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Einleitung

1. EINLEITUNG
1.1. Die koronare Herzkrankheit
1.1.1 DEFINITION DER KORONAREN HERZKRANKHEIT

Die koronare Herzkrankheit (KHK; engl.: coronary artery disease = CAD) entspricht der
Manifestation der Arteriosklerose in den herzversorgenden GefdBlen. Arteriosklerotisch
bedingte Stenosen filihren zu Flusslimitationen mit konsekutiver poststenotischer
Minderversorgung myokardialer Areale. Folge ist eine funktionelle Koronarinsuffizienz,
definiert als Dysbalance zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf des

Myokards.

Die myokardiale Ischimie kann sich in verschiedenen Formen présentieren. So
unterscheidet man zunédchst eine asymptomatische KHK von symptomatischen
Verldufen. (Herold, 2016) Die Symptomatik unterscheidet sich in dem klinischen
Auftreten und zeitlichen Vorkommen. Man unterscheidet die stabile Angina pectoris, das
akute Koronarsyndrom, ischdmische Herzmuskelschiddigungen, das Auftreten von
Herzrhythmusstorungen und den plotzlichen Herztod. Die stabile Angina pectoris
beschreibt in ihrer Héufigkeit und Ausprdgung konstante thorakale Schmerzen.
Ursédchlich ist die Symptomatik auf reversible Myokardischdmien, infolge
belastungsabhéngiger kardialer Leistungssteigerung zuriick zu fithren. Von der stabilen
Variante ist die instabile Form der Angina pectoris zu unterscheiden. Diese ist der Gruppe
des akuten Koronarsyndroms (Acute coronary syndrom = ACS) zuzuordnen. Des
Weiteren umfasst das ACS auch den akuten Mpyokardinfarkt, in den beiden
Auspriagungen des NSTEMI (Non ST-Segment-elevation myocardial infarction) und
STEMI (ST-Segment-elevation myocardial infarction). Neuaufgetretene, in ihrer
Intensitdt und/oder Dauer zunehmende thorakale Schmerzen ohne laborchemischen
Nachweis einer myokardialen Schadigung werden als instabile Angina pectoris
bezeichnet. Im Gegensatz hierzu stehen die Myokardischdmien, die mit Anstieg

organspezifischer Nekrose-Parameter, wie dem Troponin' einher

1 Kardiales Troponin (cTroponin) wird als herzspezifisches Enzym in der Ischdmiediagnostik verwendet.

Es ist als Proteinkomplex Bestandteil des myokardialen Kontraktionsapparates. Man unterscheidet
drei Untereinheiten: cTNT, cTNI und das TNC; wobei c als Index die kardiospezifischen Proteine
kennzeichnet. (Rassow, et al., 2016)

1
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gehen. Hier erfolgt eine Differenzierung anhand elektrophysiologischer Diagnostik und

dem Vorhandensein von elektrokardiographischen Streckenverédnderungen.

1.1.2. GESELLSCHAFTLICHE UND WIRTSCHAFTLICHE BEDEUTUNG

Weltweit sind kardiovaskuldre Erkrankungen die fithrende Todesursache. 2016 waren
rund 17,0 % (4,478 Millionen) der Todestfélle bei Frauen und 16,4 % (4,957 Millionen)
der Todesfille bei Minnern auf kardiovaskuldre Erkrankungen zuriickzufiihren.
Insgesamt starben in 2016 9,433 Millionen Menschen weltweit an einer ischdmischen
Herzkrankheit, was 16,7 % aller Todesursachen entspricht. Die zweithdufigste Ursache,
die zerebrovaskuldren Erkrankungen, gehort ebenfalls der Gruppe der vaskuldren
Erkrankungen an und fiihrte zu 5,781 Millionen Todesfédllen (10,2 % aller Todesfille).
(World Health Organization, 2018)

Neben der enormen Bedeutung hinsichtlich Morbiditdit und Mortalitdt, nimmt die
koronare Herzkrankheit fiir viele Patienten eine entscheidende Rolle in ihrem alltdglichen
Leben ein. Sie reduziert nachweislich die Lebensqualitit und fiihrt zu gesellschaftlichen

Abhiéngigkeiten der Betroffenen.

Betrachtet man die years of life lost* (YLL) so ist die ischimische Herzkrankheit fiir
10,4 % der verlorenen Lebensjahre verantwortlich. Damit ist es auch hier die fiithrende
Ursache. (WHO(YLL), 2018) Allerdings in Bezug auf die disability adjusted life years?
(DALYs) nehmen sie wieder einen bedeutenderen Stellenwert ein. Sie entsprechen mit
203.700 (7,6 %) DALY's weltweit der hdufigsten Ursache fiir lebensbeeintrachtigende
Erkrankungen. (WHO(DALY), 2018)

2 Years of life lost beschreibt die verlorenen Lebensjahre einer Population, auf Grund vorzeitig

eintretenden Todes durch z.B. Krankheit, Unfall oder Krieg in Abhadngigkeit von der zu erwartenden
Lebenswahrscheinlichkeit der Population. Der Wert errechnet sich aus der Anzahl der Tode in jeder
Altersgruppe multipliziert mit dem Wert der standardisierten globalen Lebenserwartung fiir das Alter
in dem der Tod eingetreten ist. YLL ist ein wichtiger Bestandteil zur Berechnung der DALYs. (WHO,
2008)
Disability-adjusted life year (DALY) ist ein Wert, der die Lebensjahre einer Population/ eines
Individuums benennt, die durch einen schlechten Gesundheitszustand oder Krankheit negativ
beeinflusst waren. Folglich entspricht ein DALY dem Verlust eines Jahres ,gesunden Lebens”. DALYs
berechnen sich aus der Summe an YLL und YLD (years lost due to disability; Berechnet wie folgt: Anzahl
der vorkommenden Falle * die durchschnittliche Dauer der Erkrankung * Wichtungsfaktor (der
Wichtungsfaktor prasentiert die Schwere der Erkrankung und liegt zwischen 0 und 1)) (WHO, 2008)

2
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Schiatzungen der WHO zufolge werden die Todesfille bedingt durch
Herzkreislauferkrankungen im Jahre 2030 auf bis zu 23,4 Millionen pro Jahr ansteigen.
Damit wiirden ischdmische Herzerkrankungen, neben zerebrovaskuldren Erkrankungen,
chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen und Infektionen der unteren Atemwege (vor
allem Pneumonien), auch im Jahre 2030 weiterhin zu den fiihrenden Todesursachen

zahlen.

AulBlerdem ergaben Berechnungen eine Zunahme der DALYs durch kardiovaskulére
Erkrankungen bis zum Jahre 2030. Man geht davon aus, dass sie gemeinsam mit
unipolaren depressiven Storungen und Verkehrsunfillen zu den drei hiufigsten Ursachen
gehoren werden, die fiir lebensqualititsmindernde gesundheitliche Probleme

verantwortlich sind. (WHO, 2008)

Folglich zdhlen kardiovaskuldre Erkrankungen zu den weltweit schwerwiegendsten
gesundheitlichen Problemen hinsichtlich der Todesursachen, der verlorenen Lebensjahre

und der DALYs.

Dem deutschen Herzbericht von Dezember 2016 zu Folge waren 8,5 % der
Krankenhausaufnahmen in Deutschland im Jahre 2015 auf Herzerkrankungen
zuriickzufiihren. Davon betrug die Zahl der Hospitalisierungen auf Grund der koronaren
Herzkrankheit 800,5 pro 100.000 Einwohner, wobei die Anzahl an maénnlichen
Erkrankten mehr als doppelt so hoch war als die der weiblichen. Gesondert aufgefiihrt
wurde der akute STEMI, welcher 266,8 Krankenhausaufnahmen pro 100.000
Einwohnern bedingte. Auch hier waren Ménner doppelt so hdufig betroffen wie Frauen.

