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Abkurzungen

AAR — Area at risk

ACS — Acute coronary syndrome

ADP — Adenosindiphosphat

AMI — acute myocardial infarction

ASS — Acetylsalicylsaure

ATP — Adenosintriphosphat

bFGF — Basic fibroblast growth factor

BL — Baseline

CAD - coronary artery disease

CD - Cluster of differentiation

CGRP - Calcitonin-gene-related-peptide
c-kit — Tyrosinkinase KIT

CMR - cardiac magnetic resonance imaging
COX-1 — Cyclooxigenase 1

COX-2 — Cyclooxigenase 2

CPDA - Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin
CTGF — connective tissue growth factor
CXCL12 — CXC-Ligand 12

CXCR4 — CXC-Rezeptor 4

CXCR7 — CXC-Rezeptor 7

DPBS — Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline
DES - drug eluting stent

EDTA — ethylene diamine tetraacetic acid
EDV — Enddiastolisches Volumen

EF — Ejektionsfraktion

EGF — epithelial growth factor

EKG — Elektrokardiographie

eNOS - Endotheliale NO-Synthetase
ESV - Endsystolisches Volumen

FACS — Fluorescence activated cell sorting



FITC — Fluorescein Isothiocyanat

FU — Follow-up

GPCR — G-protein-coupled receptor

GPVI - Glycoprotein VI

HCT — Hydrochlorothiazid

HF — Herzfrequenz

HIF-1a — Hypoxia-induced-factor 1a

HIV — Humanes Immundefizienz-Virus

ICAM-1 — Intercellular adhesion molecule 1

IGF-1 — insuline-like-growth-factor

KA — Kurzachsenschnitt

Kardio-MRT — Kardiale Magnetresonanztomographie
kg — Kilogramm

KG — Kdrpergewicht

KHK — Koronare Herzerkrankung

KVRF — Kardiovaskulare Risikofaktoren

LDL — Low Density Lipoprotein

LGE — Late Gadolinium Enhancement

In Ste (12) — Logarithmus des Signals im Bild bei Echozeit (1/2)
LV — linksventrikular

LV-EDV - Linksventrikulares enddiastolisches Volumen
LV-ESV - Linksventrikulares endsystolisches Volumen
LVEF — Linksventrikulare Ejektionsfraktion
LV-Funktion — Linksventrikulare Funktion

LV-SV - Linksventrikulares Schlagvolumen

M — Mittelwert

MFI — mean fluorescence intensity

MIF — Macrophage Migration Inhibition Factor

ml — Milliliter

MM — Myokardmasse

MMP — Matrixmetalloprotease

MR/ MRT — Magnetresonanztomographie



ms — Millisekunden

MSC — mesenchymal stem cells

NO — Stickstoffmonoxid

NSTEMI — Non-ST-segment elevation myocardial infarction
PBS — Phosphate buffered saline

PDGF — Platelet-derived growth factor

PFA — Paraformaldehyd

PRP — Plattchenreiches Plasma

PTCA — Perkutane transluminale Coronare Angioplastie
Q25 — 25. Quartil

Q75 — 75. Quartil

ROI - region of interest

SD — Standardabweichung (standard deviation)

SDF-1 — Stromal cell-derived factor 1

SDT — signal decay time

Ste 1 — Signal im Bild bei Echozeit 1 (signal time echo)
Ste 2 — Signal im Bild bei Echozeit 2 (signal time echo)
SV — Schlagvolumen

STEMI — ST-segment elevation myocardial infarction
TE — echo time

TGF-B1 — transforming growth factor beta 1

TNF — Tumornekrosefaktor

TR — repetition time

VCAM-1 — Vascular cell adhesion molecule 1

VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor



1 Einleitung

1.1 Koronare Herzerkrankung

Die koronare Herzerkrankung ist zusammen mit dem akuten Myokardinfarkt an
der Spitze der Todesursachen in Deutschland zu sehen (Abbildung 1). Mit einer
Lebenszeitpravalenz der KHK von 8,0% und des Myokardinfarkts von 4,7% bei

40-79-Jahrigen nimmt sie Einfluss auf einen grof3en Teil der Bevdlkerung.!
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Abbildung 1: Haufigste Todesursachen in Deutschland 2015. Modifiziert
nach: Statistisches Bundesamt (Destatis). ,Haufigste Todesursachen
2015.“ (2017):
https://www.destatis.de/DE/ZahlenFakten/GesellschaftStaat/Gesund-
heit/Todesursachen/Todesursachen.html. Zitiert: 02.01.2018



Der Begriff der KHK beschreibt die Manifestation der Atherosklerose an den Ko-
ronararterien des Herzens.' Die Atherosklerose ist ein chronischer Prozess, bei
dem es durch mehrere aufeinanderfolgende, pathologische Prozesse zu einer
Endothelschadigung mit prothrombotischem Potential kommt.2

Als ein initialer Schritt, der letztendlich zur Entstehung von Atherosklerose flhrt,
kann die homoostatische Dysregulation des Endothels gesehen werden (,En-
dotheliale Dysfunktion®).>* Die endotheliale Dysfunktion ist die Folge der Exposi-
tion des Endothels gegenuber kardiovaskularen Risikofaktoren, wie Nikotinabu-
sus, Hypercholesterinamie, arterielle Hypertonie und Hyperglykamie.® Das En-
dothel nimmt nicht nur die Aufgabe als semipermeable Grenzschicht zwischen
Blut und Gewebe ein, sondern Ubernimmt auch wichtige endokrine Funktionen.?
Es moduliert neben der Hamostase und Thrombose auch inflammatorische Pro-
zesse, Vasodilatation (unter anderem Uber NO), Vasokonstriktion sowie regene-
rative Vorgange.® Bei einer chronischen Beanspruchung des Endothels durch
beispielsweise arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus oder Hyperlipidamie,
kommt es zu einer Dysbalance der endothelialen Homdostase.® Die endotheliale
Dysfunktion ist durch verminderte endotheliale Syntheseleistungen und vermin-
derte Freisetzung von NO definiert.” NO ist nicht nur ein potenter Vasodilatator,
sondern wirkt auch als Inhibitor der Thrombozytenaggregation, der Inflammation,
des oxidativen Stresses sowie der Proliferation und Migration glatter Gefalmus-
kelzellen.® Die Bildung von NO durch die eNOS wird durch Sauerstoffradikale,
Lipoproteine (z.B. LDL) sowie Glucose beeintrachtigt, was zur Entstehung der
endothelialen Dysfunktion beitragt.>"*" Folglich kommt es durch NO-Verlust zu
erhdhtem proinflammatorischen und prothrombotischen Potential. Zudem ist NO
ein Gefalk-protektiver Faktor, der eine Aktivierung des Endothels verhindert.®
Die Folge der endothelialen Dysfunktion ist eine Aktivierung des Endothels, die
durch die Expression von endothelialen Oberflachenadhasionsmolekilen und
eine erhohte Permeabilitat des Endothels gekennzeichnet ist.?®

Das aktivierte Endothel exprimiert Adhasionsmolektle, wie VCAM-1 und ICAM-
1, die die Adhasion von Leukozyten, T-Lymphozyten und Monozyten an das En-

dothel beglnstigen.



Durch die erhdhte Permeabilitat des Endothels kdnnen Lipoproteine, insbeson-
dere LDL-Cholesterin, durch das Endothel diffundieren.2®* Makrophagen pha-
gozytieren LDL-Cholesterin. Sie werden daraufhin als ,Schaumzellen“ bezeich-
net, die akkumulieren und so genannte ,fatty streaks® bilden."* Schaumzellen ex-
primieren inflammatorische Botenstoffe, wie Chemokine und Wachstumsfakto-
ren."

Die chronisch-entzindliche Endothelveranderung fuhrt zur Ausbildung athero-
sklerotischer Plaques, die, in den Koronararterien lokalisiert, lebensbedrohlich
werden kdnnen.' Es kommt zu Umbauvorgangen der extrazellularen Matrix, die
durch MMPs gefordert werden.® Es bildet sich eine sogenannte fibrése Kappe
aus migrierten glatten Muskelzellen und extrazellularer Matrix um die Plaque.'
Die Gefahr der atherosklerotischen Plaques besteht in der Ruptur.'® Rupturiert
die Plaque, das heil3t die fibrose Kappe reil3t, wird subendotheliale Matrix freige-
legt, die unter anderem Kollagen enthalt.” Kollagen ist ein stark prothrombotisch
wirkendes Strukturprotein.?® Es entsteht ein Thrombus, der zum einen zu einer
vollstandigen Stenose des betroffenen Gefaldes fuhren kann (Abbildung 2), und
zum anderen durch Verschleppung des thrombotischen Materials (Mikro-) Em-
bolien hervorrufen kann. Durch Mikroembolien kdnnen Stenosen in der Periphe-

rie entstehen.
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0,-Angebot} — Myokardiale Ischimie == Nekrose

Abbildung 2: Pathophysiologie der Plaqueruptur und der darauffolgenden
thrombotischen Okklusion. Modifiziert nach: Langer, H., and M. Gawaz.
"[the Role of Platelets for the Pathophysiology of Acute Coronary
Syndromes]." Hamostaseologie 26, no. 2 (May 2006): 114-8.
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Die Stenose bewirkt ein Missverhaltnis zwischen Sauerstoffverbrauch und Sau-
erstoffbedarf des Herzens.?' Die Regulation der Durchblutung des Herzmuskels,
die das Herz normalerweise durch Vasoreaktivitat bewirkt, ist nicht mehr moglich.
Bei stabilen Plaques kommt es zu reproduzierbaren und belastungsabhangigen
Beschwerden.? Bei instabilen Plaques kann es durch eine Ruptur zu einer so
gravierenden GefalRverengung kommen, dass auch in Ruhe ein Missverhaltnis
zwischen Sauerstoffaufnahme und Sauerstoffbedarf besteht, sodass die Be-
schwerden hier belastungsunabhangig auftreten kdnnen.?*2* Kommt es zu einer
vorubergehenden Okklusion, wird dies als instabile Angina pectoris bezeichnet.?
Bei persistierender Okklusion kann es zu transmuraler, ischamischer Myokar-
dschadigung kommen.2®

Inzwischen kdnnen Stenosen der Koronararterien mithilfe von interventionellen
Verfahren therapiert werden. Dazu zahlt die Katheterisierung der Koronargefalle
mit Stenting des stenosierten Gefalies, welche zuerst 1986 von Sigwart und sei-
nen Mitarbeitern durchgefuhrt wurde.?” Zuvor wurden die stenosierten Koronar-
gefale bereits seit 1979 via transluminaler Ballon-Dilatation wiedereroffnet. Eine
haufige Komplikation hierbei sind Restenosen.?8:29:3

1999 wurde als weiterer Meilenstein interventioneller Kardiologie der erste DES
(drug-eluting-stent) via koronarer Angioplastie implantiert.?° DES weisen ein deut-
lich niedrigeres Risiko fur Restenosen auf.?"32

Der Herzmuskel wird je nach Lokalisation und Dauer der Ischamie in unterschied-
lichem Ausmal} geschadigt. Eine Regeneration des Gewebes ist nur in begrenz-
tem Mald mdglich.® Derzeitige Therapieoptionen verbessern die Rate der Reste-
nosen und verhindern neue Stenosen der KoronargefaRe."** Auch Herzrhyth-
musstorungen, die durch das Narbengewebe und die Schadigung des Reizlei-
tungssystems nach Infarkt auftreten kdnnen, kdnnen therapiert werden.35:36:37:38.39
Die Mortalitat kann somit gesenkt werden, doch die Regeneration des Myokards,
kann bisher therapeutisch nicht geférdert werden.*4142 Lange ging man davon
aus, dass das Herz ein postmitotisches Organ sei und somit nicht mehr regene-

rationsfahig.® Diese These wurde jedoch im spaten 20. Jahrhundert widerlegt.*
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An Tiermodellen wurde bereits mehrfach eine Verbesserung der Myokardfunk-
tion nach Myokardinfarkt durch embryonale und mesenchymale Stammzelltrans-
plantation nachgewiesen.444546:47

Die mesenchymale Stammzelltransplantation weist jedoch Probleme auf, die ver-
hindern, dass diese Option therapeutisch fur Patienten nach Myokardinfarkt ge-
nutzt werden kann: Mesenchymale Stammzellen (MSC) kénnen sich nicht nur in
das gewulnschte Gewebe differenzieren, sondern auch in andere Gewebearten.
So konnten beispielsweise in einer Tierstudie, bei der allogene mesenchymale
Stammzellen in infarziertes Myokard injiziert wurden, Ossifikationen und Kalzifi-
kationen Im Infarktareal festgestellt werden.*® Hinzu kommt, dass in In-vitro- und
Tierstudien ein neoplastisches Potential mesenchymaler Stammzellen nachge-
wiesen wurde. In einer In-vitro-Studie zeigten mesenchymale Stammzellen ein
erhohtes Risiko zu immortalisieren und spontan zu transformieren.* Bei Mausen,
denen allogene mesenchymale Stammzellen aus ex-vivo MSC-Kulturen injiziert
wurden, wurde die Entstehung von Sarkomen beobachtet.*

Auch die embryonale Stammzelltransplantation im Rahmen der Herzinfarktthe-
rapie weist Schwierigkeiten auf: In Studien konnte bei der Transplantation emb-
ryonaler Stammzellen ebenfalls neoplastisches Potential nachgewiesen werden.
In einer Tierstudie wurde nach embryonaler Stammzelltransplantation die Entste-
hung von Teratomen und Teratokarzinomen beobachtet.“>*" Auch weist die Ge-
winnung embryonaler Stammzellen ethische Schwierigkeiten auf.5?

Es konnte nachgewiesen werden, dass Signalwege, wie der CXCR7-CXCR4-
SDF-1-Signalweg, die Migration und das Uberleben kdrpereigener mesenchyma-
ler und kardialer Stammzellen beeinflussen.®54%5% Der CXCR7-CXCR4-SDF-1-
Signalweg konnte daher ein Schlissel dazu sein, die kardiale Regeneration nach

Herzinfarkt durch Stammzellen auf nicht invasive Art und Weise zu fordern.+
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1.2 Akutes Koronarsyndrom (ACS)

1.2.1 ACS — Definition und Pathophysiologie

Der Begriff ,ACS" beschreibt die klinische Auspragung einer akuten Myokardi-

schamie und fasst damit die Krankheitsbilder instabile Angina pectoris, NSTEMI

(Non-ST-segment elevation myocardial infarction) und STEMI (ST-segment ele-

vation myocardial infarction) zusammen.5” Das Leitsymptom aller Patienten mit

ACS ist der akute Thoraxschmerz.®

Die European Society of Cardiology unterscheidet zwei Patientengruppen:

1. Patienten mit akutem Thoraxschmerz und > 20 Minuten andauernder ST-He-
bung im EKG. Dieser Zustand bezeichnet zunachst das ST-Hebungs-ACS.
Die meisten der betroffenen Patienten entwickeln jedoch im Verlauf einen ST-
Hebungs-Myokardinfarkt (STEMI).

