fur die quantitative und qualitative
Analyse von Zellen und Oberflachenproteinen zu den Standardverfahren. Mit
ihrer Hilfe kann die Diagnostik seltener hereditarer Thrombozytendefekte wie
klassische Membranrezeptordefekte betrieben werden. Auferdem koénnen
Sekretionsdefekte der a- und &-Granula aufgedeckt sowie Thrombozytenzahlen
bestimmt werden. Sie dient als Qualitatskontrolle von
Thrombozytenkonzentraten und ermoéglicht einzelne Thrombozyten zu
untersuchen und spezifische Antigene oder Bindungen von Liganden zu
analysieren. Das Prinzip der Durchflusszytometrie ist die Anstrahlung der
Zellflussigkeit mit einem Laser. Beim Vorbeifihren von markierten Zellen an
dem Laserstrahl werden die Reflektionen der Fluoreszenzsignale detektiert. Die
Intensitat des Fluoreszenzsignals korreliert mit der Menge der gebundenen

Antikorper-Molektlen und somit mit der Expression des jeweiligen Antigens.

In der vorliegenden Studie wurde die Durchflusszytometrie genutzt um

Thrombozyten durch ihr Volumen im Vollblut zu identifizieren und die
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Oberflachenexpression von TGF-R1 auf den Thrombozyten zu bewerten. Die
Analyse der Zellen erfolgte nach biochemischen Farbemethoden mit
fluoreszenzmarkierten monoklonalen Antikdrpern. Die Lokalisation der
Thrombozyten im Vollblut wurde durch die thrombozytdre Ausbildung des
Antigens Cluster of differnetiation 42b (CD42b) ermittelt. Dieses wurde auf der
Plattchenmembran mit Antikérpern gefarbt und die Anzahl verschiedener
Thrombozytenrezeptoren sowie die Sekretion von Chemokinen aus den
Thrombozytengranula durch die Bindungsfahigkeit von Liganden an
Rezeptoren, bestimmt. Das Ergebnis muss jeweils mittels Isotypkontrolle mit
einem Immunglobulin G1-Phycoerythrin (IgG1-PE) Mause-Antikorper evaluiert
werden. Referenzbereiche werden vor jeder Untersuchung definiert und in
exakten Protokollen festgeschrieben. In der Untersuchung wurde der
Schwellenwert fur TGF-B bei 610nm im Kanal FL-1 PMT definiert. Die

Auswertung erfolgt mittels Histogramm.

Beeinflusst wird die Messung durch Stor- und EinflussgréRen wie den
unterschiedlichen Thrombozytenzahlen im Blut, Verdinnungsfaktoren, sowie
dem Kalziumgehalt im Blut (z.B. durch Antikoagulation). Weiteren Einfluss
haben Defekte der Thrombozytenmembranrezeptoren und vor allem spezielle
Antikbrper gegen Membranbestandteile sowie Medikamente wie Aspirin,
Adenosindiphosphat- (ADP)-Rezeptor-Antagonisten wie Clopidogrel und
Glykoprotein  (GP)-lIb/llla-Rezeptor-Blocker. Durch eine unzureichende
Standarisierung kann es so zu einer grof3en intra- und interlabortechnischen
Variabilitat kommen. Zudem bereitet das enge Zeitfenster zur Verarbeitung der
Proben durch kurze Thrombozyten-ex vivo-Uberlebenszeit Schwierigkeiten in
der Analyse. Deswegen wurden die Proben innerhalb von einer Stunde nach
Gewinnung verarbeitet und anschlieBend analysiert. Bei der Interpretation der
Testergebnisse mussen die Einfluss- und Storgrol3en mitberechnet werden und

gegebenenfalls eine zweite Kontrollanalyse vorgenommen werden.
2.6.2 Verarbeitung der Blutproben

Fur die vorliegende Studie wurde die Oberflachenexpression von TGF-31 auf

Thrombozyten mit Hilfe des Durchflusszytometers untersucht. Hierfir benutzten
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wir Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierte monoklonale Maus-Antikérper
gegen CD42b. Geeignete Maus-lgG1 PE-konjugierte monoklonale Antikorper

wurden fur die Messung und die Isotypenkontrolle verwendet.

Fur die Messungen wurden 10ul CPDA-Blut in 490ul PBS-L6sung in einem
Verhaltnis von 1:50 verdunnt. Dann wurden 10yl Ldsung mit 5Spl des
Antikérpers TGF-R1-PE und 5ul des plattchenspezifischen Markers CD42b-
FITC, mit weiteren 5ul PBS fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieRend mit 300yl 0,5% Paraformaldehyd fixiert. Fur die Isotypenkontrolle
wurde TGF-B1-PE mit 5yl CD42b-FITC und 10ul des im Verhaltnis 1:50 mit
PBS verdiunnten Blutes fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Probe mit 300pl 0,5% Paraformaldehyd fixiert und alle
Proben mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die Ergebnisse wurden mit
FACSCalibur gemessen. Die Ergebnisse der Messungen ergaben ein typisches
DotPlot-Diagramm. Der geometrische Mittelwert fir TGF-B1 wurde in jeder
Probe mittels CellQuestPro ® Software analysiert. Die TGF-R1-Intensitat wurde
im Kanal FL1 bei 610nm bestimmt (Gate R1 fur TGF-R1, fur die Isokontrolle
Gate R2). Die Ergebnisse wurden als linearer Wert dargestellt.