(Deutsche Herzstiftung e.V. , 2016)

Im Vergleich zu den Erhebungen von 1995 bis 2015 konnte 2016 eine Entwicklung der
stationdren Morbidititsziffer der KHK mit riicklaufiger Tendenz festgestellt werden.
Auch die Sterbeziffer der kardialen Erkrankungen nimmt kontinuierlich ab. Wobei im
Einzelnen die koronare Herzkrankheit sowie der Myokardinfarkt, die Diagnosen mit den

schlechtesten Prognosen sind. (Deutsche Herzstiftung e.V. , 2016)

Nach wie vor waren 2015 die Krankheiten des Herz-Kreislaufsystems mit 38,5 %
(356.616 Gestorbene insgesamt) der Todesfille, die hiufigste Todesursache in
Deutschland. (Statistisches Bundesamt (Destatis), 2017) Insgesamt 35 % waren dabei auf
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die chronisch ischdmische Herzkrankheit und akute Myokardinfarkte zuriickzufiihren.

(Statistisches Bundesamt (Destatis), 2017)

In der Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland (DEGS1)* wurde ermittelt,
dass die Lebenszeitpriavalenz der 40- bis 79-Jdhrigen fiir die koronaren Herzerkrankung
9,3 % betrdgt. (Goswald, et al., 2013) Damit wire nahezu jeder zehnte Deutsche im Alter

von 40- bis 79-Jahren im Laufe seines Lebens davon betroffen. (Goswald, et al., 2013)

Bei gleichbleibender Priavalenz konnte eine sinkende Inzidenz des Herzinfarktes und
Abnahme der Mortalitdit nachgewiesen werden. Diese positive Entwicklung ist im
Wesentlichen auf eine effektivere Reduktion der Risikofaktoren, optimierte Therapie und

Sekundérpriavention zuriickzufiihren. (Goswald, et al., 2013)

Auch aus wirtschaftlicher Sicht kommt der koronaren Herzerkrankung eine enorme
Bedeutung zu. Unter anderem die Einstellung der Patienten mittels einer medikamentdsen
Dauertherapie sowie die flichendeckende Verwendung koronarangiographischer
Interventionen, stellen erhebliche Kostenpunkte dar. Laut des statistischen Bundesamtes
waren Krankheiten des Kreislaufsystems im Jahr 2006 mit 14,9 %, entsprechend 35,2
Milliarden Euro Ursache der hochsten Krankheitskosten in Deutschland. (Nothen, et al.,
2009)

Eine zusidtzliche Variante stellt die Krankheitskostenrechnung dar, die die
Kostenrechnung um patienten- und krankheitsbezogene Aspekte ergédnzt. Dies ermdglicht
eine Analyse aus volkswirtschaftlicher Sicht. Das statistische Bundesamt ermittelte in der
Krankheitskostenrechnung 2008 einen Gesamtwert von 254 Mrd. Euro an
Krankheitskosten in Deutschland. Krankheiten des Kreislaufsystems umfassten 14,5 %
der Summe und stellten damit den groBten Einzelposten dar. In absoluten Zahlen

entspricht das 36,9 Milliarden Euro. (Statistisches Bundesamt, 2015)

Die koronare Herzerkrankung ist aus gesundheitspolitischer, volkswirtschaftlicher und
nicht zuletzt aus Sicht des Patienten, auf nationaler und internationaler Ebene ein Thema
von erheblicher Bedeutung Hier stehen vor allem der hohe Anteil der betroffenen

Gesellschaft und die zu tragenden Kosten im Mittelpunkt.

4 Durchgefiihrt durch das Robert- Koch Institut, Berlin, Abteilung fiir Epidemiologie und
Gesundheitsmonitoring; 2013
4
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1.1.3. ATIOLOGIE UND RISIKOFAKTOREN

Die Atiologie der koronaren Herzerkrankung ergibt sich aus dem Vorhandensein und der
Kombination verschiedener Risikofaktoren. Die Risikofaktoren fiir die systemische
Arteriosklerose teilen sich in beeinflussbare und nicht beeinflussbare Faktoren. Zu den
nicht beeinflussbaren Faktoren zdhlen das maénnliche Geschlecht und genetische
Determinanten sowie das Lebensalter. Ferner sind hier ethnische Besonderheiten
einzuordnen. Unter die genetischen Verdnderungen fallen Mutationen sowie
Polymorphismen. Fiir eine frithzeitige Atherothrombose sind familienanamnestisch
familidre Dyslipiddmien, Diabetes mellitus oder eine essentielle arterielle Hypertonie
pradispositionierend. Beeinflussbar hingegen sind bestimmte Lebensweisen und die mit
thnen einhergehenden Verdnderungen. Von besonderer Bedeutung sind ein
Nikotinabusus, Adipositas sowie Dys- und Hyperlipiddmien. Des Weiteren behandelbare
Erkrankungen wie Diabetes mellitus und ein erworbener arterieller Hypertonus. Auch ein
chronischer Alkoholabusus, chronische Entziindungen und das Vorhandensein
oxidativen Stresses stehen in Zusammenhang mit dem Auftreten einer Koronarsklerose.

(Guder, et al., 2009)

Haufig werden bereits in jungen Lebensjahren die Grundlagen des Risikoprofils angelegt.
Hierbei handelt es sich vor allem um mangelnde Bewegung und obliterierende
Essgewohnheiten. (Lowel, 2006) Zu den kardiovaskuldren Risikofaktoren zdhlen auch
Entziindungszustinde bei bereits an KHK erkrankten Personen und Umsténde
beziehungsweise Therapien, die einen direkten Einfluss auf das Organ Herz selbst hatten.
Zum Beispiel nach einer Radiatio im thorakalen Bereich oder nach erfolgreicher

Herztransplantation. (Herold, 2016)

Um eine Einschédtzung des Risikoprofils vornehmen zu konnen, wurden zahlreiche
Studien durchgefiihrt und Scores zur individuellen Risikobewertung erstellt. Im Rahmen
der WHO-MONICA 3 Studie wurden seit 1984/85 im Landkreis Augsburg drei
reprasentative Querschnittsstudien zum Vorkommen und zur Entwicklung von
kardiovaskuldren Risikofaktoren und deren Risikopriddiktion fiir das Auftreten eines

kardiovaskuldren Ereignisses vorgenommen. Die Beobachtungen wurden bis

> MONICA als Akronym fiir ,MONItoring CArdiovascular disease”. Eine internationale Kohortenstudie

zur Ermittlung und Beobachtung von Ursachen und Trends der Mortalitdt bei kardiovaskularen
Erkrankungen. Durchgefiihrt von der World Health Organization. (Lowel, et al., 2005 )
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einschlieBlich 2002 durchgefiihrt. Es ergab sich eine Risikofaktorengewichtung fiir die

Manifestation inzidenter akuter Myokardinfarkte pro 100.000 Personenjahre von:

1. Zigarettenrauchen 2. Blutfettstorungen 3. Systolischer Blutdruck groBer oder gleich
160 mmHg (in ihrer Bedeutung absteigend). (Lowel, et al., 2005 ) Die
Herzinfarktinzidenz war bei Mannern auch dann um etwa das dreifache hoher als bei
Frauen, wenn die vorhandenen Risikofaktoren alle im Normbereich lagen. Der
Geschlechterunterschied minimierte sich mit der Uberschreitung der Normwerte fiir die

Risikofaktoren. (Lowel, 2006)

Einige klinische Studien zeigten eine Korrelation von inflammatorischen Markern mit
der Auftretenswahrscheinlichkeit eines koronaren Ereignisses. Vor allem das high
sensitive CRP (hsCRP)®, gemessen im Blutplasma des Patienten, scheint eine prospektive
Aussagekraft hinsichtlich des Risikos eines Myokardinfarktes zu haben. Des Weiteren
steht auch das Outcome eines Patienten nach einem akuten Koronarsyndrom mit dem
CRP-Level in Zusammenhang. Im Falle des C-reaktiven Proteins konnte keine
pathogenetische Korrelation zu der Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen
nachgewiesen werden, wobei das Protein durchaus ein validierter Biomarker fiir das
Risiko ist. (Ridker, et al., 2004) Proinflammatorische Zytokine werden unter anderem
durch das viszerale Fettgewebe freigesetzt, sodass bei adiposeren Personen hiufiger
erhohte Entziindungsparameter nachgewiesen werden konnten. In der JUPITER” Studie
(2009) konnte gezeigt werden, dass eine lipidsenkende Therapie mit Rosuvastatin durch
zwel unabhdngige Effekte das kardiovaskuldre Risiko senkt. Zum einen, liber die
Reduktion des Low-Density-Lipoproteins (LDL), und zum anderen fand eine Modulation
antiinflammatorischer Prozesse zum Zeitpunkt der Primarpravention statt. Beide Effekte

fiihrten zur Risikoreduktion eines akuten Koronarereignisses. (Ridker, et al., 2009)