2. Patienten mit akutem Thoraxschmerz ohne dauerhafte ST-Hebung im EKG.
Es kann jedoch zu EKG-Veranderungen, wie vorubergehende ST-Hebung,
dauerhafte oder voribergehende ST-Senkung oder T-Wellen-Veranderungen
kommen oder auch ein normales EKG zu sehen sein.

Die zweite Patientengruppe lasst sich nochmals differenzieren:

1. Patienten, die einen zellularen Schaden durch die Myokardischamie erleiden
und somit als spezifischer Laborparameter einen Anstieg von kardialem Tro-
ponin zeigen (NSTEMI).

2. Patienten, die eine Myokardischamie ohne zellulare Nekrose erleiden und
dementsprechend keinen Anstieg von kardialem Troponin aufweisen (Insta-
bile Angina Pectoris).5®

Eine schnellstmogliche Wiederherstellung der Perfusion ist essentiell fur die

Prognose der Patienten.

Jedoch liegt auch nach Wiedereroffnung bei 22-50% der Patienten eine koronare

Malperfusion vor, was auf eine Stérung in der Mikrozirkulation und systemische

Thrombozytenaktivierung zurtckzuflhren ist.*
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1.2.2 STEMI als Form des ACS

Der STEMI bezeichnet eine Form des Myokardinfarkts, bei dem es zu einer per-

sistierenden (> 20 Minuten) Hebung der ST-Strecke im EKG kommt.58

Der Myokardinfarkt ist nach der Deutschen Gesellschaft flr Kardiologie (DGK)

allgemein definiert durch die folgenden diagnostischen Kriterien:

»1. Hauptkriterien:

a) Troponin-Grenzwertkriterium: Troponinkonzentration bei Aufnahme oder
nach 3-6 h >99. Perzentil

b) Troponin-Deltakriterium: relevanter Anstieg und/oder Abfall der Troponinkon-
zentration innerhalb von 3-6 h

2. Nebenkriterien:

a) Klinisches Kriterium: Symptome der Ischamie

b) EKG-Kriterium: Neue ST-T-Veranderungen, neuer Linksschenkelblock oder
Entstehung pathologischer Q-Zacken

c) Bildgebendes Kriterium: Neuer Verlust von vitalem Myokard, neue Wandbe-
wegungsstorungen, intrakoronarer Thrombus.“®

Bei Zutreffen beider Hauptkriterien und mindestens eines Nebenkriterium liegt

ein Myokardinfarkt vor.®

1,3% der Krankenhaltaufenthalte in Deutschland werden durch Myokardinfarkte

verursacht.®’ Dabei nimmt der STEMI einen Anteil von 38,5% ein.®" Ein groRerer

Teil wird durch den NSTEMI (61,5%) verursacht.s' Der STEMI ist mit einer hohe-

ren kurzfristigen Mortalitat (30 Tage nach dem Ereignis) assoziiert als der

NSTEMI, hinsichtlich der Langzeitprognose bestehen keine grofden Unter-

schiede.5?

Die Krankenhaussterblichkeit des STEMI betrug 2013 noch 7-8%. Dabei wurden

Patienten Uber einen Zeitraum von 3 Monaten verfolgt.®

37% der Patienten >65 Jahre mit Myokardinfarkt entwickeln noch wahrend ihres

Krankenhausaufenthaltes eine Herzinsuffizienz.%* 71% der Patienten > 65 Jahre

mit Myokardinfarkt, die den Krankenhausaufenthalt Gberleben, entwickeln im

Laufe der nachsten 5 Jahre eine Herzinsuffizienz, wovon diese bei 64% im ersten
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Jahr auftritt.®* Ursache ist der Verlust von Kardiomyozyten infolge inflammatori-

scher Reaktion nach Myokardinfarkt.s®

1.3 Thrombozyten

1.3.1 Thrombozyten — Definition und Morphologie

Max Schultze und Giulio Bizzozero beschrieben 1865 und 1882 als erste die Blut-
plattchen und deren Bedeutung in der zellularen Hamostase. %

Thrombozyten sind die kleinsten zellularen Blutbestandteile mit einem Durch-
messer von 1,0-3,1 um, einem Volumen von 4,0-7,6 fl und einer Dicke von 1 um.s8
Sie sind kernlos und im Ruhezustand scheibenférmig (diskoide), weshalb ru-
hende Thrombozyten auch als Discozyten bezeichnet werden.s®

Thrombozyten entstehen im Knochenmark aus Vorlauferzellen, den Megakaryo-
zyten.®® Megakaryozyten entwickeln sich aus pluripotenten Stammzellen im Kno-
chenmark. Thrombopoietin bewirkt die Reifung der pluripotenten Stammzelle
zum Megakaryozyten.®® Durch Abschnlrung von reifen Megakaryozyten, die
thrombozytenspezifische Granula und Organellen enthalten, werden Thrombozy-
ten freigesetzt.

Bei gesunden Erwachsenen betragt die Anzahl an Thrombozyten 150.000 —
400.000 pro ul Blut.” Sie zirkulieren fur 5-10 Tage im Blut.”" Der Abbau erfolgt
uber die Leber und Milz.”

Treffen Thrombozyten auf Kollagen, das bei einer Endothelverletzung aus der
subendothelialen Matrix freigelegt wird, werden diese aktiviert.”> Auch Substan-
zen wie ADP und Thrombin induzieren eine Aktivierung der Thrombozyten.”*7
Aktivierte Thrombozyten verandern ihre Form und bilden Pseudopodien aus.’
Die Formanderung wird als ,Shape change“ bezeichnet und fiihrt zu einem Uber-
gang der flachen, scheibenformigen Form der Thrombozyten in eine rundliche
Gestalt (Abbildung 3).%8

Die Shape change der Thrombozyten bewirkt eine verbesserte Adhasion der

Thrombozyten an zellulare und extrazellulare Bestandteile.””:787
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Abbildung 3: Thrombozyten im Rasterelektronenmikroskop im aktivierten
und ruhenden Zustand. a): Diskozyten (P), Erythrozyten (E), Leukozyten
(L). b): Aktivierte Thrombozyten: Echinospharozyten (EP) und ein

Thrombozytenaggregat (PA) nach ADP-Stimulation. Aus: Pétzsch, B., K.

Madlener. Hamostaseologie: Grundlagen, Diagnostik Und Therapie. Vol. 2:

16. Berlin Heidelberg: Springer-Verlag, 2010.

1.3.2 Sekretorische Granula

Thrombozyten enthalten eine Reihe von sekretorischen Granula. Es werden drei
Arten thrombozytarer Granula unterschieden: a-Granula, elektronendichte Gra-

nula (,dense bodies®) und Lysosomen.&°

a-Granula

a-Granula machen ca. 10% des Thrombozytenvolumens aus.® Sie enthalten un-
ter anderem hamostatische Faktoren, wie Fibrinogen, Faktor V, von-Willebrand-
Faktor, aber auch angiogenetische Faktoren (VEGF, Angiogenin), Wachstums-
faktoren (PDGF, bFGF, SDF-1a), Proteasen (MMP2, MMP9), nekrotische Fakto-
ren (TNFa, TNFB) und a-Chemokine.®82 Zum Teil werden diese Substanzen
schon in den Megakaryozyten produziert und wahrend der Thrombozytopoese in
die Granula verpackt.t' Zum Teil kann der Thrombozyt auch Stoffe, wie zum Bei-
spiel Fibrinogen, aus dem Blutplasma aufnehmen und in den a-Granula spei-

chern.go
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a-Granula enthalten nicht nur 16sliche Proteine, sondern auch membranstandige
Proteine, wie P-Selektin. Werden die Granula wahrend der Thrombozytenaktivie-
rung ausgeschuttet, so wird die Membran der Granula in die Thrombozyten-
membran eingebaut und somit vermehrt P-Selektin exprimiert.8384:8586

P-Selektin vermittelt die initiale Adhasion der Thrombozyten an das Endothel im
Rahmen der thrombozytaren Hamostase.®” Es dient aul3erdem als Rezeptor fur
Leukozyten und Monozyten. Es vermittelt die Adhasion von Leukozyten und Mo-
nozyten an aktivierte Thrombozyten und tragt somit zur Thrombusentstehung
bei.®® Die Stabilitat und GrolRe des thrombotischen Aggregats wird durch P-Se-
lektin maRgeblich beeinflusst.?®

Weitere Membranbestandteile sind Glykoproteine wie Integrine (z.B. Integrin
allbB3, Integrin a2B1), der Glykoprotein-lb-IX-V-Komplex und GPVI.%°

Das Glykoprotein llb/llla (Synonym: Integrin allbf3) wird im aktivierten Zustand
auf der Zellmembran exprimiert und kann Fibrinogen, von Willebrand Faktor, Fib-
ronectin, Vitronectin und Thrombospondin binden: Glykoproteine, die an der
Thrombozytenadhasion und Thrombozytenaggregation beteiligt sind.®'?

Der Glykoprotein-Ib-1X-V-Komplex, das Integrin a231 sowie GPVI sind fur die in-
direkte (Uber den von Willebrand Faktor) und direkte Bindung an das freigelegte

Kollagen der subendothelialen Matrix verantwortlich.%3:94:95

Elektronendichte Granula (dense bodies)

Elektronendichte Granula machen nur 0,3-1,2% des thrombozytaren Volumens
aus. Sie enthalten vor allem Serotonin und Calcium, aber auch ATP, ADP, Mag-
nesium, Epinephrin, Histamine und Polyphosphate.®

Bei Thrombozytenaktivierung werden die elektronendichten Granula, wie auch
die a-Granula, ausgeschuttet.

Serotonin wirkt vasokonstriktorisch und vermindert so den Blutfluss.®” Calcium
bindet an Phospholipide, die bei Thrombozytenaktivierung auf der Thrombozy-
tenmembran exprimiert werden, und bewirkt dort eine Oberflachenveranderung,

sodass Gerinnungsfaktoren andocken kénnen. AufRerdem spielt Calcium als
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Kofaktor im Rahmen der plasmatischen Gerinnung eine wichtige Rolle. Beispiels-
weise bendtigt der Prothrombinase-Komplex Calcium, um Thrombin von Pro-

thrombin abzuspalten.28.99.100.101

Lysosomen

Als dritte Form der Granula enthalt der Thrombozyt Lysosomen. Die Funktion der
thrombozytaren Lysosomen ist weniger gut verstanden, als die der a-Granula
und der elektronendichten Granula. Vermutet wird eine regulatorische Rolle in

der Formung der Thrombozyten und der extrazellularen Matrix.102103

1.3.3 Thrombozytare Hamostase

Ein primarer Ausloser fur die Thrombozytenaktivierung ist die Freilegung extra-
zellularer Matrixproteine durch Endothelschadigung. Im Blut zirkuliert der von
Megakaryozyten und Endothelzellen synthetisierte von-Willebrand-Faktor.®5104
Der von-Willebrand-Faktor ist ein multimeres Adhasivprotein, der an freiliegende
Matrixproteine, wie zum Beispiel Kollagen, bindet, und daraufhin die Struktur ver-
andert, sodass Thrombozyten Uber ihn an die subendotheliale Matrix adharieren
konnen. Damit stellt er eine Bricke zwischen freiliegender subendothelialer Mat-
rix und den Thrombozyten her."® Thrombozyten binden dabei Uber den Gly-
koprotein-lb-1X-V-Komplex (primarer von-Willebrand-Rezeptor) auf der Throm-
bozytenmembran an die A1-Domane des von-Willebrand-Faktors.%

Diese erste Verbindung der Thrombozyten zum Endothel wird als Rolling be-
zeichnet. Sie ist noch reversibel und daher kurzweiliger, was zu einem Entlang-
rollen der Thrombozyten am Endothel fuhrt."”°7 Nicht nur der von-Willebrand-
Faktor kann diesen ersten Schritt der Thrombozytenadhasion initiieren, sondern
auch das Glykoprotein P-Selektin auf der Thrombozytenoberflache.®

Als nachste stabilisierende Interaktion der Thrombozyten mit dem Endothel die-
nen die thrombozytaren Kollagenrezeptoren a231 sowie GPVI. Diese Rezepto-
ren sorgen durch die direkte Bindung an Kollagen fur eine Verfestigung der Bin-

dung der Thrombozyten an die extrazellulare Matrix.5°:107.108.109
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Im Rahmen der Thrombozytenadhasion kommt es zur Thrombozytenaktivierung.
Sie wird durch die Bindung der Thrombozyten an das Kollagen Uber den GPVI-
Rezeptor initialisiert.’® Es findet eine Kontraktion des thrombozytaren Zytoske-
letts statt sowie die Formanderung von Discozyten zu Echinospharozyten mit
Pseudopodienausbildung.":112

Das Uber die plasmatische Gerinnung entstehende Thrombin wirkt ebenfalls als
starker Aktivator der Thrombozyten.”4 113114

Thrombin hat eine Vielzahl von Substraten. Eines davon ist das, auch von akti-
vierten Thrombozyten freigesetzte, Fibrinogen. Thrombin spaltet von dem 16sli-
chen Fibrinogen die Fibrinopeptide A und B ab, wodurch das Fibrinogen polyme-
risieren kann und sich Fibrinmonomere bilden."> Der ebenfalls durch Thrombin
aktivierte Faktor XllI bildet kovalente Bricken zwischen den Fibrinmonomeren,
Thrombozyten und der extrazellularen Matrix aus.'®"” Die aggregierten Throm-
bozyten werden dadurch verfestigt und es entsteht ein unldslicher, stabiler

Thrombus."8

1.3.4 Thrombozyten und das ACS

Thrombozyten sind dazu in der Lage, trotz der hohen Scherkrafte in arteriellen
Gefalen, an aktiviertes Endothel anzudocken.'® Sie sind daher an der Entste-
hung des akuten Koronarsyndroms mafgeblich beteiligt. Das Thrombozyten-Rol-
ling entlang des aktivierten Endothels wird durch P-Selektin vermittelt.’?® Unter
hohen Scherkraften spielt insbesondere auch die Uber den von-Willebrand-Fak-
tor initiierte thrombozytare Adhasion eine wichtige Rolle. Auch unter hohen Fluss-
geschwindigkeiten ist eine Bindung des subendothelialen von-Willebrand-Fak-
tors an das GP Iba des GP Ib-I1X-V-Rezeptorkomplexes der Thrombozyten noch
moglich. 771 Bei der Ruptur einer Plaque in den Koronararterien adharieren
Thrombozyten an die subendotheliale Matrix und fuhren so zu einer GefalRokklu-
sion.'® Bei der Plaqueruptur werden prothrombotisch wirkende Substrate freige-
setzt, die zum einen die Entstehung eines lokalen Thrombus induzieren und zum
anderen durch thrombotisches Material Mikroembolien distal der Plaqueruptur

hervorrufen kbnnen.'?!
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Bei Beschadigung des Endothels durch inflammatorische Prozesse und
Atherosklerose kommt es zu Thrombozytenadhdsion und Thrombozyten-
aktivierung. Diese Vorgange finden bereits in frUheren Stadien der
Atherosklerose  statt.”” Die Folge davon ist eine systemische
Plattchenaktivierung, die auch bei Patienten mit KHK nachgewiesen werden
kann.'”?  Systemische  Plattchenaktivierung ist wesentlich  fir die
Thrombusentstehung von Bedeutung.'?