2.6.3 Statistische Analyse und Datendarstellung

Fur die statistische Analyse und Datenerstellung wurden SPSS Version 23.0 fur
Windows (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) und Microsoft Excel 2010
(Microsoft, Remond, USA) verwendet. Normalverteilte Daten wurden mittels des
T-Tests fur unabhéngige Stichproben ausgewertet und mit dem Median +
Standardabweichung (SA) prasentiert. Die Normalverteilung wurde mittels
Kolmogorov-Smirnov-Test Uberprift. Um eine Normalverteilung zu verbessern,
wurden die TGF-R1-Werte mit Hilfe der Box-Cox-Methode transformiert. Nicht-
parametrische Daten wurden mit Hilfe des U-Test von Mann und Whitney
verglichen. Diese Daten wurden mit dem Median und der 25sten und 75sten
Perzentile angegeben und mittels BoxPlot-Diagrammen graphisch dargestellt.
Aus dem Allgemeinen Linearen Modell (ALM) wurde mit Hilfe der univariaten
Analyse auf Kovarianzen die unabhangige Assoziation der TGF-31-Spiegel

dargestellt. Variablen, die hier untersucht wurden, bezogen sich auf
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kardiovaskulére Risikofaktoren, kardiovaskulare Medikation bei Klinikaufnahme,
das akute Koronarsyndrom, die Nierenfunktion sowie die linksventrikulare
Auswurffraktion (LVEF%). Der T-Test fur verbundene Stichproben wurde
angewendet, um Unterschiede der LV-Funktion zu zwei Zeitpunkten (wahrend
des Klinikaufenthaltes und 3 Monate nach PCI) bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom zu untersuchen. Die Cox-Regressionsanalyse wurde
angewandt, um eine Assoziation von kontinuierlichen Werten des TGF-31
(nach Transformierung mittels Box-Cox-Methode) mit dem kombinierten
kardiovaskularen Endpunkt (Tod und/oder STEMI) direkt nach der Bestimmung
von epidemiologischen Faktoren, welche das Outcome bei kardiovaskularen
Erkrankungen beeinflussen, zu bestimmen. Die zeitabhédngige kovariate
Methode wurde benutzt, um das proportionale Gefahrdungsrisiko zu
untersuchen. Im Follow-Up wurde als vordefinierter Endpunkt das Versterben
und/oder Myokardinfarkt (STEMI) wéhrend der 12-Monate des Follow-ups
definiert. Bei 255 Patienten wurde das Zutreffen des Endpunktes und die
Abhangigkeit von hohen und niedrigen TGF-31-Spiegeln (£ Median und >) mit
dem zweiseitigen Signifikanzwert von 5% bestimmt. Die kumulative
ereignisfreie Uberlebensfunktion wurde mit Hilfe der Kaplan-Meier-Kurve und
der Hazard-Funktion dargestellt. Der Log-rank-Test wurde angewendet, um ein
kumulatives Uberleben bei Patienten mit hohen oder niedrigen TGF-R1-Werten

(< Median versus > Median) zu vergleichen.
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3. Ergebnisse

3.1 Die Studienpopulation

In diese Studie wurde eine Population von 299 konsekutiven Patienten
die
koronaren Herzkrankheit in der Medizinischen Klinik 11l in TUbingen untersucht

integriert, innerhalb eines Jahres aufgrund ihrer symptomatischen
wurden. Anhand der Klinik konnte bei 145 Patienten eine SAP diagnostiziert
werden, wahrend 154 Patienten die Diagnose eines ACS erhielten. Hierbei war
die SAP definiert als klinische Beschwerdesymptomatik, ohne Laborwert- oder
EKG-Bild-Veranderungen. ACS umfasste die instabile Angina Pectoris, den

STEMI, den NSTEMI und den kardialen Herztod an sich. Tabelle 1 zeigt die

demographischen Daten der Studienpopulation bei Klinikaufnahme.

Charakteristika

Gesamtpopulation

ACS

SAP

(n=299)

(n=154)

(n=145)

n Manner 219 (73,2%) 116 (75,3%) | 103 (71,0%)
n Frauen 80 (26,8%) 38 (24,7%) | 42 (29,0%)
Alter (Jahre; Mittel £ SA) 68 (+ 12) 69 (+ 12) 68 (+ 11)
Kardiovaskulare Risikofaktoren

Art. Hypertonie

262 (87,6%)

126 (81,8%)

136 (93,8%)

HLP

195 (65,2%)

90 (58,4%)

105 (72,4%)

Diab. mellitus Il

85 (28,4%)

45 (29,2%)

40 (27,6%)

Rauchen

56 (18,7%)

27 (17,5%)

29 (20,0%)

Ex-Rauchen (>6 Monate)

55 (18,4%)

26 (16,9%)

29 (20,0%)

Klinische Faktoren

VHF

65 (21,7%)

34 (22,1%)

31 (21,4%)

LVEF% (Mittel = SA)

49,7 (+ 11,1)

48,2 (+ 11,0)

51,2 (+ 11,2)

LVEF% normal

128 (42,8%)

52 (33,8%)

76 (52,4%)

LVEF% leicht reduziert

68 (22,7%)

41 (26,6%)

27 (18,6%)

LVEF% moderat
eingeschrankt

55 (18,4%)

35 (22,7%)

20 (13,8%)

LVEF% stark

45 (15,1%)

24 (15,6%)

21 (14,5%)
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eingeschrankt

LVEF% unbekannt

3 (1,0%)

2 (1,3%)

1 (0,7%)

GFR (Mittel + SA)

75,2 (+ 24,8)

75,3 (£ 26,9)

75,1 (+ 21,6)

Medikation bei Klinikankunft

ASS 178 (59,5%) 83 (53,9%) | 95 (65,5%)
Clopidogrel 64 (21,4%) 18 (11,7%) 46 (31,7%)
Prasugrel 9 (3,9%) 2 (1,3%) 7 (4,8%)
Ticagrelor 16 (5,4%) 9 (5,8%) 7 (4,8%)
OAK 33 (11,0%) 13 (8,4%) 20 (13,8%)
ACE-Hemmer 144 (48,2%) 63 (40,9%) | 81 (55,9%)
AT1-R-Antagonisten 48 (16,1%) 23 (14,9%) 25 (17,2%)
3-Blocker 173 (57,9%) 74 (48,1%) | 99 (68,3%)
Statine 169 (56,5%) 72 (46,8%) | 97 (66,9%)

Tabelle 1: Demographische Daten der Studienpopulation.