Eine korrekte Risikobeurteilung unter Verwendung des Entziindungsmarkers hsCRP ist
in Kombination mit der anamnestischen Information {iber das familidre Auftreten einer

frithzeitigen Arteriosklerose moglich. Eine Empfehlung fiir die Anwendung dieser

& hsCRP = high-sensitive C- reactive protein; ein Akute- Phase Protein gemessen mittels high-sensitive

assay.
JUPITER: Justification for the Use of Statins in Prevention; eine multizentrische randomisierte
Interventionsstudie zur Evaluation des B-HMG-CoA- Reduktase Hemmers Rosuvastatin. (Ridker, et al.,
20009)
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Risikoeinschidtzung besteht zurzeit nur fiir Patienten der KHK-Risikogruppe (Zehn-
Jahres-Risiko 10-20 %). (Suttorp N., 2012)

Anhand der Risikofaktoren ergeben sich eine Reihe laborchemischer Parameter, die in
der Diagnostik und zur Primérpravention der koronaren Herzerkrankung herangezogen
werden. Es erfolgen die Bestimmungen des Gesamtcholesterins, LDL-Cholesterins,
High-Density-Lipoproteins (HDL-Cholesterins), des Apolipoproteins B-100, der
Triglyzeride und des Lipoproteins(a) zur Beurteilung des Fettstoffwechsels. Im Weiteren
wird die Niichternblutglukose zur Einschédtzung des Blutzuckerhaushalts gemessen. An
thrombogenetischen Faktoren kénnen Fibrinogen, Faktor VII und der Von-Willebrand-
Faktor bestimmt werden. Als weiterer Hinweis auf diabetische oder hypertone
Folgeerscheinungen ist die Betrachtung des Albumins im Urin moglich. Als zuséatzlicher

Parameter fiir eine Risikostratifizierung kann das hsCRP bestimmt werden.

1.1.4. DIE PATHOPHYSIOLOGIE

Die koronare Herzerkrankung entspricht der Manifestation der Arteriosklerose in den
herzversorgenden Gefdflen. Arteriosklerose ist eine chronische Erkrankung, die sich
initial in der Intima betroffener Gefdlle entwickelt. Pathologisches Korrelat stellen
inflammatorische lipidreiche Plaques dar. Durch deren Wachstum im Gefd8lumen,
kommt es zu stenotisch bedingten Flusslimitationen oder aufgrund einer Plaqueruptur mit
konsekutiver lokaler Thrombusbildung, zu einer Okklusion der Arterie. Die, die
Blutstromung  beeinflussenden  Ereignisse, manifestieren sich  klinisch als
belastungsinduzierte stabile Angina pectoris, akutes Koronarsyndrom oder kénnen zu

einem plotzlichen Herztod fiihren.

Die Wand eines Blutgefifles besteht aus folgenden histologischen Komponenten:
Endothel, glatte Muskulatur sowie Fibroblasten und der Extrazelluldrmatrix. Das
Endothel besteht aus einzelnen Lagen Endothelzellen, die die bedeutendste Komponente
in der Trennung von Intra- und Extravasalraum darstellen. Gemeinsam mit der
subendothelialen Schicht bilden sie die Tunica intima, kurz Intima genannt. Die einzelnen
Endothelzellen sind durch Tight junctions, Adhirenz Kontakten und Gap junctions mit
einander verbunden. In ihrer Gesamtheit bilden sie eine selektiv permeable Schicht und
iibernehmen im Wesentlichen die Aufgabe den Durchtritt von Plasmabestandteilen zu

kontrollieren und eine Kontaktaufnahme von Blutbestandteilen mit der thrombogenen
7
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Extrazellularmatrix zu verhindern. Die Tunica media wird gebildet von glatten
Muskelzellen, deren Aufgabe die Aufrechterhaltung und Anpassung der Wandspannung
ist sowie die Produktion von extrazellular Matrix Bestandteilen. Zwischen den glatten
Muskelzellen befindet sich die Extrazellularmatrix, bestehend aus elastischen und
kollagenen Fasern sowie Proteoglykanen. Mikrofibrillen aus Fibrin und kollagenen
Fasern sind das Bindungsidquivalent fiir den Von-Willebrand-Faktor, der nach
Kontaktaufnahme eine sofortige Thrombozytenaggregation induziert. Die &duBerste
Schicht ist die Tunica adventitia. Sie besteht hauptsdchlich aus Bindgewebe und erfiillt
die Aufgabe der Verankerung im umliegenden Gewebe. (Liillmann-Rauch, 2015) Ort der

arteriosklerotischen Plaqueentstehung ist initial der subendotheliale Raum.

Die physiologisch sezernierten endothelialen Faktoren dienen der Interaktion zwischen
GefaBendothel und der Muskulatur in der Media. Endothelrezeptor-vermittelt kann die
GefalBweite, dem entsprechenden Sauerstoffbedarf des Myokards angepasst werden.
Mogliche Mediatoren, die eine Produktion des gefdfdilatierenden Stickstoffmonoxides
(NO) induzieren, sind Acetylcholin, Adenosintriphosphat (ATP), Histamin und
Endothelin. Die Freisetzung des koronarkonstriktiven Endothelins wird induziert durch
die Bindung von Angiotensin II (AT II), dem antidiuretischen Hormon (ADH) und dem
Transforming Growth Factor (TGF). Thrombin als Mediator wirkt sowohl auf die
Produktion von NO, als auch auf die Synthese von Endothelin. Direkt koronardilatierende

Substanzen sind NO, Prostaglandin PGI> und Adenosin. (Silbernagel, et al., 2014)

Die Grundlagen zur Entwicklung einer Arteriosklerose konnten schon in der fetalen
Periode oder kurz nach der Geburt gelegt werden. Durch intimale Zellformationen und
die beginnende Entwicklung von Fatty-Streaks (Fettstreifen) konnen erste Grundlagen
einer Lésion gesetzt werden. Die zundchst klinisch unauffillige Lision entwickelt sich
etwa 20-30 Jahre, bis es zu einer symptomatischen Signifikanz kommt. (Coleman, et al.,
2009) Doch nicht alle Fatty-Streaks reifen zu einem Atherom heran. Die fiir die
Fettstreifen charakteristischen Lipoproteinbestandteile in der Intima kénnen durch
mononukledre Phagozyten mit entsprechenden Rezeptoren, wieder aus den sich
entwickelnden Léasionen eliminiert werden. (Suttorp N., 2012) Daher kommt es nicht
regelmiBig zur Ausbildung eines Atheroms. Als ein unabhingiger Weg, Lipide dem
plaquebildenden Prozess zu entziehen, gilt das HDL. Uberschreitet die Lipidintegration