Systemische Thrombozytenaktivierung findet auch im Rahmen des ACS statt."”
Ebenso konnte wahrend interventioneller Therapie im ACS mittels PTCA und
Stent eine systemische Plattchenaktivierung festgestellt werden.24125
Systemische Plattchenaktivierung ist mit einer erhdhten Konzentration
zirkulierender Mikropartikel im Blut assoziiert.’?¢ Aktivierte Thrombozyten
schniren kleine Bestandteile der thrombozytaren Membran ab, die als
thrombozytare Mikropartikel bezeichnet werden.'?” Inzwischen ist bekannt, dass
diese thrombozytaren Mikropartikel mittels interzellularer Signalvermittlung eine
Interaktion zwischen Thrombozyten, Monozyten, Leukozyten und Endothelzellen
bewirken.® Sie fordern deren Migration hin zu geschadigtem Gewebe und damit
die inflammatorische Reaktion nach akutem Myokardinfarkt.®

Thrombozyten sind jedoch nicht nur pathogenetisch beim ACS bedeutsam, son-
dern auch malfdgeblich an Regenerationsprozessen beteiligt.

Thrombozyten adharieren an geschadigte Gefalte und Gewebe und tragen zur
Reparatur des Gewebsdefektes bei.'?® Sie regulieren Zellmigration, Proliferation
und Angiogenese. Aktivierte Thrombozyten exprimieren eine Vielzahl von Medi-
atoren.’?® Dazu zahlen Wachstumsfaktoren, wie PDGF A, B und C, IGF-1, VEGF,
EGF, TGFB1 und CTGF, sowie Zytokine und Chemokine. Auch pro-angiogeneti-
sche Mediatoren, wie Angiopoietin, SDF-1 und MMP werden von aktivierten
Thrombozyten freigesetzt.'? Diese Mediatoren induzieren und modulieren die
Chemotaxis von Leukozyten und Makrophagen zum Gewebsdefekt hin, die Akti-
vierung von Fibroblasten sowie die Migration und Proliferation von weiteren Zel-
len, die an der Geweberegeneration beteiligt sind, wie glatte Muskelzellen und

mesenchymale Stammzellen.'
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Autologes Plattchen-reiches-Plasma (PRP) kann nachweislich die Angiogenese
und Regeneration von Gewebe durch zellulare Signalvermittlung férdern. In Tier-
versuchen konnte beobachtet werden, dass die Injektion von PRP in ischami-
sches Myokard zu einer Verbesserung der kardialen Funktion und einer Reduk-
tion der Infarktgro3e fuhrt.'

Da Thrombozyten in der KHK und dem ACS nicht nur pathogenetisch von Be-
deutung sind, sondern auch regenerative Prozesse regulieren, besteht die Hoff-
nung uUber diese Mechanismen Heilungsprozesse in kardiovaskularen Erkran-

kungen zukunftig beeinflussen zu kénnen.

1.3.5 Thrombozytenaggregationhemmer in der Therapie der KHK

Die Thrombozytenaggregation und Thrombozytenaktivierung sind wichtige pa-
thophysiologische Mechanismen des akuten Koronarsyndroms. Durch den
Thrombus kann es entweder zu einem vollstandigen Verschluss auf Hohe der
Plaqueruptur oder aber zu Mikroembolien distal der Plaqueruptur kommen.5°
Verschiedene medikamentdse Therapien setzen hier an: J. R. Vane beschrieb
1971 als erster die Mechanismen, mit denen Aspirin eine Hemmung der Throm-
bozytenaggregation bewirkt. Er zeigte, dass Aspirin eine irreversible Enzymhem-
mung der Cyclooxigenase bewirkt. Es wurden zwei Formen der Cyclooxigenase
identifiziert: COX-1 und COX-2. In weiterfuhrenden Experimenten fand man her-
aus, dass Aspirin eine irreversible Hemmung der COX-1 bewirkt und damit die
Thromboxan A2- Bildung vermindert wird.13"132

Thromboxan A2 wird im Rahmen der Thrombozytenaktivierung freigesetzt. Durch
Thrombozytenaktivierung steigt die intrazellulare, thrombozytare Calciumkon-
zentration.": Dies fuhrt zu einer vermehrten Bildung von Arachidonsaure in den
Thrombozyten.™®* Arachidonsaure wird Uber die Cyclooxigenase-1 direkt zu
Thromboxan A2 umgewandelt, welches wiederum durch den aktivierten Throm-
bozyten an die Umgebung abgegeben wird."® Durch Vasokonstriktion und Akti-
vierung weiterer Thrombozyten bewirkt Thromboxan A2 eine Verfestigung des

Thrombus."
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Die Cyclooxigenase ist der Angriffspunkt der zur pharmakologischen Therapie
des ACS verwendeten Acetylsalicylsaure (ASS). Durch irreversible Inhibition der
Cyclooxigenase wird die Synthese von Thromboxan A2 verhindert und somit des-
sen vasokonstriktorische und prothrombotische Wirkung gehemmt.3¢

Einen weiteren medikamentdsen Ansatz zur Behandlung des akuten Koronar-
syndroms bilden ADP-Rezeptor-Inhibitoren, die zusammen mit ASS zur dualen
Plattchenhemmung nach ACS und PTCA mit Stent zum Einsatz kommen."?"
ADP wird sowohl aus den elektronendichten Granula der Thrombozyten in hoher
Konzentration freigesetzt als auch von geschadigten Endothelzellen und Eryth-
rozyten abgegeben.'® ADP bindet an den P2Y12-Rezeptor auf der thrombozyta-
ren Membran und fordert dort Uber Gi-Proteine die Freisetzung sekretorischer
Granula, eine weitere Thrombozytenaktivierung sowie die Interaktion der Throm-
bozyten mit Fibrinogen.” Hier greifen ADP-Rezeptor-Inhibitoren, wie
Clopidogrel, Ticagrelor und Prasugrel, an. Der P2Y12-Rezeptor wird blockiert,
wodurch sowohl die weitere Thrombozytenaktivierung inhibiert wird als auch die
Sekretion der Granula.07:13¢

Mittels der dualen Plattchenhemmung mit Aspirin und Clopidogrel kann das Ri-
siko rezidivierender Stenosen im Sinne von In-Stent-Stenosen nach perkutaner
Koronarangiographie auf unter 1% reduziert werden.'#" Unter anderem wurde
nachgewiesen, dass das Risiko einer In-Stent-Stenose innerhalb von 30 Tagen
nach koronarer Intervention von 3,4% unter einer Monotherapie mit Aspirin auf
0,5% unter Therapie mit dualer Plattchenhemmung gesenkt werden kann.2
Diese medikamentdsen Therapieansatze greifen bisher nur in die pathogeneti-
sche Funktion der Thrombozyten bezuglich der Thrombusentstehung ein. Die re-
generative Funktion der Thrombozyten pharmakologisch beeinflussen zu kon-
nen, bietet eine weitere vielversprechende Maoglichkeit der medikamentésen The-

rapie nach Myokardinfarkt.
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1.4 Die SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse

1.4.1 Struktur und allgemeine Funktionen von Chemokinen

Chemokine sind niedermolekulare Proteine, die als Mediatoren die Migration von
Zellen steuern.'3'44 Chemokine bilden die groRte Gruppe der Zytokine.™5 Insge-
samt wurden bisher 127 verschiedene Chemokine und 70 verschiedene Chemo-
kinrezeptoren anhand der Gene von 7 Spezies identifiziert.'*

Es sind uber 40 Chemokine beim Menschen bekannt.™

Chemokine binden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR), die Uber intra-
zellulare Signalwege Zellaktivierung und Zellmigration in Gang setzen.** Die
meisten Chemokinrezeptoren gehoéren zur Klasse A der GPCRs und weisen den
fur G-Proteine typischen Aufbau aus sieben Transmembrandomanen mit a-Helix
auf.48

Es wurde eine weitere Art der Signaltransduktion festgestellt, die auf mit der Zell-
oberflache oder extrazellularen Matrix assoziierten Glycosaminoglycanen be-
ruht.e

Einige Chemokinrezeptoren kdnnen mit nur einem Liganden kooperieren, wah-
rend andere eine Vielzahl von Chemokinliganden binden kdnnen.®

Neben ihrer Rolle in der Zellmigration, spielen Chemokine auch eine Rolle in der
Inflammation, Angiogenese, Hamatopoese und Regeneration durch Stammzell-
migration.1%"152

Aufgrund ihrer biochemischen Struktur werden Chemokine in vier Subfamilien
unterteilt: CXC, CC, CX3C und C."™* Die Einteilung basiert auf den unterschiedli-
chen Sequenzen der ersten zwei von vier Cysteinresten.'s

Die erste Gruppe bilden die a-Chemokine, auch CXC-Chemokine genannt. Hier
befindet sich zwischen den ersten beiden Cysteinresten eine beliebige andere
Aminosaure.

Bei den B-Chemokinen, oder CC-Chemokinen, sind die ersten beiden Cystein-
reste direkt nebeneinander gelagert. Bei y-Chemokinen oder CX3C-Chemoki-

nen sind drei beliebige Aminosauren zwischen den ersten beiden Cysteinresten
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positioniert.’*® Die vierte Subfamilie, die C-Chemokine oder 6-Chemokine, besit-
zen nur zwei der vier Cysteinreste an der bekannten Stelle. Je nachdem, ob es
sich um einen Chemokinliganden oder einen Chemokinrezeptor handelt, wird ein
L oder ein R an die Bezeichnung der Subfamilie angehangen (z.B. CXCL,
CXCR).™5

Die haufigsten Vertreter der Chemokine sind a- und -Chemokine. Die Chemo-
kine, die fur diese Arbeit eine Rolle gespielt haben, gehdren zur Familie der a-

Chemokine.

1.4.2 SDF-1a

SDF-1a ist ein hoch konserviertes Chemokin und gehort zur Gruppe der a-Che-
mokine. Es wird daher auch als ,CXCL12" bezeichnet.’>*'% Es wurde initial aus
der Stromazelllinie des Knochenmarks von Mausen isoliert und als wachstums-
fordernder Faktor von B-Lymphozyten beschrieben. Daher wurde es ,stromal-
cell-derived-factor (SDF) genannt. Es sind 6 verschiedene Isoformen von SDF-
1 bekannt: SDF-1a, SDF-13, SDF-1y, SDF-18, SDF-1¢ und SDF-1¢. SDF-1a ist
die haufigste Isoform.’” Im fortlaufenden Text ist mit der Bezeichnung SDF-1
stets SDF-1a gemeint. SDF-1 wird von vielen verschiedenen Zelltypen, wie bei-
spielsweise Knochenmarksstammzellen, Endothelzellen und Hepatozyten, expri-
miert.4158.159.160.161.162 Fg pindet an die Chemokinrezeptoren CXCR4 und
CXCR7.'¢ SDF-1 wird zum einen auf der zellularen Oberflache exprimiert, kommt
aber zum anderen auch in plasmatisch geldster Form vor.164.165

SDF-1 spielt eine Rolle in der Zellmigration, Proliferation, Neovaskularisation,
Apoptose und in organspezifischen Aufgaben, wie der Neuromodulation.66:167.168
Die SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse ist unter anderem auch fur die Stammzell-
proliferation und das Uberleben der Stammzellen wichtig.'® SDF-1-defiziente
Mause verstarben durchschnittlich am 15-18 Tag der Schwangerschaft. Sie wie-
sen Defekte der groflen Gefalle, der kardialen Entwicklung, des Nervensystems,

der B-Zell-Lymphopoese und der Myelopoese im Knochenmark auf. 70171
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Es konnte ein Einfluss von SDF-1 auf die Stammzelladhdsion an das Endothel
nachgewiesen werden. Endothelial exprimiertes SDF-1 fordert die integrinvermit-
telte Zelladhasion von CD34+-Knochenmarksstammzellen an das Endothel.'”
SDF-1 ist an der Pathogenese von HIV-Infektionen, benignen Neoplasien, der
Metastasierung von Tumoren und chronischen Entzindungen beteiligt. s
Kardiovaskular konnte festgestellt werden, dass SDF-1 in Zusammenhang mit
Regenerationsvorgangen nach akutem Myokardinfarkt steht.

Geschadigte Kardiomyozyten exprimieren nach Myokardinfarkt vermehrt den
SDF-1-Rezeptor CXCR4 auf ihrer Oberflache.” Mesenchymale Stammzellen
wiederum exprimieren SDF-1 und es besteht daher die Theorie, dass mesen-
chymale Stammzellen durch Rezeptorbindung an CXCR4 zu dem geschadigten
Gewebe migrieren und so dessen Regeneration fordern kdnnen.'”

Es konnte ein protektiver Effekt der SDF-1-CXCR4-Achse auf Kardiomyozyten
bei hypoxischer Schadigung nachgewiesen werden. Es zeigte sich in-vitro, dass
Kardiomyozyten, die mit SDF-1 vorbehandelt waren, widerstandsfahiger gegen-
uber Hypoxie waren. In der gleichen Studie konnte in-vivo festgestellt werden,
dass die Verabreichung von SDF-1 30 Minuten vor Myokardinfarkt bei Mausen
zu einer Reduktion der Infarktgrofde fuhrte.'™

Es ist inzwischen bekannt, dass die SDF-1-Expression in hypoxischen Geweben
durch HIF-1a (hypoxia-induced-factor 1a) hochreguliert wird.'”