(n: Anzahl; SA: Standardabweichung; Art. Hypertonie: Arterielle Hypertonie; HLP:
Hyperlipoproteinamie; Diab. mellitus II: Diabetes mellitus Typ Il; VHF: Vorhofflimmern;
LVEF%: Linksventrikulare Auswurffraktion in  Prozent; GFR: Glomerulare
Filtrationsrate; ASS: Acetylsalicylsdure; OAK: Orale Antikoagulation; ACE-Hemmer:
Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer; AT-1-R-Antagonisten: Angiotensin-1-
Rezeptor-Antagonisten)

3.2  Thrombozytédres TGF-31 und Klinik

Die Oberflachenexpression von TGF-R1 auf Thrombozyten wurde in
Abhangigkeit von Kklinischen Faktoren wie kardiovaskularen Risikofaktoren,

Komedikation oder Patientencharakteristika untersucht (Tabelle 2).

Variable TGF-R31 Median Point Estimates p

pg/ml (95% KI)

Kardiovaskulare Risikofaktoren

Art. Hypertonie 12,2/ 13,5 (ja / nein) -2,6675 (-3,391 - 1,944) | 0,593
HLP 11,8 /14,6 (ja/nein) | -1,9515 (0,791 - 4,694) | 0,006
Diab. mellitus Il | 11,9/12,4 (ja/nein) | -1,610 (-1,008 - 2,212) | 0,462
Raucher 12,1/12,3 (ja/ nein) -2,1975 (-2,580 - 1,815) | 0,732

Medikation bei Klinikaufnahme
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[3-Blocker 12,1/ 13,3 (ja/ nein) -1,702 (-1.209 - 2,195) | 0,568
ACE-Hemmer 12,4/ 12,3 (ja/ nein) -1,570 (-1,917 - 1,223) 0,664
Statine 12,2/ 13,0 (ja / nein) -2,1735 (-2,929 - 1,418) | 0,494
Clopidogrel 12,1/12,6 (ja/ nein) -1,9875 (-2,011 - 1,964) | 0,981
Prasugrel 10,3/ 12,4 (ja/ nein) -4,108 (-2,708 - 5,508) 0,503
Ticagrelor 10,7/ 12,4 (ja/ nein) -3,0765 (-0,653 - 5,500) | 0,122
Klinische Faktoren
Alter - -0,077 (-0,092 - 0,062) 0,705
Geschlecht 12,3/12,3 (w/ m) -1,6345 (-1,682 - 1,587) | 0,954
LV-Funktion - -0,0675 (-0,062 - 0,073) | 0,866
GFR - -0,033 (-0,040 - 0,026) | 0,667
ACSvs. SAP | 13,4/11,7 (ACS/SAP) | -1,4885 (-3,086 - -0,109) | 0,036

Tabelle 2: Univariate Analyse auf Kovarianzen

ACS-Patienten zeigen eine hoéhere Oberflachenexpression von TGF-R1 als SAP-
Patienten. (95%KI: 95%-Konfidenzintervall; Art. Hypertonie: Arterielle Hypertonie; HLP:
Hyperlipoproteindmie; Diab mellitus II: Diabetes mellitus Typ II; ACE-Hemmer:
Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmer; LV-Funktion: Linksventrikulare Funktion;
GFR: Glomerulare Filtrationsrate; ACS: Akutes Koronarsyndrom; SAP: Stabile Angina
Pectoris)

Durch die univariate Analyse auf Kovarianzen mit dem TGF-[1-Spiegel als
abhangige Variable und Klinischen Faktoren als Kofaktoren konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit ACS (n=154) eine signifikant hdhere
Oberflachenexpression von TGF-31 im Vergleich zu Patienten mit SAP (n=145)
aufwiesen (p=0,036). Hierbei betrug der Median der TGF-R1-Konzentration,
gemessen in pg/ml, bei ACS 13,4 versus 11,7 bei SAP (Point Estimates; 95%
Konfidenzinterval (Kl): -1,4885; -3,086 - -0,109) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Oberflachenexpression von TGF-B1 auf Thrombozyten.
Patienten mit ACS zeigten signifikant héhere Oberflachenspiegel im Vergleich zu
Patienten mit SAP (*p<0,05).

3.3  Unabhéangigkeit von TGF-31

Es wurden weitergehend die Unabhangigkeit der Oberflachenexpression des
TGF-B1 von den klinischen Faktoren Uberprift (Tabelle 2). In der Analyse der
klinischen Faktoren konnte bei Patienten mit einer Hyperlipoproteindmie (n=
195) ein signifikanter Unterschied der Oberflachenexpression von TGF-31 im
Vergleich zu Patienten ohne Hyperlipoproteindmie (n= 104) festgestellt werden
(p=0,006) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Unterschiedliche Oberflachenexpression von TGF-R1 in
Abhéangigkeit einer Hyperlipoproteinamie

Es zeigt sich in der Gesamtkohorte eine signifikant niedrigere Oberflachenexpression
von TGF-R1 beim Vorliegen einer Hyperlipidamie (*p<0,05).

Hierbei wurde die Hyperlipoproteinamie als chronische Erhdhung der Blutfette
LDL-Cholesterin, Trigylzeride oder des Gesamtcholesterins definiert. Die
Oberflachenkonzentration von TGF-31 bei Hyperlipoproteinamie betrug im
Median 11.8 pg/ml versus 14.6 pg/ml ohne Hyperlipoproteindmie
(Punktschatzung: -1,9515; 95%KI: 0,791 - 4,694). Dieser signifikante
Unterschied war besonders im Hinblick auf die SAP-Patienten grof3 (p=0,001)

(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Unterschiedliche TGF-R1l-Expression bei SAP-Patienten mit und
ohne Vorliegen einer Hyperlipoproteindmie

In der Gruppe der SAP-Patienten zeigen sich signifikant niedrigere TGF-31-Spiegel bei
Vorliegen einer Hyperlipoproteindmie (*p<0,05).