die Eliminierungskapazitdt, so kommt es zum Progress des Atheroms. (Suttorp N., 2012)
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Die ersten pathophysiologischen Erkldrungen der Arteriosklerose basierten auf der
Annahme, dass Arteriosklerose eine Antwort auf ortlich begrenzte Gefallverletzungen
sei, so formulierte es Virchow Mitte des neunzehnten Jahrhunderts. Abgeldst wurde diese
Theorie durch die Erklarung mittels eines rein proliferativen Prozesses in der GefdBwand.
Ergénzt durch die Erkenntnis thrombozytirer Aggregation an beschddigtem Endothel und
der dadurch ausgeldsten Freisetzung von Platelet-Derived-Growth Factor (PDGF),
welcher zur Proliferation glatter Muskelzellen in der arteriellen Intima fiihre. Es wurde
angenommen, dass dieser Prozess den Ursprung des arteriosklerotischen Plaques bildet
und passive Lipidablagerungen die Wachstumsbausteine des Atheroms darstellen. Dieses
Konzept konnte durch zellbiologische Kenntnisse iiberarbeitet werden. So konnten
Immunzellen und Mediatoren in Atheromen identifiziert werden, welche unter Verdacht
standen durch inflammatorische Prozesse die Entwicklung der Erkrankung
voranzutreiben. (Libby, et al., 1991) Mit der Moglichkeit gentechnischer Untersuchungen
am Mausmodel konnte diese These weiter gestiitzt und die zentrale Rolle der
Hypercholesterindimie definiert werden. (Hansson, et al., 2006) Die Entstehung der
Arteriosklerose basiert auf einer komplexen Interaktion zwischen Inflammation,
metabolischen und vaskuldren Mechanismen. Initial kommt es zu einer Aktivierung der
Endothelzellen. Frithe Endothelschidden sind auf eine Reihe unterschiedlicher Faktoren
zuriickzufithren. Dazu zdhlen Mikroorganismen, Toxine, Hypercholesterindmie,
arterielle Hypertonie und immunologische Ereignisse. Besonders aber auch Scherkrifte,
die am ungiinstigsten an GefdBabzweigungen und kurvigen Verlaufsabschnitten
einwirken. Parallel zu den endothelialen Prozessen, folgt neben der mechanischen
Mehrbeanspruchung  dieser  GefdBabschnitte, eine physiologische Zunahme
gefaBBwandverstarkender glatter Muskelzellen. Diese Akkumulation subendothelialer
Muskelzellen fiihrt zu einer ersten Dickenzunahme der Intima und gilt als ein
pradisponierender Faktor in der Entstehung einer arteriosklerotischen Formation. Auf der
anderen Seite fithren sowohl ein reduziertes Vorkommen als auch ein zu stark
fluktuierendes Auftreten physikalischer Scherkrifte gleichfalls zu endothelialen
Dysbalancen. Folglich bedingen die hidmodynamisch abhidngigen Scherkrifte
Verdanderungen der Endothelfunktion. Es erfolgt die Induktion der Genexpression fiir
Arteriosklerose fordernde Proteine wie etwa Fibroblast-Growth-Factor-2 (FGF-2),
Tissue-Factor (TF), Plasminogenaktivator (PA) und Endothelin als auch parallel fiir
solche, die antiatherogen wirken, besonders NO und Plasminogenaktivator-Inhibitor
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(PAI-1). (Coleman, et al., 2009) Die Reaktion auf die pathologischen Ereignisse ist die
Endothelzellaktivierung. Ausdruck dieser Aktivierung, ist die gesteigerte Expression von
extrazelluldren, lumenseitigen Adhesionsmolekiilen, wie z.B. Vascular Cell Adhesion
Molecule (VCAM), an welche sich Monozyten binden und in die Intima migrieren. (Ley,
et al.,, 2007) (Laudanna, et al., 2002) Dieser Prozess wird reguliert durch pro-
inflammatorische Zytokine und die zugehorigen Rezeptoren. (Ley, et al., 2007)
(Laudanna, et al, 2002) (Tacke, et al., 2007) Die zu Beginn auftretende
GefaBwandverdnderung bezeichnet man als Fatty-Streaks. Ihre Entstehung lduft parallel
zur Endothelzellaktivierung ab. Hierbei handelt es sich um lokal erhdhte
Lipoproteineinlagerungen innerhalb der Intima. Die Akkumulation findet nicht rein
passiv statt, sondern kann durch die Bindung von Lipoproteinpartikel an extrazelluldre
Bestandteile des Endothels katalysiert werden. Eine anschlieBende Interaktion mit
extrazelluliren Glycosaminoglycanen fixiert die Lipidmolekiile zusétzlich. In einer
weiteren Reaktion kommt es zu einer Oxidation der matrixgebundenen Lipoproteine. Die
lipoproteinassoziierte Phospholipase A2 (LpPL A2) katalysiert die Reaktion von, in
oxidierten Lipoproteinen vorhandenen, Phospholipiden zu proinflammatoischen

lysophosphaditylhaltigen oxidierten Lipoproteinen. (Suttorp N., 2012)

Die beschriebenen Ereignisse bilden die Grundlage der Entziindung. Im Zentrum des
inflammatorischen Geschehens steht besonders die Monozytenrekrutierung respektive
die Monozytenaktivierung und die transendotheliale Diapedese mit Transformation in
intimastidndige Makrophagen. Die gewebestidndigen mononukledren Zellen sezernieren
eine Vielzahl an unterschiedlichen Mediatoren, wodurch der Prozess weiter forciert wird.
Chemokine wie Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP1) oder RANTES locken
vermehrt Monozyten/Makrophagen an. Die Makrophagen verstirken durch die
Freisetzung zahlreicher proinflammatorischer Mediatoren, unter anderem reaktive
Sauerstoffspezies, proinflammatorische Zytokine, wie beispielsweise Tumor-Nekrose-
Faktor-a (TNF-a) und Interleukine, die Endothelzellaktivierung und die Modulation der
glatten Muskulatur. (Idzkowska, et al., 2015)

Monozyten differenzieren zu Makrophagen, welche durch Endozytose von Lipiden in
Schaumzellen degenerieren. (Ley, et al., 2011) Adhésion, Migration und Reifung zu
Schaumzellen sind entscheidende Abldufe in der Fatty-Streak-Lésion Bildung. (Murphy,

et al.,, 2014) Eine weitere Hypothese ist, dass die Schaumzellbildung direkt aus neu
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rekrutierten Monozyten stattfindet. Zusidtzlich ist auch die Entwicklung aus
lasionsstdndigen dentritischen Zellen (DC) moglich. (Paulson, et al., 2010) Den
Schaumzellen ist es moglich transendothelial in die Blutzirkulation einzutreten und somit
den Prozess zu verlassen. (Gerrity, 1981) Eine hohe Dichte an Scavenger Rezeptoren auf
der Zelloberfliche von Makrophagen (SR-A, CD36, CXCL16), die in der Lage sind
modifizierte  Lipoproteine  aufzunehmen, entwickelt sich  widhrend  der
Makrophagenreifung. (Kunjathoor, et al., 2002) (Ley, et al., 2011) Studien {iber den
Zusammenhang von Cluster of Differentiation (CD)36 positiven Makrophagen und dem
Auftreten arteriosklerotischer Erkrankungen zeigen keine einheitlichen Ergebnisse. Diese
kontroversen Beobachtungen kénnten auf temporér abhéngige Auswirkungen, im Sinne
von frith- und spétarteriosklerotischen Zeitpunkten, der Scavengerrezptoren

zuriickzufiihren sein. (Witztum, 2005) (Ley, et al., 2011)

Durch Sekretion von Wachstumsfaktoren steigt die Proliferationsrate von glatten
Muskelzellen an. Eine weitere wichtige Séule in der Pathophysiologie, ist die durch die
Veranderungen der GefdBwand hervorgerufene prokoagulatorische Aktivitdt. Die durch
Makrophagen sezernierten Zytokine, Interleukin-1 (IL1) und TNFa, induzieren in
Endothelzellen die Produktion von Platelet-activating-factor (PAF), TF und PAI. Folglich
wird die antikoagulatorische Eigenschaft der Endotheloberfliche aufgehoben und es
kommt zu einer Thrombozytenaktivierung. Der Aktivierung von Thrombozyten, folgt die
Freisetzung zahlreicher Mediatoren durch die Pléttchen selbst. Unter anderem PDGF, der
das Wachstum glatter Muskelzellen anregt; TGF-8, der die Sekretion von
Matrixbestandteilen (Kollagen, Myofibroblasten Differenzierung) und Thrombin fordert
sowie Adenosindiphosphat (ADP) und Thromboxan, die weitere Thrombozyten
aktivieren. Die Entstehung eines Thrombus macht prinzipiell zwei Szenarien moglich.
Entweder kommt es zeitnah zur Lyse des Thrombus, induziert durch eine parallel zur
Koagulation ablaufende Fibrinolyse oder es folgt die Organisation des Thrombus, der

zum festen Bestandteil des Plaques wird.