Auch Thrombozyten stehen in Zusammenhang mit der SDF-1-CXCR4-CXCR7-
Achse. Thrombozyten exprimieren sowohl SDF-1 als auch dessen Rezeptoren
CXCR4 und CXCRY7 auf ihrer Oberflache.'”s77 Aktivierte Thrombozyten exprimie-
ren SDF-1 und geben es an ihre Umgebung ab.'”® Es konnte festgestellt werden,
dass thrombozytares SDF-1 eine Rolle in der Mobilisierung endothelialer Proge-
nitorzellen als Reaktion auf GefalRverletzungen spielt.'”®

Die thrombozytare SDF-1-Expression ist bei Patienten mit ACS erhoht.'®® 2012
konnte in einer Patientenstudie nachgewiesen werden, dass eine erhdhte throm-
bozytare SDF-1-Expression nach akutem Myokardinfarkt mit einer Erholung der

LV-Funktion und einer Reduktion der Infarktgrof3e assoziiert ist.'”®
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1.4.3 CXCR4

CXCR4 zahlt ebenfalls zu den a-Chemokinrezeptoren und wurde bereits 1993
von Federsppiel et al. als ,HUMSTR" beschrieben.'® Eine weitere Forschungs-
gruppe identifizierte den Rezeptor 1994 und bezeichnete ihn als ,LESTR".181.182
1995 wurde CXCR4 im Rahmen der HIV-Forschung beschrieben. Man fand her-
aus, dass es sich um einen G-Protein gekoppelten Rezeptor mit sieben Trans-
membrandomanen handelt. Da seine einzige bekannte Funktion darin bestand
CD4-exprimierenden Zellen die Erlaubnis fur die HIV-1 Fusion zu geben, wurde
es ,Fusin“ genannt. '® 1996 wurde entdeckt, dass SDF-1 (CXCL12) ein naturli-
cher Ligand des bisher als ,Fusin“ bekannten Rezeptors ist, woraufhin der Re-
zeptor in CXCR4 umbenannt wurde. '8

Lange wurde vermutet, dass es sich bei der CXCR4-SDF-1-Verbindung um eine
monogame Bindung handelt.’s* Diese These wurde widerlegt und inzwischen ist
bekannt, dass CXCR4 mit MIF (Macrophage Migration Inhibition Factor) einen
weiteren Liganden, und SDF-1 mit CXCR?7 einen weiteren Rezeptor, besitzt.8418
CXCR4 und SDF-1 spielen eine wichtige Rolle in der Embryogenese, Organoge-
nese, Hamatopoese und Vaskularisation.'®® CXCR4-defiziente Mause verstarben
perinatal und wiesen Defekte der Hamatopoese und des Nervensystems auf.'®’
Die B-Zell-Lymphopoese und Myelopoese der fetalen Leber und des fetalen Kno-
chenmarks waren deutlich reduziert.'®”

CXCR4 wird von einer Vielzahl von Organen exprimiert. Dazu zahlen unter an-
derem Endothelzellen, Knochenmarkstammzellen, Thrombozyten, Darmepithel-
zellen, Alveolarepithel, Zellen des Immunsystems und Zellen des zentralen Ner-
vensystems.?188.189,190,191,192

CXCR4 spielt pathogenetisch eine Rolle in der Entstehung, dem Wachstum und
der Migration von Tumoren, wie zum Beispiel dem Mammakarzinom, Magenkar-
zinom und der myeloischen Leukadmie. Es ist essentiell fur die Metastasierung
von Tumoren in andere Organe. 9319419

Die zellulare Oberflachenexpression von CXCR4 ist jedoch auch an regenerati-

ven Regulationsmechanismen beteiligt. Die CXCR4-SDF-1-Achse beeinflusst
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das Homing von Stammzellen und Progenitorzellen im Knochenmark und deren
Mobilisation ins Blut und Gewebe.'s

Unter hypoxischen Bedingung konnte eine Hochregulation der Oberflachenex-
pression von CXCR4 in mesenchymalen Stammzellen, Tumorgewebe, Monozy-
ten und Endothelzellen nachgewiesen werden.96:197.198.199.200 Eg besteht die Ver-
mutung, dass unter ischamischen Bedingung durch HIF-1a und CXCR4 die Zell-
migration in hypoxisches Gewebe reguliert wird.s

Die Expression von CXCR4 durch c-kit-positive Stammzellen und endotheliale
Progenitorzellen fordert die Migration und das Homing dieser Stammzellen zu
Gewebsdefekten hin.'96:201.202 Kgrdiale Stammzellen sind c-kit-positive Zellen, die
sich hauptsachlich im Atrium und der kardialen Apex befinden.?® Sie kdnnen zu
Gewebsverletzungen migrieren und sich dort zu Kardiomyozyten, Endothelzel-
len, Fibroblasten oder glatten Muskelzellen differenzieren. 68204

In Tierexperimenten konnte ein Einfluss der zellularen Oberflachenexpression
von CXCR4 auf die kardiale Funktion und Regeneration bei Herzinsuffizienz und
Myokardinfarkt nachgewiesen werden. Unter anderem konnte bei Tieren, deren
Kardiomyozyten CXCR4 auf der Oberflache exprimierten, im Vergleich zu Tieren,
bei denen eine Deletion von CXCR4 auf Kardiomyozyten durchgeflhrt wurde,
eine Verbesserung der kardialen Funktion nach Myokardinfarkt beobachtet wer-
den.205:206

In einer klinischen Studie mit Patienten mit symptomatischer KHK wiesen diese
gegenuber einer gesunden Kontrollgruppe eine vermehrte thrombozytare Ober-
flachenexpression von CXCR4 auf.'” Eine reduzierte thrombozytare CXCR4-
Oberflachenexpression bei Patienten mit symptomatischer KHK war in dieser

Studie mit einer erhohten 12-Monats-Mortalitat assoziiert.'””

1.4.4 CXCR7

CXCRY7 ist ein hoch konservierter Chemokinrezeptor und zahlt zur Gruppe der a-
Chemokine.?" Identifiziert wurde er, als man bei CXCR4-defizienten Mausen her-
ausfand, dass SDF-1 trotz fehlendem CXCR4-Rezeptor von den Zellen gebun-

den wird."""2% Der daflr verantwortliche Rezeptor stellte sich als der zuvor als
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.,RDC-1“ bekannte Rezeptor heraus und wurde nach dieser Entdeckung in
,LCXCR7“ umbenannt.'.18

Uber RDC-1 war aus vorherigen Studien bereits bekannt, dass dieser Adreno-
medullin und andere Calcitonin-gene-related-peptides (CGRP) bindet.?*® Adreno-
medullin und andere CGRP Ubernehmen unter anderem vasodilatatorische
Funktionen und wirken hypotensiv.210-2!

CXCRY7 ist kein typischer G-Protein-gekoppelter Rezeptor. Die Ligandenbindung
bewirkt keinen Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration.’® CXCR7 ver-
mittelt seine Funktion Uber die B-Arrestin-abhangige Aktivierung des Akt- und
MAP-Kinase-Signalwegs sowie Uber JAK/STAT3-Signalkaskaden.'®2'2 CXCR7
bindet SDF-1 mit einer hoheren Affinitat als CXCR4 und wirkt als Scavenger-
Rezeptor mittels Internalisierung von SDF-1 nach Ligandenbindung.'""185213 Dje
Scavenger-Aktivitat von CXCR7 lasst vermuten, dass dieser auch eine modulie-
rende Funktion in der Signalvermittlung durch SDF-1 einnimmt.2"3

CXCR7 kann die Aktivitat von CXCR4 mittels Heterodimerisierung modulieren
und regulieren.?'*2'4 Die Rezeptorbindung von SDF-1 induziert zum einen die
Ausbildung von CXCR4- oder CXCR7-Homodimeren und zum anderen die Bil-
dung von Heterodimeren zwischen CXCR7 und CXCR4.2'5s CXCR4-Homodimere
vermitteln ihre Funktion vorwiegend uber den GPCR-Signalweg, wahrend
CXCR4-CXCR7-Heterodimere Uber B-Arrestin-abhangige Signalwege wirken.?'®
CXCRY7 wird unter anderem auf der Oberflache von Endothelzellen, glatten Mus-
kelzellen, fetalen Hepatozyten, Thrombozyten, der Plazenta, Gehirn, Herz, Nie-
ren, Milz, Thymus und mehreren Tumorzelllinien exprimiert. 162:171.185.217.218,219
CXCRY7 beeinflusst die Regulation des Zelluberlebens und der Zelladhasion."
Der Rezeptor nimmt eine modulatorische Rolle in Entziindungsprozessen der
Gefalle ein und ist an der Regulation von Immunantwort und Gewebsregenera-
tion beteiligt.®2

In hypoxischem Tumorgewebe und in mesenchymalen Stammzellen unter hypo-
xischen Bedingungen konnte eine Hochregulation der zellularen Oberflachenex-
pression von CXCR7 nachgewiesen werden.,??*2?' Die endotheliale Oberflachen-
expression von CXCRY7 in hypoxischem Lungengewebe fordert die Endothelzell-

regeneration und Proliferation.???
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Im Rahmen kardiovaskularer Erkrankungen konnte nachgewiesen werden, dass
die endotheliale Oberflachenexpression von CXCR7 wichtig flr die vaskulare Ho-
moostase und das kardiale Remodeling nach Myokardinfarkt ist.??®* Die Deletion
von endothelialem CXCRY7 flhrte im Tierversuch zu einer Beeintrachtigung der
kardialen Funktion und des kardialen Remodelings nach Myokardinfarkt.???
Auch Thrombozyten sind an den Regenerationsprozessen mittels der SDF-1-
CXCR4-CXCR7-Achse beteiligt. Am Tiermodell konnte nachgewiesen werden,
dass aktivierte Thrombozyten nach Pneumektomie vermehrt SDF-1 exprimieren
und so die endotheliale Oberflachenexpression von CXCR4 und CXCRY7 stimu-
lieren. In derselben Studie zeigte sich, dass die Oberflachenexpression von
CXCR4 und CXCR7 auf pulmonalen Kapillarendothelzellen die Alveologenese
und Regeneration des Lungengewebes fordert.??

Bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom konnte nachgewiesen werden, dass
die CXCR7-Oberflachenexpression auf Thrombozyten gegenuber Patienten mit
stabiler KHK erhoht ist. Es konnte eine Assoziation zwischen der thrombozytaren
CXCR7-Oberflachenexpression und der Erholung der LV-Funktion bei Patienten

5 Tage nach sowie 3 Monate nach ACS festgestellt werden.?'”
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2 Ziele

Die SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse nimmt Einfluss auf die Stammzellmigration,
Proliferation und Differenzierung. '66:167.168:202225 SDF-1 und dessen Rezeptoren
CXCR4 und CXCR7 beeinflussen Entzindungsreaktionen, Immunreaktionen
und Reparaturmechanismen nach Gewebsschadigungen und konnten daher
auch eine wichtige Funktion in der kardialen Regeneration nach Myokardinfarkt
einnehmen.®

Thrombozyten spielen im Rahmen des akuten Myokardinfarkts eine wichtige
Rolle und sind sowohl an Inflammation als auch an Regeneration beteiligt.®5'%
Im akuten Myokardinfarkt sammeln Thrombozyten sich am Areal der Lasion und
konnten daher Uber deren regenerative Eigenschaften die LV-Funktion sowie die
InfarktgroRe signifikant beeinflussen.

Rath et. al haben 2014 gezeigt, dass eine erhdhte thrombozytare CXCR7-Ober-
flachenexpression mit einer Erholung der LV-Funktion nach ACS assoziiert ist.?'”
Eine reduzierte thrombozytare CXCR4-Oberflachenexpression steht in Zusam-
menhang mit einer erhdhten 12-Monats-Mortalitat bei Patienten mit KHK.""”

Die thrombozytare Oberflachenexpression der beiden SDF-1-Rezeptoren
CXCR4 und CXCR7 nach akutem Myokardinfarkt ist Bestandteil gegenwartiger
Forschungen. Ziel dieser Studie ist es, die thrombozytare Oberflachenexpression
von CXCR4 und CXCR?7 akut nach STEMI sowie 6 Monate nach STEMI zu un-
tersuchen.

In dieser Arbeit wurde die thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR4
und CXCR7 24 Stunden, 48 Stunden und 6 Monate nach STEMI gemessen und
analysiert.

Zusatzlich wurde wahrend der Hospitalisierungsphase sowie 6 Monate nach
STEMI mittels transthorakaler Echokardiographie sowie Magnetresonanztomo-
graphie die LV-Funktion, die InfarktgrofRe und die GroRe des myokardialen
Odems bestimmt.

Die Studie untersucht die folgenden Fragestellungen:
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Einfluss der thrombozytaren CXCR4- und CXCR7-Oberflachen-expres-
sion auf die GroRe der Infarktnarbe sowie das myokardiale Odem nach
STEMI

Einfluss der thrombozytaren CXCR4- und CXCR7-Oberflachen-expres-
sion auf die myokardiale Regeneration anhand der LV-Funktion nach
STEMI

Veranderung der thrombozytaren CXCR4- und CXCR7-Oberflachen-ex-
pression nach STEMI im 6-monatigen Verlauf und Einfluss der Expressi-

onsveranderung auf LV-Funktion und Grofie der Infarktnarbe
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3 Material und Methoden

Patientenkollektiv

Von Februar 2014 bis Marz 2016 untersuchten wir ein Patientenkollektiv, welches
akut mit der Diagnose ,STEMI® in die Medizinische Klinik des Universitatsklini-
kums TuUbingen eingeliefert wurde. Die Diagnosekriterien des STEMI werden in
der Einleitung dieser Doktorarbeit erlautert.

Insgesamt konnten 87 Patienten rekrutiert werden. Die Patienten wurden uber
den wissenschaftlichen Hintergrund der Studie aufgeklart, es wurde betont, dass
die Teilnahme an der Studie freiwillig ist und fur den Patienten selbst keine the-
rapeutischen Vorteile mit sich bringt.

Zwecks der Messung der thrombozytaren Oberflachenexpression der Chemokin-
rezeptoren erfolgten Blutenthahmen zu verschiedenen Zeitpunkten nach STEMI.
Zur Beurteilung der kardialen Funktion erhielten die Patienten eine Kardio-MRT-
Untersuchung wahrend der Hospitalisierungsphase und 6 Monate nach STEMI.
Die Patienten wurden Uber mdgliche Risiken der Blutentnahme, die Risiken der
Kardio-MRT informiert.

Die Studie wurde durch das klinische Ethikkomitee bewilligt (270/2011BO1) und
erflllt die Prinzipien der Deklaration von Helsinki.??® Sie wurde nach den Leitlinien

fur gute klinische Praxis durchgefuhrt.??