3.4  Follow-Up

Der krankheitsgeschichtliche Verlauf aller Patienten der Kohorte wurde nach
der initialen PCI verfolgt. Die durchschnittliche Follow-Up-Zeit betrug fur die
klinischen Events 297 Tage sowie nach ACS und der Standardzeit zur
wiederholten Messung der LV-Funktion 93 Tage (3 Monate). Von den initial 299
aufgenommenen Patienten konnten 289 Patienten (97%) nach einem Jahr
zuruckverfolgt werden. Von zehn Patienten konnten keine Informationen

eingeholt werden.
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3.4.1 LV-Funktion

Ein mdglicher Einfluss der TGF-1-Oberflachenexpression auf die
Regeneration der LVEF% wurde untersucht, indem die LV-Funktion 3 Monate
nach initialem ACS erneut bestimmt wurde und hierdurch Ruckschlisse auf die

Erholung der Herzfunktion gezogen wurden (Tabelle 3; Abbildung 4).

LV-Funktion nach 1-5 | LV-Funktion nach drei
TGF-B1 Tagen Monaten
< Median 49,5 % 53 %
2 Median 47,5 % 53 %

Tabelle 3: Kreuztabelle zur Darstellung der Entwicklung der LV-Funktion in
Abhangigkeit von der medianen TGF-R1-Oberflachenexpression.

Die LV-Funktion verbessert sich in den 3 Monaten nach ACS, aber unabhé&ngig von
den thrombozytaren TGF-R1-Oberflachenspiegeln.

ACS-Patienten

| LVEF% am ersten
6O :Tag
— 1 LYEF% nach 3
p=0.30 Manaten
55

LVEF%

< Median == Median
TGF-1

Abbildung 4: Balken-Diagramm
Die LV-Funktion der ACS-Patienten verbesserte sich in den drei Monaten signifikant,
aber unabhangig von der medianen Oberflachenexpression von TGF-R1.
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Es konnte keine Assoziation der TGF-RB1l-Expression mit der LV-Funktion
aufgezeigt werden. So war die mittlere LV-Funktion am ersten Tag nach ACS:
49,5 % bei TGF-1 < Median versus 47,5 % bei TGF-R31 = Median; p=0,301. Es
konnte zwar gezeigt werden, dass sich die linksventrikulare Auswurffraktion in
den 3 Monaten nach einem akuten Koronarsyndrom signifikant verbesserte (der
Mittelwert der LV-Funktion verbesserte sich von 48,4 % auf 53 %; p<0,001). Es
konnte jedoch kein Einfluss der Hohe der Oberflachenexpression von TGF-31
(</z Median) bei ACS-Patienten auf die Verbesserung der LV-Funktion nach 3
Monaten festgestellt werden (p=0,406).

3.4.2 Mortalitat

In Abhangigkeit von klinischen Faktoren wie kardiovaskularen Risikofaktoren,
Komedikation oder Patientencharakteristika wurde mit Hilfe der Cox-
Regressionsanalyse untersucht wie hoch das Risiko in der Patientenkohorte
(n=289) war im untersuchten Zeitraum von einem Jahr zu versterben (Tabelle
4).

Variable Hazard Ratio 95% K p
Kardiovaskulare Risikofaktoren
Art. Hypertonie 0,118 (0,020 - 0,691) 0,018
HLP 1,154 (0,218 - 6,104) 0,867
Diab. mellitus I 1,459 (0,437 . 4,867) 0,539
Raucher 3,683 (0,527 - 25,726) 0,189
Medikation bei Klinikaufnahme
3-Blocker 7,045 (1,543 - 32,156) 0,012
ACE-Hemmer 1,540 (0,463 - 5,115) 0,481
Statine 0,485 (0,084 - 2,811) 0,419
Clopidogrel 0,973 (0,215 - 4,414) 0,972
Prasugrel 0,000 0,000 0,984
Ticagrelor 3,098 (0,471 - 20,393 0,239
OAK 2,465 (0,763 - 7,961) 0,132
Klinische Faktoren
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Alter 1,057 (0,988 - 1,131) 0,108
Geschlecht 0,474 (0,137 - 1,642) 0,239
LV-Funktion 0,974 (0,956 - 1,018) 0,246

GFR 0,981 (0,956 - 1,007) 0,159

ACS vs. SAP 10,748 (2,392 - 48,296) 0,002
TGF-B 0,248 (0,079 - 0,775) 0,016

Tabelle 4: multivariate Cox-Regressionsanalyse

Das Mortalitat-Risiko bzw. das Risiko zu der Entwicklung eines Reinfarktes ist in
Abhangigkeit einer [3-Blocker-Therapie und eines ACS ist erhoht. Ein hohes TGF-31
und das Vorliegen einer arteriellen Hypertonie senkt das Mortalitatsrisiko. (95%KI:
95%-Konfidenzintervall; Art. Hypertonie: Arterielle Hypertonie; HLP:
Hyperlipoproteindmie; Diab. Mellitus: Diabetes mellitus Typ |II; OAK: Orale
Antikoagulation; LV-Funktion: Linksventrikulare Funktion; GFR: Glomerulare
Filtrationsrate; ACS: Akutes Koronar Syndrom; SAP: Stabile Angina Pectoris)

In unserer Patientenkohorte bestand ein erhohtes Mortalitatsrisiko der Patienten
unter R-Blocker-Therapie bei Studienaufnahme (p= 0,012; HR: 7,045; 95%KI:
1,543 - 32,156); Die vorbekannte arterielle Hypertonie reduzierte das Risiko
(p=0,018; HR: 0,118; 95%KI: 0,020 - 0,691). Es zeigte sich auf3erdem, dass
Patienten mit einem ACS ein signifikant hoheres Risiko besaf3en, im folgenden
Jahr zu versterben, als Patienten mit einer SAP (p=0,002; HR: 10,748; 95%KI:

2,392 - 48,296) (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Kaplan-Meier-Uberlebensfunktion.
Im ersten Jahr nach Studieneinschluss verstarben mehr ACS-Patienten als SAP-

Patienten.

Zusatzlich  zeigte  sich, dass Patienten mit einer geringeren
Oberflachenexpression von TGF-RB1 (TGF-B1 < Median; n=143) ein hdheres
Risiko trugen im folgenden Jahr zu versterben, als Patienten mit einer hdheren
TGF-B1-Oberflachenexpression (TGF-R1 > Median; n=128) (p=0,016; HR:
0,248; 95%KI: 0,079 - 0,775) (Abbildung 6).