Mit der Groflenzunahme des Plaques, kommt es zunehmend zu hypoxischen Bereichen
im Plaqueinneren. Daraus resultieren ischdmische Nekrosen und die Apoptose von
Makrophagen und glatter Muskulatur. Beides, Hypoxie und Zellreste fiihren zu einer
Sekretion von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und proteolytischen

Enzymen. VEGF induziert die Angiogenese, sodass es zu einer Neovaskularisierung des
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arteriosklerotischen Plaques kommt. Die Gefdlversorgung bedingt zu einem gewissen
Teil die Permanenz des Plaques. In diesem Stadium der Erkrankung liegt ein
fibroinflammatorischer, lipidreicher Plaque vor, der im Zentrum einen nekrotischen Kern
aufweist. Der zentrale Inhalt ist lediglich durch eine fragile fibrése Kappe, von dem ihn
umstromenden Blut, getrennt. Es findet eine kontinuierliche Infiltration von Immunzellen
und Lipiden statt, die von einer stetigen Matrixreorganisation begleitet wird. Die
apoptotischen Zellen priasentieren auf ihrer Oberfliche Human-Leucocyte-Antigen-DR-
(HLA-DR-) Rezeptoren und initiieren so eine Kaskade des adaptiven Immunsystems.
(Paulson, et al., 2010) Eine besonders wichtige Funktion der Makrophagen ist das
Phagozytieren der apoptotischen Zellen und nekrotischen Substanzen innerhalb des
Plaques. Zu Beginn fiihrt die Aufnahme der Zellreste zu einer Abnahme des
Plaquewachstums. (Tabas, 2005) Eine effektive Efferozytose® induziert die Sekretion von

anti-inflammatorischen Substanzen wie IL10° und TGFp. (Henson, et al., 2001)

Im Folgenden kommt es zu einer Phase der Adaptation. Eine erneut durch Scherkrifte
induzierte Produktion von Matrix-Metalloproteasen (MMPs), Kollagenen, basic-
Fibroblast Growth Factor (bFGF), TGFB und inflammatorischen Faktoren fiihrt zu einem
kontinuierlichen Remodelling und Aufbau des Plaque. Physiologisches Ziel der
Enzymproduktion ist die Aufrechterhaltung des Blutflusses. (Coleman, et al., 2009)
Allerdings flihrt die Exkretion dieser lytischen Enzyme gleichzeitig zu einer
Plaqueinstabilitit und erhoht damit das Risiko fiir Plaquerupturen. (Idzkowska, et al.,
2015)

Sich wiederholende Hdmorrhagien, aus instabilen Neovaskularisationen, konnen zu einer
direkten Ruptur des Plaques fiihren oder resultieren in einem progredienten Wachstum
des Plaquevolumens. Die Kalzifikation des Gewebes wird gesteuert von TGFB,
osteogenetischen Progenitorzellen und Mediatoren des Knochenwachstums wie z.B.
Bone Morphogenetic Protein 2a (BMP2a). (Bostrom, et al., 1993) Folglich kommt es zu
Prozessen der Chondro- und Osteogenese innerhalb des arteriosklerotischen Plaques.

(Coleman, et al., 2009) Das kontinuierliche Wachstum fiihrt schlielich zu manifesten

& Efferozytose entspricht der phagozytotischen Entsorgung von apoptotischen oder nekrotischen Zellen
durch Makrophagen.

% Interleukin 10. Antiinflammatorisches Zytokin. Inhibiert die Reifung und Zytokinproduktion von DC.
Verstarkt die Antwort cytox. T-Zellen. (Nizzoli, et al., 2016)
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Stenosen und GefdBverschliissen. Komplikationen wéhrend des gesamten Prozesses
konnen plotzliche Plaquerupturen, die Ausbildung von Aneurysmen, Erosionen oder

Ulzerationen sein.

Kommt es zu einem Myokardinfarkt, so fiihren inflammatorische Signale innerhalb der
ersten 24 Stunden nach Ischdmie, zu einem Auftreten neutrophiler Granulozyten im
geschiadigten Myokard. Kurze Zeit darauf folgen Makrophagen beziehungsweise
Monozyten in das Ischdmiegebiet. Die Leukozyten rdumen nekrotische Myozyten,
Zelldetritus und Bestandteile der extrazelluldren Matrix ab. Wihrend dieser frithen Phase
besteht ein hohes Risiko fiir Herzwand-Rupturen, ausgehend von der geschiddigten Wand
des Ventrikels. Weitere Komplikationen sind die Ruptur des Septums und

Papillarmuskelabrisse.

Nach etwa fiinf Tagen erfolgt zunehmend die Koordination von Angiogenese und den
wiederaufbauenden Prozessen des Granulationsgewebes. Von Myofibroblasten
produziertes Typ I Kollagen stabilisiert den fragilen Bereich. Nach zwei bis dret Wochen
ist die Reparaturphase abgeschlossen, das Kollagennetz verlinkt und es hat sich eine

stabile Narbe entwickelt. (Nahrendorf, et al., 2007)

Der Heilungsprozess nach einem Infarktereignis umfasst folglich ein komplexes
Zusammenspiel molekularer und zelluldrer Bestandteile. Diese Prozesse beeinflussen
direkt die Pathophysiologie und die strukturellen Verdnderungen des Herzmuskels.
Sodass im Anschluss an ein ischdmisches Ereignis, das Gewebe einem kontinuierlichen
Remodelling unterliegt. Diese Umbauprozesse dienen der Anpassung an die gegebenen
Bedingungen, wie zum Beispiel dem Blutdruck. Das linksventrikuldre Remodelling kann
nach einem stattgehabten Myokardinfarkt zu der Entstehung einer Herzinsuffizienz

fithren, die mit einer hohen Mortalitét einhergeht.
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Zellen der GefaRwand

Endothelzellen

Glatte
Muskelzellen

Leukozyten

Fibroblasten

Einleitung

Physiologische Funktion

Thrombusresistente Beschichtung auf inneren
Oberflachen des GefaRbaumes

Wirken antikoagulativ, fibrinolytisch, antiinflammatorisch,
provasodilatatorisch, Matrix- und Gefal3stabilisierend
Barriere bildend, leukozytenabweisend

Selektive Impermeabilitat

Ruhende Zellen; durch Lasionen oder im Rahmen lokaler

pathologischer Ereignisse aktiviert L1 Proliferation

Transduktion  physikalischer  Scherkrafte auf die
GefaRwand in biochemische Signale, die die Synthese
bioaktiver Molekile initiileren (unter anderem vasoaktive
Stoffe (z.B. NO), Wachstumsfaktoren, pro-koagulatorische
und inflammatorische Mediatoren und extrazellulare
Matrix- Proteine)

Vorkommen in der Media und der Matrix der normalen
Gefallwand

Normalerweise ruhend. Aktivierung durch Verletzungen
der GefaRwand: Proliferation, Sekretion und
phanotypische Transformation zu Myofibroblasten
Schaumzellbildung durch Lipidingestion

Mediator gestltzte Aktivierung von Makrophagen und
Endothelzellen.

Regulation des GefaRremodellings

In der gesunden GefalRwand finden sich hauptsachlich
Makrophagen und Lymphozyten (Intima)

Endotheliale Dysfunktion flhrt zur Monozytenaktivierung,
konsekutiver GefdRwandpenetration und Transformation
in Makrophagen mit anschlieRender Schaumzellbildung.
Lokalisiert in der Adventitia

Synthetisieren  Bindegewebsfasern  (z.B.  Kollagen,
elastische Fasern)

Synthese von IL-6 und -8, MCP-1

Tabelle 1: Ubersicht der physiologischen Funktion vaskuldrer Zellen mit Relevanz in der arteriosklerotischen
Plaqueentwicklung (Lillmann-Rauch, 2015) (Behrends, et al., 2012)
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1.2. Das Immunsystem
1.2.1. GRUNDLAGEN

Das Immunsystem ist ein komplexes System von heterogenen Zellpopulationen,
humoralen Faktoren, synthetisierten Abwehrprodukten und
kommunikationsermdglichenden Zytokinen. Die Funktionsweise reicht von einem
breiten Wirkspektrum, bis hin zu hoch spezialisierten und &duBlerst effektiven
Verteidigungsstrategien. Es tritt systemisch auf und kann gleichzeitig einzelnen Organen
zugeschrieben werden. Die hdmatopoetischen Stammzellen, von denen die meisten
Zellen des Immunsystems entstammen, findet man in der fetalen Leber und postpartal im

Knochenmark.