Messung der thrombozytaren Oberflachenexpression von CXCR4 und
CXCR7

Die Messung der thrombozytaren Oberflachenexpression von CXCR4 und
CXCRY7 erfolgte 24 Stunden nach STEMI (folgend auch als ,Tag 1“ bezeichnet),
48 Stunden nach STEMI (folgend auch als ,Tag 2“ bezeichnet), sowie 6 Monate
nach STEMI (folgend als ,Follow-up“ bezeichnet). In mehreren Studien konnte
bereits nachgewiesen werden, dass es akut nach Myokardinfarkt zu einer
Hochregulation der SDF-1-alpha-CXCR4-CXCR7-Achse kommt.'74228.220 Um die

zeitlichen Verlaufe der thrombozytaren Oberflachenexpression der beiden
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Chemokinrezeptoren zu untersuchen, erfolgten die Messungen zu den drei
verschiedenen Messzeitpunkten

Die thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR4 konnte dabei 24 Stunden
nach STEMI bei 65 Patienten gemessen werden, 48 Stunden nach STEMI bei 52
Patienten und 6 Monate nach STEMI bei 26 Patienten (CXCR4: 24h = 65, 48h =
52, 6 Monate: 26). Die thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR7 konnte
24 Stunden nach STEMI bei 67 Patienten, 48 Stunden nach STEMI bei 53
Patienten und 6 Monate nach STEMI bei 27 Patienten bestimmt werden (CXCR?7:
24h = 67, 48h = 53, 6 Monate = 27).

Es wurden die folgenden Arbeitsschritte durchgefuhrt:

Am ersten Tag nach STEMI wurde den Patienten standardmafig 60 ml Blut aus
der V. mediana cubiti oder der V. cephalica entnommen. Die Blutenthahme
erfolgte mittels Butterfly-Kanule und wurde in drei 20 ml Spritzen abgenommen.
Anschlielend wurden 8,5 ml des entnommenen Vollblutes vorsichtig in eine
Monovette gefullt, die eine Citrat-Phosphat-Dextrose-Ldsung mit Adenin enthielt
(CPDA-Monovette). Die verbleibenden 52 ml Vollblut wurden in 5 EDTA-
Monovetten (3 grofle EDTA-Monovetten, 2 kleine EDTA-Monovetten) und 3
Serum-Monovetten gefullt und zur Aufbewahrung in der Biobank eingefroren.
Am zweiten Tag nach STEMI sowie 6 Monate nach STEMI erfolgte nur noch die
Entnahme von 8,5 ml Blut in die CPDA-Monovette.

Das folgende Messprotokoll wurde zu jedem Messzeitpunkt der Studie
durchgefuhrt:

Aus der CPDA-Monovette wurden sofort nach Abnahme vorsichtig 20 ul Vollblut
entnommen und in einen Eppendorf-Cup gegeben. Das Vollblut wurde mit

980 ul PBS ohne Ca?* (Hanks' Balanced Salt Solution, Sigma) 1:50 verdlnnt.
AnschlieRend wurden je 35 ul des verdunnten Vollblutes in vier FACS-Rohrchen
gegeben. Alle Proben wurden zusétzlich mit 5 yl DPBS ohne Ca?* (um eine Ak-
tivierung der Thrombozyten durch Calcium zu verhindern) sowie dem Throm-
bozytenmarker CD42b FITC (Analyte Specific Reagent, Beckman Coulter) ver-
setzt. CD42b ist ein monoklonaler Antikdrper gegen das Glykoprotein Ib (anti-Gp-

Ib) auf der Thrombozytenoberflache. Glykoprotein Ib ist in der Kombination mit
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Glykoprotein IX und Glykoprotein V als Glykoprotein-1b-IX-V Komplex fur die Bin-
dung des von-Willebrand-Faktors zustandig. Es wird daher permanent auf der
Thrombozytenoberflache exprimiert und eignet sich zur Identifizierung die-
ser.230:231 Der CD42b-Antikorper ist an einen fluoreszierenden Farbstoff (FITC) ge-
koppelt, wodurch eine Analyse mittels FACS-Analyse ermdglicht wird.

Um den Messfehler zu minimieren, wurden stets zwei Messungen fur die throm-
bozytare Oberflachenexpression jedes Chemokinrezeptors durchgefihrt und an-
schlie®Bend der Mittelwert beider Messungen zur weiteren Analyse verwendet.
Zur Messung der thrombozytaren CXCR4-Oberflachenexpression wurden 5 ul
anti-hCXCR4 (Phycoerythrin Conjugated, Monoclonal Mouse 1gG2a, R&D Sys-
tems) zu den beiden Proben hinzugegeben.

Zu den zwei Proben zur Messung der thrombozytaren CXCR7-Oberflachenex-
pression wurden zusatzlich 5 pl anti-hCXCR7/RDC-1 (Phycoerythrin Conjugated,
Mouse 1gG2a, R&D Systems) addiert.

Anschlieend wurden die Proben lichtdicht abgedeckt und far 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

Nach 30-minutiger Inkubation wurden die Proben durch Zugabe von Paraformal-
dehyd in 0,5-%iger Konzentration (PFA 0,5%) fixiert.

Im Anschluss erfolgte die Analyse der Messungen durch FACS-Messung (Model:
BD FACSCalibur™ Flow Cytometer, Becton-Dickinson and Company, Heidel-
berg, Deutschland).
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FACS (Fluorescence activated cell sorting)-Analyse

Die FACS-Analyse wurde 1960 durch Bonner at al. entwickelt und wird seither
genutzt, um lebende Zellen zu sortieren und zu zahlen.?*? Dabei werden die
bendtigten Zellen, in dieser Studie Thrombozyten, mit einem Antikérper markiert,
an den ein fluoreszierender Farbstoff gebunden ist (in dieser Studie CD42b FITC,
anti-hCXCR4 und anti-hCXCR7/RDC-1).22 AnschlieRend konnen die Zellen
anhand der fluoreszierenden Farbstoffe gezahlt und sortiert werden.?®* Dazu
werden sie durch hydrodynamische Fokussierung durch eine schmale
Messkammer gefuhrt.?3* Dort werden die Zellen mit einem Laser angestrahilt,
wobei jeder Zelltyp durch den spezifischen fluoreszierenden Farbstoff, der durch
den Antikorper an die Zelle gebunden ist, charakteristisches Streulicht abgibt
(Abbildung 4).2342% Das abgegebene Licht wird von einem Detektor gemessen.?#
nnerhalb kurzer Zeit (wenige Sekunden) kdnnen so mehrere Tausend Zellen
gemessen werden.2%

In dieser Studie konnte anhand der oben genannten Antikorper mittels FACS-
Analyse die thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR4 und CXCR7 als
mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) bestimmt werden. Es wurden 10.000 Events
pro Sekunde gemessen. Vor jeder Messung wurde eine Kalibrierung des Gerats
durchgefuhrt.
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Ubersicht liber die Durchflusszytometrie

Probe (gefarbte Zellen in Lésunag)
Umhullungs-
-
flissigkeit l
@
.
-
P
L_; Hydrodynamische
’ 1 Fokussierung
\ ) 7 Detektierte Fluoreszenz (von
gefarbten Zellen abgegeben)
° A
Streulicht
(von allen Zellen abgegeben)
Laser-Lichtquelle @
\ /

Abbildung 4: Ubersicht iiber die Durchflusszytometrie. Modifiziert nach:
»introduction to flow cytometry.“ Figure 1. “Overview of the flow
cytometer.”  http://abcam.com/protocols/introduction-to-flow-cytometry.
Zitiert: 04.01.2017.
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Kardio-MRT zur Beurteilung der LV-Funktion, des myokardialen Odems

sowie der InfarktgroRe

Mithilfe der Kardio-MRT bestimmten wir die LV-Funktion, das myokardiale Odem
sowie die Infarktgrof3e nach STEMI. In der Hospialisierungsphase konnten an 55
Patienten eine Kardio-MRT durchgefihrt werden und 6 Monate nach STEMI an
34 Patienten (Hospitalisierungsphase = 55, 6 Monate = 34). Erganzend zu den
magnetresonanztomographischen Daten wurden echokardiographisch und
laevokardiographisch erhobene Daten zur Bestimmung der LV-Funktion hinzu-
gezogen.

Als MRT-Gerat wurde ein 1.5 T Magnetom Avanto benutzt. Zur Patientenvorbe-
reitung und Feststellung etwaiger Kontraindikationen erfolgte ein ausfuhrliches
Aufklarungsgesprach mit dem zustandigen Radiologen. Die durchschnittliche Un-
tersuchungszeit betrug 30-45 Minuten.

Wahrend der MR-Messungen erfolgte ein Monitoring mittels EKG.

LV-Funktion:

Zur Bestimmung der LV-Funktion wurde die dynamische cine-Technik mit
Steady-State-Free-Precession-Sequenz und elektrokardiographischer Trigge-
rung verwendet. Die Bestimmung der LV-Funktion mittels MRT ist aktuell eine
sehr genaue Methode zur Messung der LV-Funktion.?” Der Herzzyklus wurde
abhangig von Rhythmus und Frequenz in durchschnittlich 25 Phasen gesplittet.
Um die Bildqualitat zu verbessern, wurden die Patienten gebeten am Ende der
Exspiration den Atem anzuhalten. Die Bilder wurden als Langsachsen- und Kurz-

achsenschnitt aufgenommen.
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Tabelle 1 Typische Bildparameter bei der Bestimmung der LV-Funk-

tion im CMR
Wiederholungszeit (TR) 32 ms
Schichtdicke 5 mm
Echozeit (TE) 1,2 ms
Gap 5mm
Matrix 144 x 192
Phasen pro Herzzyklus 25
Zeitliche Auflosung 260-485 ms,
abhangig von der Herzfrequenz

Zur Auswertung der MR-Bilder wurde als Programm die CVI42 Version 5 (Circle
Cardiovascular Imaging, Calgary AB, Canada) benutzt. Im kardialen Langsach-
senschnitt bestimmten wir die basalste Schicht als die Schicht, die apikal der Mit-
ralklappe auftrat. Im Kurzachsenschnitt wurde die Enddiastole definiert als Phase
nach der R-Triggerung (Abbildung 5).

Die Endsystole wurde als erste Phase vor Beginn der erneuten Relaxation be-
stimmt. Anschlieliend wurden die Konturen unter Inklusion der Papillarmuskeln
nachgezeichnet und die linksventrikularen diastolischen und systolischen Volu-
mina in ml bestimmt (Abbildung 5).

Die EF und das SV wurden in Folge mit der folgenden Formel berechnet:

SV =EDV - ESV (ml)

EF = (SV/EDV) x 100%.2®

Durch die oben genannte Formel wird dabei zunachst das Schlagvolumen (SV)
aus der Differenz zwischen enddiastolischem (EDV) und endsystolischem Volu-
men (ESV) errechnet. Die Ejektionsfraktion (EF) wird anschlielend aus dem
Quotienten Schlagvolumen/ Enddiastolisches Volumen (SV/EDV) in Prozent be-
stimmt.

Die Bestimmung der LV-Funktion mittels kardialer MRT liefert ebenso genaue
und reproduzierbare Werte wie die Laevokardiographie und ist Goldstandard der

nicht-invasiven Messung der LV-Funktion,238:239.240.241
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Abbildung 5: Kurzachsenschnitt (CMR) des linken Ventrikels in Enddiastole
und Endsystole zur Bestimmung des SV und der LVEF. Links: KA in
Enddiastole. Griin umrandet: Epikard zur Bestimmung der Myokardmasse,
rot umrandet: Endokard zur Bestimmung des linksventrikularen,
enddiastolischen Volumens. Rechts: KA in Endsystole. Rot umrandet:
Endokard zur Bestimmung des linksventrikularen, endsystolischen
Volumens.

Late Gadolinium enhancement:

Mittels Late Gadolinium enhancement (LGE) lasst sich nach Myokardinfarkt eine
kardiale Gewebsdifferenzierung durchfiihren. Myokardareale, die sich funktionell
unterscheiden (z.B. Nekrose, Odem, gesundes Myokard), reichern in unter-
schiedlichem Malde vermehrt gadoliniumhaltiges Kontrastmittel an.242
Nekrotische und geschadigte Zellen nehmen im Gegensatz zu gesunden Zellen
Gadolinium intrazellular auf.?** Auch im Extrazellularraum wird Gadolinium ange-
reichert: Akut nach Myokardinfarkt kommt es zu extrazellularer und intrazellularer
Flissigkeitsansammlung (myokardiales Odem). Diese VergréRerung des Extra-
zellularraums und mikrovaskulare Schadigungen fihren zu einer Minderdurch-
blutung des betroffenen Areals.?** Eine vermehrte Anreicherung von Gadolinium
sowie eine verzogerte An- und Abflutung von Gadolinium ist die Folge (Abbildung
6).2%

Langfristig wird das Infarktareal fibrotisch umgebaut und es entsteht eine Infarkt-

narbe. Diese zeichnet sich ebenfalls durch einen vergroerten Extrazellularraum
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und verminderte Durchblutung aus, weshalb auch hier eine vermehrte Anreiche-

rung und eine verlangsamte An- und Abflutung sichtbar wird.2*

T1l-weighted
Signal
intensity Normal
A Myocardium
Ischemic but 'nfal'Cte.d
Viable ~__ Myocardium
Myocardium
Microvascular
Obstruction
% (MVO)
. Early
Enhancement 5 time
First-Pass Late
Enhancement
Gadolinium

Contrast injection

Abbildung 6: Signalintensitat in gesundem und infarziertem Myokard nach
Gadoliniuminjektion im CMR.

Aus: Kellman, P., and A. E. Arai. "Cardiac Imaging Techniques for
Physicians: Late Enhancement.” J Magn Reson Imaging 36, no. 3 (Sep
2012): 529-42. Figure 2.

Zur Bestimmung der InfarktgréfRe mittels LGE wurde den Patienten 0,15 mmol/kg
KG gadoliniumhaltiges Kontrastmittel (Gadovist) Uber einen peripheren vendsen
Katheter injiziert. Die MR-Bilder wurden in Atemhaltetechnik und durch Anwen-
dung einer segmentierten Inversion-Recovery-Gradientenecho-Pulssequenz 10
Minuten nach Kontrastmittelgabe aufgenommen.