33



Hazard-Funktion

TGF-131
0,08 Median
—e=Median
\ =Median
0,067 p=0,016
=
| .
[
M
(]
I 0,044
E
=3
b
;
0,024
0,007
T T T ] |
0 100 200 300 400

Uberlebenszeit

Abbildung 6: Hazard-Funktion.
Das Mortalitatsrisiko der ACS-Patienten ist bei niedriger TGF-B1-Expression grofer,
als bei hoher TGF-R1-Expression.

3.4.3 Todesursache
Es wurde untersucht in wiefern sich die mediane TGF-R1-

Oberflachenexpression der Patientengruppen in Bezug auf die Todesursache
unterschied (Tabelle 5 und Tabelle 6).

Variable Anzahl der | TGF-B1 Median P
Events
Gesamtmortalitat n=18 10.6/13.0 0.011
(verstorben/Uberlebt)
STEMI n=5 8.7/13.4 (ja/nein) 0.116
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Kombinierter Endpunkt | n=22 10.8/13.9 (ja/nein) 0.006
Tod und/oder STEMI

Tabelle 5: Ein-Jahres-Events bei Patienten mit ACS und
korrespondierendes TGF-31.

Die mediane Oberflachenexpression von TGF-R1 ist bei ACS-Patienten (n=147), die in
einem Jahr verstarben, niedriger, als bei denen die Uberlebten. (n: Anzahl)
ACS-Patienten, die im Verlauf des Jahres verstarben (n=18), zeigten zu
Studienbeginn  unabhangig von der Todesursache eine niedrigere
Oberflachenkonzentration von TGF-31 auf den Thrombozyten (Median: 10,6
pg/ml; 25ste bis 75ste Perzentile: 8,9 — 12,8) im Vergleich zu den Patienten, die
im Verlauf des Jahres nicht verstarben (Median: 13.0 pg/ml; 25ste bis 75ste
Perzentile: 10,5 — 16,5) (p=0,011) (Abbildung 7). Ebenso zeigte sich, dass
Patienten mit ACS, die im folgenden Jahr verstarben und/oder einen STEMI
erlitten (n=22), eine signifikant niedrigere Oberflachenkonzentration von TGF-
31 hatten (Median:10,8 pg/ml; 25ste bis 75ste Perzentile: 8,8 — 13,1) als
Patienten, die das Jahr Uberlebten und/oder keinen STEMI entwickelten
(Median: 13,9 pg/ml; 25ste bis 75ste Perzentile: 10,6 — 16,5) (p=0,006). Daraus
ergibt sich, dass Patienten mit akutem Koronarsyndrom, deren TGF-31-Spiegel
hoher war als der mediane TGF-31-Oberflachenspiegel, ein signifikant
besseres kumulatives eventfreies Uberleben zeigten, als Patienten, deren TGF-

31-Spiegel unterhalb des Median lag (log rank 0.029).
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse

Darstellung des haufigeren Uberlebens der ACS-Patienten mit hohen TGF-R1-Spiegeln
bei Studieneinschluss, im Vergleich zu den ACS-Patienten mit niedrigerer TGF-31-
Oberflachenexpression.

Variable Anzahl an | TGF-B1 Median P
Events
Gesamtmortalitat n=4 11.6/11.8 0.767
(verstorben/uberlebt)
STEMI n=0 - -
Kombinierter Endpunkt | n=4 11.6/11.8 (ja/nein) 0.767
Tod und/oder STEMI

Tabelle 6: Ein-Jahres-Events bei Patienten mit SAP und korrespondieres
TGF-31.

Die mediane Oberflachenexpression von TGF-R1 auf Thrombozyten bei SAP-
Patienten (n=142), die in dem Follow-Up-Jahr verstarben unterschied sich nicht
signifikant von derer, die das Jahr Uberlebten. (n: Anzahl)

Patienten mit einer SAP, die im Jahr nach der Studienaufnahme verstarben

(n=4), zeigten zwar keinen signifikanten Unterschied in der thrombozytéren
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Expression von TGF-31 im Vergleich zu den Patienten, die das Jahr tberlebten
(p= 0,767; TGF-R1 11,6 versus 11,8), allerdings muss beriicksichtigt werden,
dass die Fallzahl so gering ist, dass hier kein signifikantes Ergebnis ermittelt

werden kann. In unserem Follow-Up nach einem Jahr entwickelte keiner der

Patienten einen STEMI.

37



4. Diskussion

Die Hauptergebnisse dieser Studie sind:

- Die TGF-31-Oberflachenexpression ist auf Thrombozyten von Patienten
mit ACS signifikant hoher als auf Thrombozyten von Patienten mit SAP.

- Es konnte ein Zusammenhang zwischen dem Kkardiovaskularen
Risikofaktor der Hyperlipidamie und der reduzierten
Oberflachenexpression von TGF-B1 in der Studienpopulation im
Besonderen bei Patienten mit SAP gezeigt werden.

- Die linksventrikulare Funktion von ACS-Patienten verbesserte sich in
dem Zeitraum von 3 Monaten signifikant, aber unabhangig von der
Oberflachenexpression des TGF-R1.

- Eine geringe TGF-R1-Oberflachenexpression bei ACS-Patienten ist
assoziiert mit einer hoheren Gesamtmortalitat und koronaren
Ereignissen; bei SAP-Patienten konnte eine solche Assoziation nicht

nachgewiesen werden.