Dem Immunsystem werden vier wichtige Aufgaben zugeschrieben. Zunéchst ist es die
Instanz des Organismus, die fremde oder schidliche Zellen oder Substanzen und
Infektionserreger erkennt. Nach dem Erkennen ist es in einem zweiten Schritt seine
Aufgabe die Pathogene zu eliminieren. Hier kommen vor allem humorale Faktoren, wie
das Komplementsystem und Antikorper zum Einsatz. Um dem Korper selbst nicht zu
schaden, ist eine dritte Instanz der Selbstregulation integriert worden. Allergien und
Autoimmunerkrankungen sind Ausdruck einer nicht vollstindig intakten
Immunregulation. Die vierte Funktion wird ausschlieBlich durch das adaptive
Immunsystem umgesetzt — das Immungedichtnis. Unserem Abwehrsystem ist es
moglich, einmal erfolgreich bekdmpfte Pathogene wieder zu erkennen und ohne
Latenzzeit mit der Vollstindigkeit des unspezifischen und spezifischen Immunsystems

erneut zu eliminieren. (Murphy, et al., 2014)

Die Abwehrmechanismen sind hintereinander geschaltete Barrieren, die das Eindringen,
Vermehren und Angreifen von Pathogenen verhindern sollen. In erster Reihe stehen
Korperoberflichen, wie unsere Haut und Schleimhéute, die hauptsidchlich physikalisch
und chemisch funktionieren. Eine zweite Abwehrfront findet sich im Blut und Gewebe.
Hier detektieren und eliminieren Leukozyten korperfremde Organismen sowie mutierte
oder defekte korpereigene Zellen. Sowohl das unspezifische, als auch das spezifische
Immunsystem verfligt iber zelluldre und humorale Bestandteile. (Silbernagel, et al.,

2014)
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1.2.2. DAS ERWORBENE IMMUNSYSTEM

Die erworbene Immunitét ist gekennzeichnet durch die zunehmende Integritit im Laufe
des Lebens. AusschlieBlich Vertebraten verfiigen iiber ein erworbenes Immunsystem.
Durch Présentation von kdrperfremden Substanzen oder nicht intakten kdrpereigenen
Zellen, erfolgt die Produktion von molekiilspezifischen Zellen und Antikérpern. Die
Einsatzfdhigkeit nach Invasion eines Krankheitserregers dauert mehrere Tage. Die
Abwehr erfolgt mittels hoch spezifischer Antigenerkennung. Nach einer erfolgreich
abgewehrten Infektion bleiben Antikorper sowie T-Lymphozyten weiter bestehen, sodass
eine direkte Reinfektion verhindert wird. Auch nach Jahren kénnen einmal produzierte
antigenspezifische Zellen und Faktoren wiederholt abgerufen werden und fiihren zu einer

sofortigen und stirkeren Defensivreaktion. (Murphy, et al., 2014)

Die Hauptzellen des adaptiven Immunsystems sind die Lymphozyten (T- und B-
Lymphozyten). Sie erkennen Antigene liber spezifische klonale Oberflichenrezeptoren.
Lymphozyten sind im Gegensatz zu den Zellen des unspezifischen Immunsystems in
bestimmten Organen lokalisiert. Diese sogenannten priméren Organe des Immunsystems
sind der Thymus und die fetale Leber, beziechungsweise das postpartale Knochenmark.
Die T-Zell-Produktion findet im Knochenmark statt. Die unreifen T-Zellen migrieren in
den Thymus und differenzieren hier mittels Antigenpridsentation und kontrollierter
Selektion aus. Die B-Zell-Synthese findet gleichfalls im Knochenmark statt. Ihre
Funktion nehmen die Lymphozyten nach Migration aus den priméren Organen des
Immunsystems, in die sekundéren Organe wahr. Zu den sekundéren Organen zdhlen die
Milz, Lymphknoten und das Mukosa-assoziierte lymphatische Gewebe (mucosa-

associated-lymphoid-tissue, MALT).

Jede B-Zelle ist, genetisch determiniert und befdhigt einen antigenspezifischen Rezeptor
zu exprimieren. Die antigenspezifischen Rezeptoren werden Antikdrper genannt. Findet
die Bindung eines passenden Antigens an den Rezeptor einer B-Zelle statt, beginnt diese
sich zu teilen und zu einer Plasma-Zelle zu differenzieren. Plasma-Zellen produzieren
grof3e Mengen von monoklonalen Antikdrpern. Die Molekiile konnen nach der Synthese
als membranstidndige Rezeptoren auf der B-Zelle oder als soluble Antikérper wirken,
wobei der sezernierte Antikdrper dem membranstéindigen Protein (B-Zell-Rezeptor) der

produzierenden Plasmazelle entspricht.
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Antikorper werden auch als Immunglobuline (Ig) bezeichnet. Der Aufgabenbereich liegt
in der Opsonierung von spezifischen Antigenen. Dieser Mechanismus kann zum einen,
zu einer direkten Inaktivierung (Neutralisierung) des Pathogens fiihren und dient zum
anderen als ,Erkennungshilfe‘ gegeniiber weiterer Immunzellen, deren Mobilisation
initilert wird. Diese beiden Funktionen sind innerhalb des Molekiils strukturell
voneinander getrennt. Die antigenspezifische Region ist immer individuell und spezifisch
auf das Antigen angepasst. Es handelt sich um die V-Region (variable Region). Die
groen  Varianzmoglichkeiten der Bindungsregion sind auf eine hohe
Rekombinationsrate wéahrend der Reifung zuriickzufiihren. Die Effektorfunktion wird
iiber eine konstante Region (C-Region) vermittelt. Ein Immunglobulin ist aus gepaarten
schweren und leichten Ketten aufgebaut. Man unterscheidet fiinf verschiedene
Immunglobulin-Gruppen: IgA, IgD, IgE, IgG und IgM, die sich in ithrem molekularen
Aufbau und Wirkort unterscheiden konnen. (Murphy, et al., 2014)

Bei den, wihrend der FACS Analyse verwendeten Biomarkern, handelte es sich um eine
Kombination aus Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt an einen monoklonalen Antikérper,

sodass die Markierung spezifischer Oberflichenmolekiile moglich ist.

Die T-Lymphozyten werden nach ihren Oberflachenmolekiilen und ihrer Funktion in drei
Subtypen eingeteilt. Die T-Helfer-Zellen Typ 1 (TH1) interagieren mit mononukledren
Phagozyten und unterstiitzen die Elimination intrazelluldrer Pathogene. Bei den T-Helfer-
Zellen des Typs II (TH2) handelt es sich um Zellen, die die Differenzierung, Proliferation
und Antikorperproduktion von B-Zellen fordern. Die Zellen der dritten Gruppe richten
sich gegen virusinfizierte korpereigene Zellen oder andere intrazelluldre Pathogene. Sie
werden entsprechend als zytotoxische T-Zellen (CTL, zytotoxische T-Lymphozyten)
bezeichnet. Die Gesamtheit der T-Zellen verfiigt zur Antigenerkennung tiber T-Zell-
Antigen-Rezeptoren (TCR). Ihre Wirkung entfalten die Lymphozyten durch Sekretion
16slicher Zytokine oder durch direkten Zell-Zell-Kontakt.