Bei Patienten, die aufgrund von Dyspnoe nicht in der Lage waren, eine ausrei-
chende Atemhaltepause einzulegen oder bei denen Arrhythmien zu Bewegungs-
artefakten fihrten, verwendeten wir die Single-shot-Pulssequenz. Alle Bilder wur-
den in T1-Wichtung aufgenommen.2#

Zur Bestimmung der Infarktgrof3e wurden die Areale markiert, die eine Abwei-
chung in der mittleren Signalintensitat aufwiesen, die mehr als 5 Standardabwei-
chungen betrug (Abbildung 7).245
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Abbildung 7: Kurzachsenschnitt (CMR) in LGE Bildgebung. Griin umrandet:
Epikard, rot umrandet: Endokard, rosa umrandet: KM-anreicherndes
Infarktareal, blau umrandet: gesundes Myokard ohne Gadolinium-
Enhancement. Links: Konturen des Gadolinium-anreichernden
Infarktareals. Rechts: Myokardareale mit Signalerhohung > 5 SD in der
mittleren Signalintensitat des restlichen Myokardgewebes.

Bestimmung des myokardialen Odems:

Im Rahmen des STEMI kommt es durch ischamische Zellschadigung und Zell-
zerfall auch zum Untergang der ATP-abhangigen Na+/K+-Pumpen. Daraus re-
sultiert, dass Natrium nicht mehr aus den Zellen herausgepumpt werden kann
und sich somit intrazellular Flussigkeit ansammelt.?*¢ Infolge von Azidose durch
Ischamie, sowie Vasodilatation und erhohter Kapillarpermeabilitat kommt es zu-
dem zur Ansammlung interstitieller FlUssigkeit.?*” Das daraus resultierende myo-
kardiale Odem I&sst sich mittels quantitativem T2-Mapping im CMR darstellen.2
T2-Mapping generiert Bilder, die auf der transversalen Relaxation der Spins (Pro-
tonen) basiert. Im Fall eines myokardialen Odems, ist die transversale Relaxati-
onszeit durch die erhéhte Menge an Wasser im Gewebe verlangert. Dies lasst
sich im MRT darstellen.?*”

In dieser Studie wurde nur in den Untersuchungen wahrend der Hospitalisie-
rungsphase die Odemquantifizierung durchgefiihrt. Fir das T2-Mapping wurde
eine dual-contrast Fast-Spin-Echo (dcFSE) MRT Sequenz mit zwei Echozeiten
verwendet, welche ebenfalls in kurzer Achse aufgenommen wurde.?*® Aus den

zwei resultierenden Bildern wurden mit einem eigens programmierten Skript fur

41



MatLab R2014b (MathWorks, Natick, MA) nach Rauschkorrektur (Abzug des
Rauschens in der Luft am Bildrand) Pixelwertkarten, so genannte Maps, errech-
net. Der darin abgebildete Wert entspricht der Signalzerfallszeit (Signal decay
time, SDT). Diese wurde mit der Formel folgenden Formel berechnet:

SDT = ATE/ (In Ste1-In Ste2).

Die verwendete Anpassungsformel errechnet die Signalzerfallszeit dabei aus der
Differenz der Echozeiten (ATE) sowie der logarithmierten Signalintensitaten aus
den dcFSE-Bildern zu den Echozeitpunkten (time echo, TE) eins und zwei (In
Stet-In Ste2).24

Fir jedes Myokardsegment wurde manuell eine ,region of interest* (ROIl) einge-
zeichnet und die daraus ermittelte Signalzerfallszeit fur die Differenzierung des
Odems verwendet. Als Grenzwert fr ein pathologisches Odem wurden fiir diese
Sequenz in einer bereits veroffentlichten Probandenstudie 65 ms (97.5% oberes
Quantil gesunder Probanden) ermittelt.?*® Aus den quantitativen Daten wurden
die Segmente Uber den pathologischen Schwellenwert in bindrem Modus als
Odem positiv (= 65 ms) oder negativ (< 65 ms) gewertet. Die Masse der vom
Odem betroffenen Segmente in Prozent der gesamten Myokardmasse wurde in

dieser Studie errechnet und ausgewertet.

Folgemessungen

Ein Hauptaspekt unserer Studie war es, den klinischen Verlauf der Patienten be-
urteilen zu kdnnen und in Zusammenhang mit den erhobenen laborchemischen
Messdaten zu bringen. Die Folgemessungen erfolgten 6 Monate nach STEMI.
Die thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR4 sowie CXCR7 wurde er-
neut im Blut der Patienten bestimmt. Dabei wurden 8,5 ml Blut aus der V. medi-
ana cubiti oder der V. cephalica entnommen und in eine CPDA-Monovette gege-
ben. Es wurde das gleiche Messprotokoll verwendet, wie es fur die Messungen
wahrend der Hospitalisierungsphase der Patienten verwendet wurde.

Die Patienten erhielten auRerdem 6 Monate nach STEMI eine erneute Kardio-
MRT. In der Kardio-MRT wurde die LV-Funktion sowie die Grdlie der Infarktnarbe

mittels Late Gadolinium Enhancement bestimmt. Das myokardiale Odem lasst
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sich nur im Akutstadium nach STEMI nachweisen, weshalb dies nach 6 Monaten
nicht erneut bestimmt wurde.2%

Fir die laborchemischen Follow-up-Messungen konnten 26 (CXCR4) und 27
(CXCRY7) der urspringlichen Patienten erneut rekrutiert werden.

Die Kardio-MRT 6 Monate nach Infarkt war nur bei 34 Patienten erneut durch-
fuhrbar.

Ein Teil der Patienten konnte 6 Monate nach STEMI nicht mehr erreicht werden.
Aufgrund weiter Anfahrtswege, da die Patienten zum Teil nicht direkt in Tlbingen
wohnhaft waren, und gesundheitliche Einschrankung durch die Erkrankung war
vielen Patienten eine erneute Anreise zu Studienzwecken nicht mdglich. Zusatz-
lich lagen medizinische Grunde, wie eine ICD- oder Schrittmacherimplantation
vor, die dazu fuhrten, dass eine erneute Teilnahme an der Kardio-MRT nicht

moglich war.

Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse der erhobenen Daten, wurde die SPSS Version 23.0.
(Released 2015. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY:
IBM Corp.) verwendet. Mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests wurde ermittelt,
ob es sich um eine Normalverteilung der Werte handelt. Normal verteilte Daten
wurden mit dem T-Test fur unabhangige Stichproben verglichen.
Nicht-parametrische Daten wurden mittels des Mann-Whitney U-Testes vergli-
chen und die Ergebnisse als Balkendiagramme mit Fehlerbalken dargestellt.
Normalverteilte Daten sind als Mittelwert £ SD angegeben, wahrend nicht nor-
malverteilte Daten als Median + Q25/ Q75 angegeben sind.

Korrelationen wurden mit dem Spearman Korrelationskoeffizienten analysiert

und durch Streudiagramme dargestellt.
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4 Ergebnisse

Basischarakteristika des Patientenkollektivs

In diese Studie wurden nur Patienten mit der Diagnose ,STEMI®
(Diagnosekriterien nach ESC 2015) eingeschlossen.% Dabei handelte es sich in
72,4% um mannliche Studienteilnehmer.

Alle Patienten erhielten im Rahmen ihrer Aufnahmediagnose eine
Herzkatheteruntersuchung, bei der mittels Laevokardiographie auch die
linksventrikulare Ejektionsfraktion bestimmt wurde. Im Mittel betrug die LV-
Funktion bei Aufnahme 44,8%. Das Alter der Patienten betrug im Mittel 60,8
Jahre (Tabelle 2).

Tabelle 2 Basischarakteristika des Patientenkollektivs
Alter (Jahre) 60,8
(Mittel £ SD) (x12,1)
Anzahl Manner 63
(72,4%)
Klinische Daten
LVEF in der Laevokardiographie bei 44,8%
Aufnahme (Mittel £ SD) (x7,7)
KVRF
Arterielle Hypertonie 56
(64,4%)
Hyperlipidamie 23
(26,4%)
Diabetes mellitus Typ I 20
(23,0%)
Raucher 41
(47,1%)
Positive Familienanamnese 17
(20,2%)
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Dauermedikation bei Aufnahme

ASS

Clopidogrel

Prasugrel

Ticagrelor

Orale Antikoagulantien

ACE-Hemmer

AT1-Antagonisten

Calcium-Kanal-Blocker

Beta-Blocker

Diuretika (Thiazide, Schleifendiuretika)

Kaliumsparende Diuretika

Statine

14
(16,1%)
2
(2,3%)
1
(1,1%)
3
(3,4%)
2
(2,3%)
13
(14,9%)
8
(9,2%)
9
(10,3%)
20
(23,0%)
9
(10,3%)
4
(4,6%)
12
(13,8%
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Werteverteilung der thrombozytaren CXCR4- und CXCR7-Oberflachen-
expression (MFI) nach STEMI

Tabelle 3 gibt einen Uberblick Uber die mittels Durchflusszytometrie (FACS)
(MFI1) der
Oberflachenexpression von CXCR4 und CXCR7 zu den Messzeitpunkten 24
Stunden, 48 Stunden und 6 Monate nach STEMI. Die Messwerte sind nicht

normal verteilt und daher zu allen Messzeitpunkten als Median sowie dem 25.

gemessene mittlere  Fluoreszenzintensitat thrombozytaren

und 75. Quartil angegeben.

Tabelle 3 Werteverteilung der thrombozytéren
Oberfliachenexpression von CXCR4 und CXCR7

24h, 48h und 6 Monate nach STEMI

(mean fluorescence intensity, MFI)
CXCR4 CXCR4 CXCR4 CXCR7 CXCR7 CXCR7

24h 48h 6 Monate 24h 48h 6 Monate

Median | 66,89 64,50 68,36 57,58 53,35 35,23
Qo,25 58,66 51,10 54,31 42,00 36,94 28,94
Qo,75 90,01 73,77 112,30 75.74 64,27 58,40

Die thrombozytare Oberflachenexpression von sowohl CXCR4 als auch von
CXCRY?7 ist mit einer Veranderung der LV-Funktion im 6-monatigen Verlauf
nach STEMI assoziiert.

In dieser Studie konnte festgestellt werden, dass eine thrombozytare
Oberflachenexpression von CXCR4 grofier des Medians mit einer Veranderung
der LV-Funktion in der kardialen MRT im 6-monatigen Verlauf assoziiert ist
(CXCR4 > Median: LVEF% 51.0 £ 12.9 vs. 60.9 + 10.8, p=0.043). Thrombozytare
Expressionslevel von CXCR4, die unterhalb des Medians liegen, sind nicht mit
einer Veranderung der LV-Funktion 6 Monate nach STEMI assoziiert (CXCR4 <
Median (LVEF% 54.1 + 8.8 vs. 59.2 + 13.2, p=0.213. Abbildung 8).

Ebenso konnte fir die thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR7 eine

Assoziation zu der Entwicklung der LV-Funktion 6 Monate nach STEMI gezeigt
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werden, wenn die Expressionsrate oberhalb des Medians lag (CXCR7 > Median:

LVEF% 44.3 + 9.4 vs. 60.0 + 11.7, p=<0.001).

Bei Patienten, bei denen die Expressionsrate von CXCR7 unterhalb des Medians

lag, konnte keine signifikante Assoziation zum 6-monatigen Verlauf der LV-
Funktion gezeigt werden (CXCR7 < Median: LVEF% 54.8 + 9.2 vs. 55.0 £ 9.4,
p=0.947. Abbildung 8).
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Die thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR4 und CXCR7 nach
STEMI ist nicht mit der InfarktgroRe akut nach STEMI sowie der GroRe der

Infarktnarbe 6 Monate nach STEMI assoziiert.

Um zu ermitteln, ob potentielle Zusammenhange zwischen der thrombozytaren
Oberflachenexpression von CXCR4 oder CXCR7 mit der InfarktgroRe und der
Entwicklung der Infarktnarbe bestehen, wurden die Werte der thrombozytaren
Oberflachenexpression von CXCR4 und CXCR7 24 Stunden, 48 Stunden und 6
Monate nach STEMI in Bezug auf die Infarktgro3e wahrend der Hospitalisie-
rungsphase nach STEMI sowie 6 Monate nach STEMI untersucht.

Die InfarktgroRe sowie die Infarktnarbe wurden mittels Late Gadolinium Enhan-
cements in der kardialen MRT wahrend der Hospitalisierungsphase und 6 Mo-
nate nach STEMI bestimmt. In Tabelle 4 werden die Korrelationskoeffizienten
und das Signifikanzniveau der thrombozytaren Oberflachenexpression von
CXCR4 und CXCRY7 in Zusammenhang mit der InfarktgroRe dargestellt. In der
Analyse dieser Werte zeigte sich in unserer Studie keine signifikante Assoziation
zwischen der Oberflachenexpression der beiden Chemokinrezeptoren auf
Thrombozyten und der GroRRe des Infarktes wahrend der Hospitalisierungsphase
oder der Infarktnarbe 6 Monate nach STEMI.
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Tabelle 4 Korrelation und Signifikanz der thrombozytédren
Oberflachenexpression von CXCR4 und CXCR7 (MFI) in
Bezug zum LGE im CMR.
(r = Korrelationskoeffizient, p= Signifikanzniveau)
LGE (ml) zu LGE (ml) zum
Studieneinschluss Follow-up
CXCR4 r=0,156 r=-0,006
24h nach STEMI p =0,344 p=0,978
CXCR4 r=0,194 r=0,010
48h nach STEMI p=0,313 p=0,970
CXCR4 r=-0,331
6 Monate nach STEMI p=0,248
CXCR7 r=0,075 r=-0,067
24h nach STEMI p = 0,644 p=0,763
CXCRY7 r=-0,047 r=-0,024
48h nach STEMI p = 0,803 p = 0,927
CXCRY7 r=-0,160
6 Monate nach STEMI p =0,568
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Die thrombozytare Oberflaichenexpression von CXCR4 korreliert hoch
signifikant zu allen Messzeitpunkten mit der thrombozytaren

Oberflachenexpression von CXCR?7.

Unsere Daten zeigen, dass die thrombozytare Oberflachenexpression von
CXCR4 hochsignifikant mit der thrombozytaren Oberflachenexpression von
CXCRY korreliert. Dies gilt sowohl fur die thrombozytare Oberflachenexpression
der beiden Rezeptoren akut nach STEMI (24h: r=0,909, p<0,001; 48h: r=0,779,
p<0,001) als auch fur deren Oberflachenexpression auf Thrombozyten 6 Monate
nach STEMI (r=0,855, p<0,001. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Korrelation der thrombozytaren Oberflachenexpression von
CXCR4 mit der thrombozytaren Oberflachenexpression von CXCR7 (MFI in
FACS-Analyse) am 1. Tag nach STEMI (a.), am 2. Tag nach STEMI (b.) sowie
6 Monate nach STEMI (c.). r = Korrelationskoeffizient, p = Signifikanzniveau.
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Die thrombozytare Oberflachenexpression sowohl von CXCR4 als auch von
CXCR?7 48 Stunden nach STEMI korreliert positiv mit der thrombozytaren

Oberflachenexpression derselben Chemokine im Follow-up.