4.1  Die TGF-R1-Oberflachenexpression

TGF-31 ist ein pleiotropes Zytokin, welches mit verschiedenen Krankheiten wie
der Lungenfibrose, Leberzirrhose, Sklerodermie sowie der koronaren
Herzerkrankung und Arteriosklerose in Verbindung gebracht wird 43 Fruhere
Studien konnten bereits seinen Einfluss auf Regenerationsprozesse nach
Myokardinfarkt im Tierversuch zeigen. 9 Dies konnte in neueren Studien
ebenfalls fiir humane Umbauprozesse nach ACS gezeigt werden. 2 Das TGF-
1 ist in physiologische und pathologische Prozesse durch Reparatur- und
Remodelingprozesse involviert, indem es die Kollagen-Ablagerungen in
kardialem Gewebe stimuliert und die Bildung von Narbengewebe induziert. %
Zugleich beeinflusst es die Aktivitat von Endothelzellen und Perizyten, sowie die
Bildung einer neuen Gefalwand. *2

Thrombozyten gelten als Hauptquelle fir TGF-31, wobei die Konzentration etwa

48 Es wird wahrend der

40-100mal groRer ist als in anderen Zellen.
Thrombozytenaktivierung zur Oberflache sezerniert. B Da im akuten

Infarktgeschehen durch die Verletzung der GefaBwand vermehrt Thrombozyten
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aktiviert werden, wurde in der vorliegenden Studie erwartet, dass die Patienten
mit ACS eine hohe Oberflachenexpression zeigten. Wie belegt wurde war diese
Expression auf den Thrombozyten der ACS-Patienten tatsachlich signifikant
hoher als auf denen der SAP-Patienten. Weiter konnte gezeigt werden, dass
sich die Hyperlipoproteinamie als Kklinischer Faktor ebenfalls auf die TGF-R31-
Werte auswirkt. So war besonders bei den SAP-Patienten mit
Hyperlipoproteinamie der TGF-31-Oberflachenspiegel signifikant niedriger, als
bei denen ohne diese Blutwertveranderung. Bisher wurde dies noch nicht an
Menschen untersucht. In Tierstudien konnte allerdings gezeigt werden, dass die
Sensitivitat der Thrombozyten auf Aggregationsstimuli bei vorliegender
Hyperlipidamie erhoht war. ?? Dies hatte eine erhdhte TGF-R1-Expression
erwarten lassen. Das vorliegende Ergebnis konnte zum einen auf die
Heterogenitat der Patienten-Kohorte zurtckzufihren sein. Zum anderen sind
die SAP-Patienten oft chronisch vorerkrankte Patienten, die eine optimale
Therapie ihrer KHK mit beispielsweise Statinen und antithrombozytarer
Medikation erhalten. Diese Therapien wirken zusétzlich antiinflammatorisch und

konnen somit zu weniger thromboyztarer Stimulation fihren.

4.2  TGF-1 und die Erholung der LV-Funktion

TGF-R1 initiiert die Kollagen- und ECM-Produktion der kardialen Fibrozyten.
IKEUCHI ET AL. konnten bereits verdeutlichen, dass eine Blockade zum Zeitpunkt
einer Ligatursetzung im Tierversuch mit Mausen zu einer verminderten
linksventrikularen Dilatation und kontraktilen Dysfunktion sowie weniger
myozytarer Hypertrophie und interstitieller Fibrose vier Wochen spater fuhrte.
2 OkapA ET AL. blockierten TGF-B bei Mausen am dritten Tag nach einer
Ligatur durch Blockade der Rezeptoren und zeigten, dass dies mit einer
geringeren Fibroseformation nach vier Wochen korrelierte. 8l Des Weiteren
konnten DEVAUX ET AL. in einer Studie zur Untersuchung der LVEF% von
Patienten direkt nach einem Infarktgeschehen und vier Monate spater
aufzeigen, dass das TGF-31 bei Patienten mit einer LV-Dysfunktion erhéht und
mit der Funktion nach vier Monaten assoziiert war. Im Tierversuch mit Ratten

korrelierte das Ausmald des kardialen Remodelings nach Myokardinfarkt positiv
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mit dem TGF-R1. ¥ Aus diesem Grund wurde in der gegenwartigen Studie
erwartet, dass hohe Konzentrationen mit vermehrter Kollagenablagerung in der
ECM und somit mit einer schlechteren kardialen Funktion assoziiert waren. Die
Entwicklung der linksventrikularen Ejektionsfraktion (LVEF%) wurde bei den
ACS-Patienten zum Zeitpunkt des Infarktes und in einem dreimonatigen
zeitlichen Abstand kontrolliert. Ziel war es, einen mdglichen Einfluss der
Oberflachenexpression zu untersuchen. Dargestellt werden konnte, dass sich
die LVEF% in der Zeit von drei Monaten signifikant verbesserte, allerdings
konnte keine Korrelation der Menge des thrombozytaren TGF-R1 mit diesem
Prozess aufgezeigt werden. Die Oberflachenexpression schien sich nicht auf
die Entwicklung der LV-Funktion sowie die Regeneration selbiger auszuwirken.
Die Untersuchung der LV-Funktion als Indikator der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz musste langerfristig kontrolliert werden, um die Ergebnisse

verifizieren zu kénnen.
4.3 TGF-R1 und Mortalitat

Nach einem Herzinfarkt kommt es durch das linksventrikulare Remodeling zu
einer ventrikularen Dilatation und einer schlechteren kardialen Funktion.
Entscheidend fir das Outcome des Patienten ist neben dem Ausmafld des
Verlustes an Kardiomyozyten wahrend der akuten Phase der Infarktheilung
besonders die hypertrophe Antwort des Uberlebenden Ventrikel-Myokards,

sowie die Generierung einer fibrotischen Gewebeantwort im Langzeitverlauf. 2

Eine hohe TGF-R3-Expression ist verbunden mit einer vermehrten Hypertrophie
und Fibrose. Y Gleichzeitig ist seine Expression dieses Zytokins nach einem
Myokardinfarkt im infarzierten sowie im nicht-infarzierten Herzgewebe erhoht.
B8 Dies deutet darauf hin, dass es mit postischamischen fibrotischen
Umbauprozessen im Herzen in Verbindung steht. IKEUCHI ET AL. untersuchten
die LV-Funktion nach Arterienligatur im Tierversuch mit Mausen. Sie fuhrten
auf, dass ein friher TGF-R-Antagonismus sieben Tage vor einer
Koronararterienligatur in einer erhéhten Mortalitat innerhalb von 24 Stunden
nach Verschluss resultierte, sowie in einer vermehrten linksventrikularen