Die Zellkommunikation untereinander wird iiber Oberflachenrezeptoren moglich. Man
unterscheidet verschiedene Klassen dieser membranstindigen Proteine. Des Weiteren
kann man diese Proteine als Zellerkennungsmerkmale nutzen und im Rahmen
wissenschaftlicher Fragestellungen eine Differenzierung einzelner Zellen durch die

Verwendung bekannter Antikérper vornehmen.
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Bei Major Histokompatibilitidts Komplexen (MHC) handelt es sich um Proteine, die auf
der Oberfliche antigenprisentierender Zellen, Peptide oder ganze Zellfragmente
darstellen. Man unterscheidet Typ I von Typ II MHC Molekiilen. MHC 1 Proteine
prasentieren kurze Peptidfragmente intrinsischer Proteine. Wohingegen Bestandteile
internalisierter extrinsischer Antigene von MHC Klasse II Rezeptoren dargestellt werden.
Die MHC Proteine dienen als Ligand fiir T-Zell-Rezeptoren und sind damit ein
bedeutender Faktor in der Interaktion zwischen unspezifischem und spezifischem
Immunsystem. MHC Komplexe werden in allen Wirbeltieren exprimiert, jedoch mit einer
gewissen interspezifischen Varianz. Eine préazisere Bezeichnung fiir die menschlichen
Major Histokompatibilitits Komplexe ist ,Humanes Leukozyten Antigen‘ (HLA). (Male,

et al., 2006) MHC Molekiile lassen sich weiter in verschiedene Untergruppen einteilen.

Ein weiteres Oberflichenmolekiil, das auf einer Vielzahl variabler Zellen exprimiert
wird, ist das Cluster of Differentiation Molekiil (CD). Deren Funktionen sind vielseitig.
Sie konnen als Oberflachenrezeptoren oder Ligand dienen. Ferner kennzeichnen sie
Zellen mit ihrer Eigenschaft als Antigen. Die Kombination von unterschiedlichen CD

Molekiilen charakterisiert eine bestimmte Zellpopulation.

Die Kenntnis der unterschiedlichen Oberflichenmolekiile und insbesondere deren
zellspezifische Kombination, machen die durchflusszytometrische Analyse von
Leukozytenproben hinsichtlich der Fragestellung nach bestimmten Zellpopulationen
moglich. Durch Detektion sowie positiver und negativer Selektion von Immunzellen aus
einer Leukozytenprobe koénnen die Monozytensubpopulationen quantitativ erfasst

werden.

1.2.3. DAS ANGEBORENE IMMUNSYSTEM

Das angeborene unspezifische Immunsystem dient vor allem der Abwehr eines breiten
Spektrums an Bakterien, Pilzen und korperfremden Stoffen. Die Elimination erfolgt
unverziiglich nach der Invasion in den Organismus, meist durch Inkorporation und
anschlieBende Destruktion. Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems zédhlen die
mononukledren Phagozyten, die polymorphkernigen Phagozyten, natiirliche Killerzellen

(NK), Mastzellen und Thrombozyten. Die Erkennung der pathogenen Mikroben erfolgt
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mit Hilfe der Pathogen-associated- molecular-patterns (PAMP) und Pattern Recognition

Receptors (PRR).

Bei den natiirlichen Killerzellen handelt es sich um grof3e granulareiche Lymphozyten.
Ihre Hauptaufgabe ist die Identifikation von virusinfizierten oder mutierten Zellen und

deren Beseitigung.

Bei Mastzellen und basophilen Granulozyten handelt es sich um Leukozyten, die sich
durch einen sehr hohen Gehalt an Granulavesikel charakterisieren lassen. Sie verfiigen
iiber eine Reihe proinflammatorischer Zytokine und gewebewirksamer Mediatoren, die
nach Aktivierung exozytotisch freigesetzt werden. Mastzellen sind meist perivasal

lokalisiert, wohingegen basophile Granulozyten mobil sind.

In einem intakten Organismus befindet sich der Grof3teil an Leukozyten in der Blutbahn
und muss durch Extravasation an den Ort der Gewebeschddigung migrieren. Zu Beginn
der Extravasation erfolgt, durch die gewebestindigen Makrophagen, die Freisetzung von
Chemokinen wie IL1 und TNFa. IL1 und TNFa aktivieren Endothelzellen, welche
ithrerseits vermehrt Adhidsionsmolekiile und proinflammatorische Mediatoren
exprimieren. Unter diesem Axiom kann eine zielgerichtete Leukozyten-Endothel-
Interaktion  stattfinden.  Durch  membranstindige  Selektine  (endotheliale
Adhésionsmolekiile) wird das Rolling vermittelt. Das Leukozytenrollen ermdglicht die
mediatorvermittelte Aktivierung der Immunzellen. Hierzu produziert das Endothel
Entziindungsmediatoren wie den PAF. Uber weitere Adhisionsmolekiile, den Integrinen,
findet die fixe Bindung der Leukozyten an die Endothelzellen statt. Die stabile Zell-Zell-
Adhision ermoglicht die transendotheliale Diapedese. Physiologischerweise folgt dieser

Vorgang einer chemotaktischen Steuerung. (Silbernagel, et al., 2014)

Der unspezifisch zelluldre Anteil umfasst hauptséchlich die neutrophilen Granulozyten
und Monozyten. Beide Zellpopulationen tragen besonders durch Phagozytose ihren
Anteil an der Immunabwehr bei. Die humorale Komponente umfasst im Besonderen das
Komplementsystem, Lysozyme und Interferone in der Funktion von Mediatoren.
Namensgebend fiir das angeborene Immunsystem ist das Vorhandensein der
Abwehrmechanismen ab dem Zeitpunkt der Geburt und somit die sofortige

Einsetzbarkeit und die pathogenunspezifische Vorgehensweise. (Silbernagel, et al., 2014)

19



Einleitung

1.2.4. MONOZYTEN

Monozyten sind mononukledre Phagozyten, die einen zelluldren Bestandteil des
angeborenen Immunsystems ausmachen. Ferner beinhaltet die Gruppe der

phagozytierenden Zellen Granulozyten und dentritische Zellen.

Sie gehoren zu den langlebigen Phagozyten. Im Gegensatz dazu stehen die
polymorphkernigen Phagozyten, die auch als neutrophile Granulozyten bekannt sind,
welche nur eine kurze Lebensdauer aufweisen. Der Normbereich fiir Leukozyten liegt in
einem gesunden menschlichen Korper bei 1,6 bis 7,2 Gpt/l (Giga (x109) Partikel/Liter =
Absolutkonzentration). Dabei liegt die Monozytenanzahl zwischen 0,08 und 1 Gpt/l,
entsprechend 2 bis 10 % (% von 100 gezédhlten Leukozyten) innerhalb der Norm. Die
Bestimmung der Monozytenanzahl wird im klinischen Alltag regelmiBig in
Zusammenhang mit einem Differenzialblutbild durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um
eine  durchflusszytometrische =~ Analyse = mit  exakter = Zellzdhlung  der
Leukozytengesamtzahl, der unterschiedlichen Granulozyten Populationen, Monozyten,
Lymphozyten, Blasten und Erythrozyten. Abweichungen von der Norm finden sich bei
unterschiedlichen Pathologien und treten in der Regel mit umfassenden Verdnderungen,

der im Differenzialblutbild gemessenen Zellen auf.

Monozytosen konnen Hinweise auf chronisch entziindliche Reaktionen, wie
beispielsweise bei Autoimmunerkrankungen oder Tuberkulose, oder auf das Vorliegen
einer malignen Erkrankung, sowohl solider Tumoren als auch myeloproliferativer
Syndrome, geben. Ferner kann es sich um das Vorliegen der Heilungsphase einer akuten
Infektionskrankheit handeln. Im Gegensatz dazu treten Monozytopenien entweder im
Rahmen hidmatopoetischer Erkrankungen (z.B. aplastische Andmie, Haarzellleukdmie)
oder iatrogen verursacht, durch Medikamentengabe oder Radiatio, auf. (Guder, et al.,

2009)

Bei Monozyten handelt sich um nicht vollstindig ausdifferenzierte Phagozyten, die im

Blut zirkulieren.