Um den zeitlichen Verlauf der thrombozytaren Oberflachenexpression von
CXCR4 und CXCRY7 zu untersuchen, verglichen wir die Expressionswerte beider
Rezeptoren zu den verschiedenen Messzeitpunkten.

Wir konnten feststellen, dass die thrombozytare Oberflachenexpression von
CXCR4 24 Stunden nach STEMI hochsignifikant mit der thrombozytaren Ober-
flachenexpression von CXCR4 48 Stunden nach STEMI korreliert (r=0,680,
p<0,001. Abbildung 10.a.). Auch fir die thrombozytare Oberflachenexpression
von CXCR7 24 Stunden nach STEMI mit der thrombozytaren Oberflachenex-
pression von CXCR7 48 Stunden nach STEMI konnte eine hochsignifikante, po-
sitive Korrelation nachgewiesen werden (r=0,579, p<0,001. Abbildung 10.b.).
Bezuglich des langfristigen Verlaufs zeigte sich, dass die thrombozytare Oberfla-
chenexpression von CXCR4 48 Stunden nach STEMI mit der thrombozytaren
Oberflachenexpression von CXCR4 6 Monate nach STEMI positiv korreliert
(r=0,624, p=0,023. Abbildung 10.€). Auch fur die thrombozytare Oberflachenex-
pression von CXCR7 48 Stunden nach STEMI mit der thrombozytaren Oberfla-
chenexpression von CXCR7 6 Monate nach STEMI ergibt sich hier eine positive
Korrelation (r=0,597, p=0,019. Abbildung 10.f.).

Die Korrelation zwischen der thrombozytaren Oberflachenexpression von
CXCR4 und auch CXCR?7 24 Stunden nach STEMI mit der thrombozytaren Ober-
flachenexpression von CXCR4 und CXCR?7 6 Monate nach STEMI ist hingegen
nicht signifikant (CXCR4 Tag 1/Follow-up: r=0,309, p=0,227; CXCR7 Tag
1/Follow-up: r=0,324, p=0,136. Abbildung 10.c. und 10.d.).
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Korrelation der thrombozytaren Oberflachen-
expression (MFI in FACS-Analyse) von CXCR4 (CXCR7) am 1. Tag nach
mit der thrombozytiaren Oberflaichenexpression von CXCR4
(CXCR7) am 2. Tag nach STEMI. c. (d.): Korrelation der thrombozytaren
Oberflachenexpression von CXCR4 (CXCR7) am 1. Tag nach STEMI mit der
thrombozytaren Oberflachenexpression von CXCR4 (CXCR7) 6 Monate
nach STEMI. e. (f.): Korrelation der thrombozytaren Oberflachenexpression
von CXCR4 (CXCR7) am 2. Tag nach STEMI mit der thrombozytaren

Oberflachenexpression von CXCR4 (CXCR7) 6 Monate nach STEMI.
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Der Anstieg der thrombozytaren Oberflachenexpression von CXCR4, nicht
aber CXCR?7, in den ersten 48 Stunden nach STEMI korreliert mit der GroRe
des myokardialen Odems (%) nach STEMIL.

Um den zeitlichen Verlauf der thrombozytaren Oberflachenexpression von
CXCR4 und CXCR7 zu verdeutlichen, wurde der Quotient zwischen der
thrombozytaren Oberflachenexpression von CXCR4 beziehungsweise CXCR7
48 Stunden nach STEMI und der thrombozytaren Oberflachenexpression von
CXCR4 beziehungsweise CXCR7 24 Stunden nach STEMI gebildet (ACXCR4
Tag 2/ CXCR4 Tag 1 sowie ACXCR7 Tag 2/ CXCR7 Tag 1).

Es zeigte sich eine negative Korrelation zwischen dem Quotienten der
thrombozytaren Oberflachenexpression von CXCR4 Tag 2/CXCR4 Tag 1 zu der
GroRe des myokardialen Odems (r=-0,402, p= 0,038. Abbildung 11.a.).

Die Werte, die grofier des Medians ACXCR4 Tag 2/ CXCR4 Tag 1 waren, waren
mit einem signifikant kleineren myokardialen Odem assoziiert (ACXCR4 Tag
2/CXCR4 Tag 1 > Median vs. ACXCR4 Tag 2/CXCR4 Tag 1 < Median: 22,22%
(£16,72) vs. 28,44% (£10,85)). Fir die thrombozytare Oberflachenexpression
von CXCR7 konnte dies nicht nachgewiesen werden (ACXCR7 Tag 2/ CXCR7
Tag 1 > Median vs. ACXCR7 Tag 2/CXCRY7 Tag 1 < Median: 26,73% (+ 12,59)
vs. 28,67% (£15,01). Die zeitliche Entwicklung der thrombozytaren
Oberflachenexpression von CXCR7 in den ersten 48 Stunden nach STEMI
korreliert nicht mit der GroRe des myokardialen Odems (r= 0,097, p= 0,616.
Abbildung 11.b.).
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Abbildung 11:

Studieneinschluss mit

dem

Korrelation der myokardialen OdemgréRe (%) bei
Quotienten

der thrombozytaren

Oberflachenexpression (MFI in FACS-Analyse) von CXCR4 an Tag2/Tag1
(a.) und von CXCR?7 an Tag2/Tag1 (b.)
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5 Diskussion

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Studie sind: (1) Die thrombozytare Oberfla-
chenexpression von CXCR4 korreliert zu allen Messzeitpunkten hochsignifikant
mit der thrombozytaren Oberflachenexpression von CXCR7 nach STEMI. (2) Die
thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR4 und CXCR7 48 Stunden nach
STEMI korreliert mit der thrombozytaren Oberflachenexpression derselben Che-
mokinrezeptoren 6 Monate nach STEMI. (3) In dieser Studie konnte nachgewie-
sen werden, dass die thrombozytare Oberflachenexpression von sowohl CXCR4
als auch von CXCR7 mit einer Veranderung der LV-Funktion 6 Monate nach
STEMI assoziiert ist. (4) Der Anstieg der thrombozytaren CXCR4-Oberflachen-
expression zwischen den ersten 24 und 48 Stunden nach STEMI ist mit einer
reduzierten GréRe des myokardialen Odems assoziiert.

Die SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse beeinflusst Stammzellmigration, Proliferation
und Differenzierung.'¢7:2252%1 Sje spielt eine Rolle in Regenerationsprozessen und
Neovaskularisation.?24:252:253.254

SDF-1 wird auf der Oberflache verschiedener Zellen exprimiert, wie beispiels-
weise Stammzellen, Endothelzellen und Thrombozyten 82158161

In Tierstudien konnte mehrfach nachgewiesen werden, dass eine Uberexpres-
sion von SDF-1 in ischamischem Myokard zu einer Verbesserung der kardialen
Funktion flhrt."73:2%5:2% Knochenmarksstammzellen besitzen das Potential die kar-
diale Funktion nach Myokardinfarkt zu verbessern. In Tierexperimenten verbes-
serte die autologe Implantation mesenchymaler Stammzellen in das Infarktareal
sowie der intrakoronare Transfer von autologen Knochenmarksstammzellen
nach akutem Myokardinfarkt die kardiale Funktion.257.258.25

Es wird vermutet, dass SDF-1 ist ein wichtiger Induktor der mesenchymalen
Stammzellmigration zu beschadigtem Gewebe hin ist und so zur Erholung der
kardialen Funktion nach Myokardinfarkt beitragt. 7326

SDF-1 wird unter anderem auch von aktivierten oder adharierenden Thrombozy-
ten exprimiert.22 Thrombozyten sind maldgeblich an Reparaturmechanismen bei
(vaskularen) Gewebsschadigungen beteiligt. Sie adharieren an geschadigtes

Gewebe und exprimieren neben einer Reihe von Wachstumsfaktoren und pro-
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angiogenetischen Mediatoren auch die SDF-1-Rezeptoren CXCR4 und CXCR7
auf ihrer Oberflache.29:217:261.262

Es konnte nachgewiesen werden, dass die thrombozytare Oberflachenexpres-
sion von SDF-1 bei Patienten mit KHK und ACS gesteigert ist."™®

Eine Erhéhung der thrombozytaren SDF-1-Oberflachenexpression ist mit der Mo-
bilisierung von CD34+-Stammzellen aus dem Knochenmark assoziiert.?s®
CD34+-Progenitorzellen besitzen das Potential die kardiale Regeneration, das
bedeutet die LV-Funktion, das kardiale Remodeling und die myokardiale Durch-
blutung, nach Myokardinfarkt positiv zu beeinflussen.+264265 Geisler et al. wiesen
2012 bei Patienten nach akutem Myokardinfarkt eine Assoziation zwischen der
thrombozytaren Oberflachenexpression von SDF-1 und der Infarktgrofe sowie
der Entwicklung der LV-Funktion nach. Patienten mit einer erhdhten throm-
bozytaren Oberflachenexpression von SDF-1 nach Myokardinfarkt zeigten eine
reduzierte Infarktgrof3e sowie eine verbesserte LV-Funktion 3 Monate nach My-
okardinfarkt im Gegensatz zu Patienten, die eine niedrige thrombozytare SDF-1-
Oberflachenexpression aufwiesen.'”®

CXCR4 ist schon lange als Rezeptor von SDF-1 bekannt.’® CXCR4 wurde initial
fur den einzigen Rezeptor von SDF-1 gehalten.'® Erst 2005 entstand die Vermu-
tung, dass CXCR7, zuvor als RDC-1 bekannt, einen weiteren Rezeptor fur SDF-
1 (CXCL12) bildet."s®

CXCR4 wird auf einer Vielzahl von Zelloberflachen unterschiedlicher Organe ex-
primiert, wie beispielsweise auch Endothelzellen und Knochenmarksstammzel-
len. 188:189.266

Auch Thrombozyten exprimieren CXCR4 und CXCR7 kontinuierlich auf ihrer
Oberflache.?'” Die Oberflachenexpression der beiden Rezeptoren ist dynamisch.
SDF-1 beeinflusst die thrombozytare Oberflachenexpression beider Rezepto-
ren.®2 Wahrend CXCR4 durch den Einfluss von SDF-1 internalisiert wird, wird
CXCRY7 externalisiert.22 CXCR4 wirkt bei Ligandenbindung als Gi-Protein-gekop-
pelter Rezeptor Uber eine intrazellulare Signalkaskade.?®”

CXCRY7 ist im Gegensatz zu CXCR4 kein typischer G-Protein-gekoppelter Re-
zeptor.?’® CXCRY7 kann die G-Protein-Aktivitat von CXCR4 durch Heterodimeri-

sierung mit CXCR4 modulieren.?* Beispielsweise ist CXCR7 entscheidend fur
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die SDF-1-abhangige Integrinaktivierung in Lymphozyten und CD34+-Zellen
durch CXCR4.2¢8 CXCRY7 scheint sowohl als Homodimer SDF-1-vermittelt zu wir-
ken als auch als Heterodimer die Funktion von CXCR4 beeinflussen zu kon-
nen.2'* Dabei vermittelt CXCR7 seine Funktion B-Arrestin-abhangig Uber die Ak-
tivierung des Akt- und MAP-Kinase-Signalwegs sowie Uber JAK/STAT3-Signal-
kaskaden.®>212 Der Einfluss von CXCR4 auf die kardiale Funktion und Regene-
ration ist bisher nicht ausreichend geklart. In Tierstudien wurde unter anderem
der Einfluss der Oberflachenexpression von CXCR4 auf Kardiomyozyten auf die
kardiale Regeneration nach Myokardinfarkt erforscht.

Es wurde dabei festgestellt, dass die frihe Hochregulation der Oberflachenex-
pression von CXCR4 auf Kardiomyozyten nach Myokardinfarkt die kardiale Re-
generation verbessert.2%

In Bezug auf die Oberflachenexpression von CXCR4 auf Thrombozyten konnte
nachgewiesen werden, dass eine niedrige thrombozytare Oberflachenexpres-
sion von CXCR4 mit einer erhdhten Mortalitat im 12-Monats-Follow-up bei Pati-
enten mit symptomatischer KHK in Zusammenhang steht."””

CXCR7 wird ebenfalls auf der Zelloberflache verschiedener Organe exprimiert.
Dazu zahlen beispielsweise Endothelzellen, Thrombozyten und Lymphozy-
ten."77185219 |m Tiermodell geht das Fehlen der endothelialen CXCR7-Oberfla-
chenexpression mit einer erhdhten Beeintrachtigung der kardialen Funktion nach
Myokardinfarkt einher.?2®

Bei Patienten nach ACS konnte eine Assoziation zwischen einer erhéhten throm-
bozytaren Oberflachenexpression von CXCR?7 und der Erholung der LV-Funktion
5 Tage nach sowie 3 Monate nach ACS nachgewiesen werden.2"

Auch in dieser Studie konnte ein Zusammenhang zwischen der Erholung der LV-
Funktion und der SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse festgestellt werden. Es zeigte
sich, dass eine erhdhte thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR4
schwach und von CXCRY7 stark mit einer Verbesserung der LV-Funktion 6 Mo-
nate nach STEMI korreliert (3).

Dies lasst annehmen, dass die thrombozytare Oberflachenexpression von

CXCRY7 also nicht nur im Rahmen des ACS von Bedeutung fur kardiale Regene-
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rationsprozesse ist, sondern auch nach STEMI eine wichtige Rolle spielt und da-
mit auch therapeutisch einen Ansatzpunkt bieten kdnnte, kardiale Regenerati-
onsmechanismen nach akutem Myokardinfarkt positiv zu beeinflussen.

In Bezug auf die InfarktgroRe konnten wir in unserer Studie keine signifikanten
Assoziationen zu der thrombozytaren Oberflachenexpression von CXCR4 und
CXCRY feststellen.

Die thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR4 und CXCR?7 in Bezug auf
die Infarktgrof3e wurde bisher noch nicht am Patienten untersucht. In einer Studie
zur thrombozytaren SDF-1-Expression bei Patienten nach Myokardinfarkt konnte
jedoch eine Reduktion der Infarktgrofie bei erhohter thrombozytarer SDF-1-Ex-
pression nachgewiesen werden.'”®

Ergebnisse unserer Studie legen nahe, dass eine Interaktion zwischen der throm-
bozytaren Oberflachenexpression von CXCR4 und CXCR7 nach STEMI stattfin-
det (1).