Dilatation mit Dysfunktion und erhéhter Infiltration von Neutrophilen endete. Die
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Antagonisierung zum Zeitpunkt der Ligatursetzung sowie sieben Tage spater
zeigte, dass sich nach vier Wochen die linksventrikulare Funktion verbesserte,
sowie die myozytare Hypertrophie und die interstitielle Fibrose gemildert waren.
So schutzte die Aktivierung von TGF-3 in der Frihphase der Infarktheilung vor
ischamischen Myokardschaden; in der spaten Phase konnte der schitzende
Einfluss nicht belegt werden. 2 Auch Okapa ET AL. verdeutlichten, dass eine
TGF-RB-Antagonisierung drei Tage nach der Ligatur (in der subakuten Phase der
Reparatur) in einem besseren Uberleben, einem reduzierten Remodeling mit
verminderter ventrikularer Dilatation, einer verbesserten ventrikularen Funktion
und weniger Fibrose-Ablagerungen resultierte. Des Weiteren konnten sie
zeigen, dass die Apoptoserate der Myofibroblasten im Granulationsgewebe bei
den Mausen mit TGF-B-Inhibition nach zehn Tagen weniger ausgepragt war
und der x-SMA-Anteil im infarzierten Gewebe anteilig hbher war, was zu einer
verbesserten Kontraktion des Infarktgebietes fuihrte. Die Antagonisierung vier
Wochen nach dem Arterienverschluss in der chronischen Phase des Umbaus
war hingegen uneffektiv. °® Diese Ergebnisse konnten darauf hindeuten, dass
das TGF-R1 in der akuten Verschlusssituation einen positiven Effekt auf das
Uberleben von Patienten hat, im chronischen Stadium aber keinen Einfluss
mehr austbt. Wird die Konzentration allerdings zum Zeitpunkt des Infarktes
oder kurz darauf gesenkt, resultiert ein besseres Uberleben und ein verringertes
kardiales Remodeling.

In der hier vorliegenden Studie wurde der TGF-31-Spiegel bei Patienten mit
KHK wahrend des Klinikaufenthalts gemessen und mit der Erholung der LV-
Funktion sowie dem Uberleben der Patienten verglichen. Durch die
Unabhéngigkeit der Erholung der LV-Funktion von der TGF-B1-
Oberflachenexpression wird angenommen, dass es zunadchst keinen positiven
Einfluss auf die Entwicklung der Herzfunktion ausubt. Gleichzeitig war
allerdings eine geringere Expression mit einer erhfhten Gesamtmortalitat der
ACS-Patienten im 1-Jahres-Follow-Up assoziiert. Die ACS-Patienten mit
niedrigem TGF-B1 bei Studieneinschluss verstarben insgesamt haufiger
und/oder entwickelten einen Reinfarkt. Hohe Spiegel schienen einen

schitzenden Einfluss auf das Gewebe im Sinne er Funktionserhalatung
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auszuuben. Dieses Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen von IKEUCHI ET AL.
tiberein. 2 Es zeigt sich, dass ein hoher TGF-R1-Spiegel in der akuten Phase
des ACS fir die dauerhafte Integritat und Funktionserhaltung des Myokards
eine wichtige Rolle spielt und dadurch mit einer geringeren Gesamtmortalitat
assoziiert ist. Gleichzeitig wirkt sich ein hoher Spiegel wahrend des akuten
Zustandes nicht negativ auf die LV-Funktion im Sinne einer Fibroseentstehung
aus. TGF-B1 initierte kardiale Reparaturprozesse sind folglich fur die
Funktionsfahigkeit des Herzens von entscheidender Bedeutung. Ohne die
Entstehung von neuem Bindegewebe an der Stelle der kardialen Verletzung
konnte das Gewebe seine Funktion verlieren, dem hohen Anspruch nicht
entsprechen und in einer erhéhten Mortalitat der ACS-Patienten enden. Weitere

Studien waren notig um die aufgestellte Hypothese zu verifizieren.

Bei den SAP-Patienten konnte keine Assoziation des Oberflachenspiegels mit
der Mortalitdit gezeigt werden. Der TGF-R1-Oberflachenspiegel in der
chronischen koronaren Herzerkrankung wirkte sich auch in der vorliegenden
Studie nicht auf Funktionserhaltung und Mortalitdt aus. Dieses lasst sich mit
den Ergebnissen von OKADA ET AL. in Einklang bringen und kdnnte bedeuten,
dass es in der chronischen Phase der Gewebeschadigung keinen positiven
Effekt mit sich bringt. 1%

Diese Studie konnte, wie schon andere Studien zuvor, eine Assoziation der
ACS-Patienten mit einer erhohten Gesamtmortalitéat aufzeigen. Dies kdnnte mit
der insgesamt erhdhten Mortalitéatsrate der ACS-Patienten im Vergleich zu dem
SAP zusammenhangen, wie es auch ALCOCK ET AL. schon beschrieben haben

61 ynd soll hier nicht vertiefend thematisiert werden.
4.4  Limitierung

Wir sind uns bewusst, dass die abgeleiteten Ergebnisse Anlass fir Hypothesen
geben. Der biologische Mechanismus, der hinter den beobachteten
Ergebnissen liegt, also dem Einfluss von thrombozytarem TGF-B1 auf die
Prognose nach ACS, muss in weiteren Studien untersucht werden. Aul3erdem

ist uns bewusst, dass die Heterogenitdt der eingeschlossenen
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Studienpopulation hinsichtlich des kardiovaskularen Outcomes (beispielsweise
die geringere Komplikationsrate bei Patienten mit stabiler koronarer
Herzkrankheit im Vergleich zu der hoheren Komplikationsrate nach akutem
Infarktgeschehen) unsere klinische Observierung beeinflussten. Der
prognostische Einfluss der TGF-RB1-Expression in einer Untergruppe von
kardiovaskularen Patienten lasst keinen Aufschluss auf die Gesamtpopulation

zu. 64

4.5  Schlussfolgerung

Die vorliegende Studie stellt eine positive Korrelation des Auftretens eines ACS
mit einem erhdhten thrombozytaren TGF-R1-Spiegels dar. Es wird gezeigt,
dass die Oberflachenexpression auf Thrombozyten bei Patienten mit ACS
signifikant hoher ist, als bei SAP-Patienten. Des Weiteren wird die hohere
Mortalitatsrate der Patienten mit ACS im Jahresverlauf dargestellt. Frihere
Studien haben bereits verdeutlicht, dass das TGF-31 mit der Entwicklung einer
Kardiomyopathie in Zusammenhang steht. Es war zum Beispiel bei Patienten
mit dilatativer, ®? hypertropher Kardiomyopathie ® und bei Aortenstenose ©4
erhoht. Die Assoziation mit dem Outcome der Patienten nach Myokardinfarkt
wurde bisher nicht in Verbindung mit der TGF-R1-Expression gebracht. Zum
ersten Mal wurde hier der Effekt auf klinische Events nach ACS, bzw. SAP, in

der Zeit von einem Jahr untersucht.