Wir konnten nachweisen, dass die thrombozytare Oberflachenexpression von
CXCR4 zu allen Messzeitpunkten hochsignifikant mit der thrombozytaren Ober-
flachenexpression von CXCRY7 korreliert. Es findet sich sowohl akut nach STEMI
(24 Stunden und 48 Stunden nach STEMI) als auch 6 Monate nach STEMI eine
starke, positive Korrelation zwischen der thrombozytaren Oberflachenexpression
von CXCR4 und der thrombozytaren Oberflachenexpression von CXCR?7.

In Studien konnte bereits nachgewiesen werden, dass CXCR7 die SDF-1-indu-
zierte Signalvermittiung durch CXCR4 modulieren kann.213:214

Bei der Untersuchung des Einflusses der Oberflachenexpression von CXCR4
und CXCR?7 auf CD34+-Stammzellen stellte sich heraus, dass CXCRY7 die SDF-
1-vermittelte CXCR4-Wirkung auf die Integrinaktivierung in CD34+-Zellen beein-
flusst. Es zeigte sich, dass CXCR7 im Gegensatz zu CXCR4 alleine keine Wir-
kung auf die Integrinaktivierung oder Mobilisierung von CD34+-Zellen hat. Eine
Blockade von CXCRY7 fuhrte jedoch dazu, dass auch die CXCR4-vermittelte In-
tegrinaktivierung und Mobilisierung der Zellen nicht mehr moglich war.2¢¢ CXCR7
scheint also essentiell fur die durch SDF-1 vermittelte CXCR4-Wirkung auf

CD34+-Zellen zu sein.28
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CXCRY7 kann SDF-1-vermittelt mit CXCR4 Heterodimere ausbilden und dessen
Funktion beeinflussen.'

Es ware moglich, dass derartige Interaktionsvorgange nach STEMI auch auf
Thrombozyten zum Tragen kommen und zu einer Koexpression der Rezeptoren
fUhren.

Ein weiteres Ergebnis unserer Studie betrifft den zeitlichen Verlauf der throm-
bozytaren Oberflachenexpression von CXCR4 und CXCR7 (2).

Wir konnten zeigen, dass die thrombozytare CXCR4-Oberflachenexpression 24
Stunden nach STEMI hochsignifikant mit der thrombozytaren CXCR4-Oberfla-
chenexpression 48 Stunden nach STEMI korreliert (p<0,001, r=0,680). Dasselbe
gilt fir die Werte der thrombozytaren CXCR7-Oberflachenexpression 24 und 48
Stunden nach STEMI (p<0,001, r=0,579).

Die thrombozytare Oberflachenexpression von CXCRY7 ist bei Patienten mit ACS
gegenuber Patienten mit KHK erhoht. Fur die thrombozytare Oberflachenexpres-
sion von CXCR4 konnte dies nicht nachgewiesen werden.?'” Jedoch war die
thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR4 bei Patienten mit symptoma-
tischer KHK gegenuber einer gesunden Kontrollgruppe erhoht.2"”

Es ist ware moglich, dass es nach STEMI ebenfalls zu einer Hochregulation der
thrombozytaren Oberflachenexpression von CXCR7 und CXCR4 kommt. In dem
Fall scheint diese fur mindestens 48 Stunden nach STEMI aufrechterhalten zu
bleiben. Da keine Ausgangswerte vor STEMI bestimmt werden konnten und in
dieser Studie auch kein Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe erfolgte, ist
eine genaue Aussage uber eine mogliche Hochregulation nicht moglich.

In Hinblick auf die langfristige thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR4
und CXCRY7 korrelieren die am zweiten Tag nach STEMI gemessenen Werte mit
den in den Folgemessungen, 6 Monate nach STEMI, gemessenen Werten
(CXCR4: p=0,023, r=0,624; CXCR7: p=0,019, r=0,597).

Die thrombozytare Oberflachenexpression beider Rezeptoren bleibt demnach fur
mindestens 6 Monate nach STEMI bestehen.

In unseren Messungen ergab sich keine signifikante Korrelation fur die Werte der
thrombozytaren Oberflachenexpression beider Rezeptoren am ersten Tag nach

STEMI mit den Werten der Folgemessungen nach 6 Monaten. Es besteht jedoch
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dennoch eine positive Korrelation (CXCR4: p=0,227, r=0,309; CXCR7: p=0,163,
r=0,324).

Bei diesen Ergebnissen sind die Limitationen der Studie zu beachten, die aus der
geringen Fallzahl im Follow-up hervorgehen und die Validitat der Ergebnisse min-
dern.

Als weiteres Ergebnis mit potentieller klinischer Relevanz, konnten wir eine As-
soziation der thrombozytaren Oberflachenexpression von CXCR4 mit dem myo-
kardialen Odem akut nach STEMI feststellen (4). Der Anstieg der thrombozytéren
CXCR4-Oberflachenexpression zwischen 24 und 48 Stunden nach STEMI ist in
dieser Studie mit einer reduzierten GrofRe des myokardialen Odems assoziiert (p
= 0,038).

Das myokardiale Odem kann genutzt werden, um den Risikobereich (,Area at
risk, AAR) des Myokards darzustellen.?*® Die AAR stellt den Bereich des Myo-
kards dar, der peripher der Gefallokklusion liegt und in dem das Myokard poten-
tiell noch durch Reperfusion gerettet werden kann oder in Nekrose Ubergeht.?°
Dieser Bereich bestimmt maf3geblich die potentielle InfarktgroRe und hat daher
auch prognostischen Wert.?%2"" Es wurde nachgewiesen, dass eine niedrige
thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR4 bei Patienten mit symptoma-
tischer KHK mit einer erhdohten 12-Monats-Mortalitat einhergeht und damit ein
prognostischer Faktor sein kénnte.'”” Da das myokardiale Odem die InfarktgroRe
und damit ebenfalls die Prognose bestimmt, kdnnte dieses Ergebnis ein Hinweis
daflr sein, dass die thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR4 nach

akutem Myokardinfarkt ebenfalls von prognostischer Bedeutung ist.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass die SDF-1-
CXCR4-CXCR7-Achse maglicherweise auch im Rahmen des STEMI von Bedeu-
tung ist. Wir konnten zeigen, dass CXCR4 und CXCR7 sowohl kurzfristig, am
ersten und zweiten Tag nach STEMI, als auch langfristig, 6 Monate nach STEMI,
auf der Thrombozytenoberflache exprimiert werden. Unsere Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die thrombozytare Oberflachenexpression beider Rezeptoren fur
6 Monate nach STEMI bestehen bleibt.
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Es konnte ein starker Zusammenhang zwischen der thrombozytaren Oberfla-
chenexpression von CXCR4 und der thrombozytaren Oberflachenexpression von
CXCRY7 zu jedem Zeitpunkt der Messung festgestellt werden, der auf eine Koex-
pression mit moglicher Interaktion zwischen CXCR4 und CXCRY7 hindeutet.

Wir konnten zeigen, dass eine erhdhte thrombozytare Expressionsrate von
CXCR4 schwach und von CXCR7 hoch signifikant mit einer Erholung der LV-
Funktion 6 Monate nach STEMI assoziiert ist. Dies konnte prognostisch und the-
rapeutisch eine wichtige Rolle einnehmen und Ansatzpunkt medikamentoser
Therapien sein, um die kardiale Regeneration nach akutem Myokardinfarkt zu
verbessern.

Der Anstieg der thrombozytaren Oberflachenexpression von CXCR4 in der Akut-
phase nach STEMI ist zudem in unserer Studie mit einer reduzierten GrolRe des
myokardialen Odems assoziiert und kénnte damit ebenfalls prognostisch eine

Rolle spielen.

Limitationen

Die Studie weist einige Limitationen auf. Dabei ist der bedeutendste Faktor die
geringe Fallzahl. Einige Patienten verweigerten zudem die Teilnahme an der kar-
dialen MRT. Durch das Studienkonzept als prospektive Studie mit Follow-up
konnte ein Grof3teil der Patienten nach 6 Monaten nicht erneut rekrutiert werden.
Hindernisse waren zum einen die fehlende Erreichbarkeit der Patienten, zum an-
deren aber auch Umstande, die mit der schweren Erkrankung der Patienten ver-
bunden waren. Durch weite Anfahrtswege und gesundheitliche Einschrankungen
war vielen Patienten die erneute Anreise zu Studienzwecken nicht moglich. Zu-
satzlich kamen medizinische Grinde, wie die Implantation von Herzschrittma-
chern oder Kardioverter-Defibrillatoren, hinzu, die eine Kontraindikation fur das
Kardio-MRT stellten.

Eine weitere Limitation dieser Studie ist die zeitliche Begrenzung. Insbesondere
die langfristige Entwicklung (> 6 Monate) nach akutem Myokardinfarkt konnte
nicht beurteilt werden.

Um die genaue Bedeutung der thrombozytaren Oberflachenexpression von
CXCR4 und CXCR7 im Rahmen des Myokardinfarkts besser zu verstehen und
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prognostische und therapeutische Potentiale zu evaluieren, werden daher Lang-

zeitstudien mit einem groReren Patientenkollektiv bendtigt.
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6 Zusammenfassung

Die SDF-1-CXCR4-CXCR7-Achse nimmt Einfluss auf Stammzellmigration,
Proliferation und Differenzierung. SDF-1 und dessen Rezeptoren CXCR4 und
CXCRY7 beeinflussen Entzindungsreaktionen, Immunreaktionen und Repara-
turmechanismen nach Gewebeschadigungen und kénnten daher auch eine wich-
tige Funktion in der kardialen Regeneration nach Myokardinfarkt einnehmen.
Thrombozyten exprimieren die SDF-1-Rezeptoren CXCR4 und CXCRY7 auf ihrer
Oberflache und spielen im akuten Myokardinfarkt nicht nur pathogenetisch eine
Rolle, sondern sind auch maf3geblich an Regenerationsvorgangen beteiligt.

Die Ergebnisse fruherer Studien deuten an, dass die thrombozytare Oberflachen-
expression von CXCR4 und CXCR7 bei Patienten mit symptomatischer KHK und
bei Patienten nach ACS eine Rolle spielt und moglicherweise kardiale Regene-
rationsmechanismen beeinflusst.

Aufbauend auf den bisherigen Studien, wurde in dieser Studie die thrombozytare
Oberflachenexpression von CXCR4 und CXCRY7 bei Patienten nach akutem My-
okardinfarkt gemessen und analysiert. Dabei wurden ausschlieRlich Patienten,
die mit der Diagnose ,STEMI® in das Universitatsklinikum Tubingen eingeliefert
wurden, in die Studie eingeschlossen. Insgesamt konnten 87 Patienten in die
Studie eingeschlossen werden (n=87). Die Messungen der thrombozytaren
Oberflachenexpression erfolgten mittels Durchflusszytometrie (FACS) am ersten
Tag, am zweiten Tag sowie 6 Monate nach STEMI.

Zusatzlich erhielten die Patienten wahrend der Hospitalisierungsperiode sowie 6
Monate nach STEMI eine Kardio-MRT, bei der die LV-Funktion, die InfarktgroRRe
und die GroRe des myokardialen Odems ermittelt wurden. Echokardiographische
Daten sowie die Ergebnisse der Laevokardiographie wahrend der Hospitalisie-
rungsphase der Patienten wurden zur Beurteilung der kardialen Funktion mitein-
bezogen.

Wir konnten bei allen Patienten sowohl wahrend der Hospitalisierungsperiode als
auch 6 Monate nach STEMI eine thrombozytare Oberflachenexpression von
CXCR4 und CXCRY7 nachweisen.
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Es konnte eine hochsignifikante Korrelation zwischen der thrombozytaren Ober-
flachenexpression von CXCR4 und der thrombozytaren Oberflachenexpression
von CXCR7 zu allen Messzeitpunkten nach STEMI festgestellt werden, die auf
eine Koexpression mit moglicher Interaktion zwischen beiden Rezeptoren nach
akutem Myokardinfarkt hindeutet.

Wir konnten zeigen, dass eine erhdhte thrombozytare Oberflachenexpression
von CXCR4 schwach und von CXCR?7 stark mit einer Erholung der LV-Funktion
in der Kardio-MR 6 Monate nach STEMI assoziiert ist.

Weiterhin konnten wir feststellen, dass ein Anstieg der thrombozytaren Oberfla-
chenexpression von CXCR4 zwischen den ersten 24 und 48 Stunden nach
STEMI mit einer reduzierten GroRe des myokardialen Odems einhergeht. Das
myokardiale Odem bestimmt die Area at risk (AAR) nach Myokardinfarkt und da-
mit die potentielle InfarktgrofRe. Es hat prognostischen Wert und es besteht die
Moglichkeit, dass die thrombozytare Oberflachenexpression von CXCR4 in der
Akutphase nach Myokardinfarkt ebenfalls prognostisch von Bedeutung ist.

Die Studie weist Limitationen auf, deren bedeutendster Faktor die geringe Fall-
zahl ist. Die zeitliche Begrenzung der Studie sowie das Studienkonzept als pros-
pektive Studie mit erforderlicher Teilnahme an einer kardialen MRT stellten wei-
tere Limitationen dar.

Zur besseren Beurteilung des Einflusses der thrombozytaren CXCR4/CXCR7-
Expression auf die kardiale Funktion nach akutem Myokardinfarkt werden daher

Langzeitstudien mit einem groReren Patientenkollektiv bendtigt.
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Medizin und Kardiologie und Dr. med. Patrick Krumm, Facharzt fur Radiologie.
Samtliche Versuche wurden nach Einarbeitung durch Labormitglieder (Lydia
Laptev, Dr. Madhumita Chatterjee, Dr. Dominik Rath) und Doktoranden der
Arbeitsgruppe (Lennart Meyer) von mir in Zusammenarbeit mit Lennart Meyer
und Annabell Holtkamp durchgefuhrt. Um das Patientenkollektiv zu vergro3ern,
fuhrte jeder Doktorand die Patientenrekrutierung sowie die laborchemischen
Messungen durch. Dabei verwendeten alle drei Doktoranden stets dasselbe
Messprotokoll. Neben der Untersuchung der thrombozytaren
Oberflachenexpression von CXCR4 und CXCR7, die diese Arbeit betrifft, wurde
das Blut jedes rekrutierten Patienten nach STEMI zusatzlich auf die
Apoptosemarker Annexin V. und TMRE sowie die thrombozytare
Oberflachenexpression von TGF-B untersucht, die in dieser Arbeit nicht
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