Die Studie verdeutlicht, dass ein niedriger TGF-R1-Spiegel am Tag des
kardialen Events einen negativen Effekt auf den Kklinischen Verlauf des
Patienten mit sich brachte. Eine hohe Expression zum Zeitpunkt der Messung
konnte also vor weiteren kardialen Ereignissen im Langzeitverlauf von einem
Jahr schutzen und scheint fur die langfristige Funktionserhaltung eine Rolle zu
spielen. So war der gewéhlte Endpunkt, das Versterben und/oder ein erneut
auftretender STEMI in der vorliegenden Studie haufiger mit niedrigen TGF-R1-
Spiegeln zum Untersuchungsbeginn assoziiert. Die Entstehung von Infarkten
scheint aber insgesamt nicht von TGF-R1 beeinflusst zu werden und beruht

eventuell auf anderen Mechanismen. Das TGF-R1 kdnnte einen Einfluss im
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kardialen Remodeling nach Myokardinfarkt besitzen und nicht in der Entstehung
oder Verhinderung weiterer Infarkte. Die positive Wirkung auf die Mortalitét
konnte es Uber die primare Narbengewebsbildung zur Bewahrung der
Ventrikelintegritat in der direkten post-ischamischen Phase ausiben. Da es in
dieser Studie quantitativ nicht ausreichend Events flr eine konkretere
Stellungnahme auftraten, waren weitere Studien noétig um diese Thesen zu

begrinden.

Das Follow-Up drei Monate nach dem akuten Infarktgeschehen zeigt die
Unabhéngigkeit der LV-Funktions-Regeneration von der TGF-B1-
Oberflachenexpression in der Akutsituation. Die vermehrte Expression wirkte
sich trotz seines profibrotischen Effektes nicht negativ auf die Erholung der LV-
Funktion aus. Die Ergebnisse kdnnten andeuten, dass keine Assoziation des
TGF-B1 mit der Entwicklung der LV-Funktion besteht. Bei SAP-Patienten
konnten wir keinen Einfluss auf die Mortalitat und die Entstehung weiterer
koronarer Ereignisse nachweisen, so scheint es in den chronischen
Regenerationsprozessen keinen schitzenden Einfluss auszuiiben und daher

eher zu LV-Remodeling zu fuhren.
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5. Zusammenfassung

Kardiovaskulare Erkrankungen sind seit vielen Jahren weltweit die
Todesursache Nummer Eins. ™ Obwohl in den letzten Jahren durch
Forschungen viele Erkenntnisse zur Entstehung der Herzinsuffizienz und ihrem
Verlauf gewonnen wurden, bleiben viele Fragen zur kardialen Regeneration bis
heute ungeklart. Bisher konnte hauptsachlich nachgewiesen werden, dass die
Entwicklung einer Herzinsuffizienz in grofiem Ausmal® von der Entwicklung

einer kardialen Fibrose abhéngig ist.

In der vorliegenden Studie wurde mittels Durchflusszytometrie der Einfluss des
profibrotischen, thrombozytaren TGF-R1-Zytokins bei KHK-Patienten auf
Verletzungs- und Reparationsmechanismen des Herzens untersucht. Daflr
wurde das Vollblut von 299 Patienten, die in der medizinischen Klinik 1l in
Tldbingen auf Grund eines kardialen Ereignisses vorstellig wurden, analysiert.
Hierbei konnte mit Hilfe des plattchenspezifischen Méause-Antikdrpers CD42b-
FITC die Thrombozyten im Vollblut identifiziert und mittels des Mause-
Antikorpers TGF-R1-PE die Menge dieses Zytokins auf den Thrombozyten in

einer FACS-Analyse bemessen werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die thrombozytare Oberflachenexpression von
TGF-B1 bei ACS-Patienten signifikant hoher war als bei SAP-Patienten. Im
Verlauf von drei Monaten konnte kein Einfluss auf die Erholung der LV-Funktion
festgestellt werden. Die kardiale Funktion verbesserte sich zwar signifikant,
allerdings ohne den Einfluss des TGF-31-Spiegels. Des Weiteren wurde im
Jahresverlauf ermittelt, dass eine geringe Oberflachenexpression bei ACS-
Patienten mit einer hoheren Gesamtmortalitdt und koronaren Ereignissen
assoziiert war. Es konnte keine Assoziation der Oberflachenexpression und der
Entwicklung eines neuen Infarktes beobachtet werden, weder bei den ACS-
noch bei den SAP-Patienten.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass TGF-B1 in den Prozess des kardialen
Remodelings nach Herzinfarkt involviert ist, so wie es eine Rolle in

Wundheilungsprozessen innehat. ! Es scheint eine protektive Wirkung auf das
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Uberleben der Patienten auszuiiben, allerdings keine Rolle in der Entstehung
von Infarkten zu spielen. Offensichtlich gibt es in der direkten post-
ischamischen Phase durch die Induktion von Narbengewebe einen positiven
Effekt von einer hohen TGF-R1-Oberflachenexpression auf das Uberleben der
Patienten. Es beeinflusst wahrscheinlich nicht die Funktionswiederherstellung

und Regeneration der kardialen Funktion.

Weitere Studien sind nétig um genaue Wirkmechanismen dieses Zytokins auf

die kardiale Regeneration zu ergrinden.
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