Monozyten weisen einen Durchmesser von 10 bis 15 pm auf und tragen einen
bohnenférmigen Zellkern. Das Zytoplasma ist feingranuldr und beinhaltet Lysosome,
phagozytische Vakuolen und Filamente des Zytoskeletts. Es handelt sich um eine

heterogene Zellgruppe, mit zurzeit drei bekannten Subpopulationen. Die Einteilung
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erfolgt anhand unterschiedlicher Oberflichenmolekiile und Migrationsverhalten in

Gewebe. (Abbas, et al., 2012)

Der physiologische Ablauf einer Extravasationskaskade umfasst das Andocken der
zirkulierenden Monozyten an geschiddigtes Endothel, selektinabhéngiges Rolling, eine
Aktivierung der Leukozyten durch endotheliale oberflichengebundene Chemokine mit
nachfolgender integringeforderter Adhdsion und einer transendotheliale Migration. Die
Induktion zur Synthese von Adhdsionsmolekiilen, erfolgt durch modifizierte
Lipoproteine und zytokinetische Signale. Auch IL1 und TNFa triggern die Expression
der Oberflachenmolekiile. In arteriosklerotischen Mausarterien zeigte sich, dass vor allem
das P-Selektin verantwortlich fiir das monozytiare Rolling ist. (Ramos, et al., 1999) Die
im néchsten Schritt stattfindende Adhésion ist besonders abhidngig von oufi-Integrin
(VLAA4). Dieses Integrin bindet vor allem Fibronektin und VCAM1 (Huo, et al., 2000),
ein Adhdsionsmolekiil, das besonders auf Endothelzellen in der Ndhe von aktiviertem
Endothel, somit auch arteriosklerotischen Lésionen lokalisiert ist. (Richardson, et al.,

1994)

Nach Extravasation differenzieren die Monozyten vollstindig aus und werden zu
Makrophagen. Makrophagen gehoren zu den dltesten bekannten Immunzellen und
stammen wahrscheinlich direkt von phagozytischen Zellen, die aus einfachsten Tieren
bekannt sind, ab. (Murphy, et al., 2014) Gemeinsam mit Granulozyten, dentritischen
Zellen, Mastzellen, Megakaryozyten und Erythrozyten stammen die Makrophagen von

myeloiden Progenitorzellen ab.

Die physiologischen Funktionen der Monozyten erstrecken sich {iber die gesamte Spanne
des angeborenen Immunsystems und dariiber hinaus in Bereiche der adaptiven
Immunabwehr. Als Phagozyten ist eine ihrer Hauptaufgaben, das Erkennen von
Infektionserregern und deren sofortige Inkorporation. Uberwindet ein pathogener Erreger
die Schutzbarrieren unseres Korpers, trifft er initial auf den gewebestindigen
mononukledren Phagozyten. Nach endozytotischer Aufnahme, totet der Makrophage die
Erreger mit Hilfe von enzymatisch erzeugten hoch reaktiven Sauerstoff- und
Stickstoffspezies. Die anschlieBende Verdauung erfolgt proteolytisch. Durch Sekretion
wichtiger Zytokine, sind sie in der Lage weitere Instanzen des Immunsystems zu
mobilisieren und damit eine Kaskade an Abwehrreaktionen zu initiieren. Sie bilden durch

die Fahigkeit zur Antigenprisentation ein zusétzliches Bindeglied zwischen angeborener
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und erworbener Immunantwort. Einzelne Bestandteile der phagozytierten Pathogene
werden mittels MHC-Molekiile auf der Zelloberfliche prisentiert und kdnnen im
Folgenden vereinfacht durch Lymphozyten erkannt werden. Neben der Abwehr von
pathogenen Keimen, gehort es zu den Aufgaben von Makrophagen, Zelltrimmer und
apoptotische Zelliiberreste zu beseitigen. Man bezeichnet sie daher auch als Fresszellen
(scavenger cells). Neben den Aufgaben in der Immunabwehr und dem Beseitigen von
defekten oder toten Zellen, sind sie an reparativen Prozessen in geschddigten Geweben
beteiligt. Durch die Sekretion von Zytokinen stimulieren sie angiogenetische Prozesse

und die Synthese von kollagenreicher extrazelluldrer Matrix. (Abbas, et al., 2012)

Nach chemotaktisch gesteuerter Extravasation konnen sich Monozyten abhéngig von den
Signalen entweder zu Makrophagen oder dentritischen Zellen ausdifferenzieren. Durch
Stimulation mittels Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF)
und IL4 kommt es zur Ausreifung dentritischer Zellen. Die Differenzierung zum
Makrophagen, wird durch den Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (M-CSF)
ausgelost. (Murphy, et al., 2014) Abhidngig von dem Gewebe, in dem sich die
Makrophagen befinden, erhalten sie einen Eigennamen. Zum Beispiel werden
Makrophagen im zentralen Nervensystem als Mikrogliazellen bezeichnet und in der

Leber handelt es sich um Kupferzellen. (Abbas, et al., 2012)

Aktivierte Makrophagen synthetisieren unter anderem Defensine und steigern die
Produktivitit der NO-Synthase, die aus der Aminosdure L-Arginin NO abspaltet.
(Silbernagel, et al., 2014)

Bis in die spédten 1980er Jahre hielt man die Monozyten fiir eine homogene Population
von phagozytierenden Immunzellen. Bis Passlick et al. zum ersten Mal eine Publikation
verdffentlichte, liber die Existenz zweier verschiedener Monozytensubpopulationen.
(Idzkowska, et al., 2015) Die Differenzierung erfolgt anhand des Lipopolisaccharid
(LPS)-bindenden Oberflichenmolekiils CD14 und CD16 (Rezeptor fiir FcyTyp III). Man
unterschied phénotypisch die quantitativ hdufiger auftretenden CD14"*, von einer
Population mit geringerer CD14 Expression bei gleichzeitig hoher CD16 Expression
(CD16") Nachweis. (Passlick, et al., 1989) Bei den CD16" Zellen konnte eine hohe
phagozytotische Effizienz und Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies nachgewiesen

werden, wihrend die Zytokin-Synthese deutlich reduziert war. Kurz nach ihrer
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Entdeckung, stellte man fest, dass CD14"CD16" Monozyten besonders an systemischen
inflammatorischen Prozessen beteiligt sind, so machten sie zum Beispiel bei einer Sepsis
bis zu 50 % der Blutmonozyten aus. (Fingerle, et al., 1993) Im Laufe der Zeit ergaben
sich innerhalb der CD16"-Population weitere erkennbare Unterschiede in der Expression
der Adhédsionsmolekiile und Chemokinrezeptoren, sodass das Vorliegen zweier
funktional unterschiedlicher Subpopulationen wahrscheinlich schien. (Ancuta, et al.,

2003)

Im Jahre 2010 fand schlieflich eine einheitliche = Nomenklatur  der
Monozytensubpopulationen statt, die durch das Nomenclature Committee of the
International Union of Immunological Societies genehmigt wurde. Zuriickzufiihrend auf
diese Nomenklatur ist die aktuelle Klassifikation der Monozyten, in die drei
Populationen: klassische Monozyten (CD14MCD16°), intermediire Monozyten
(CD14"CD16M) und nicht-klassische Monozyten (CD14°CD16"). (Heitbrock, et al.,
2010)

Die drei Subpopulationen unterscheiden sich in ihrer immunologischen Funktion, dem
Zytokinexpressionsmuster, der Effektivitdit von Phagozytose und ihres reparativen
Potenzials. (Idzkowska, et al.,, 2015) Wie schon erwidhnt, stammen alle
Monozytensubpopulationen von einer Stammzelle ab. Sie unterscheiden sich im Verlauf
durch das Erreichen unterschiedlicher Entwicklungsstufen. Etwa 90 % der peripheren
Monozyten entsprechen klassischen CD14"MCDI16!° Monozyten, die Zellen mit dem
geringsten Reifegrad. Die in ihrer Entwicklung am Weitesten fortgeschrittene Population
ist die der nicht-klassischen CD14°CD16" Monozyten. Der vollstindige
Entwicklungsverlauf der monozytiren Leukozyten konnte noch nicht vollstindig geklart

werden. (Rogacev, et al., 2015)

Klassische Monozyten exprimieren eine hohe Dichte an CC Chemokin-Rezeptoren Typ
2 (CCR2; MCPI1-Rezeptor), Chemokin CXCR1,-2,-4- Rezeptoren und CD62L (L-
Selektin, Zelladhdsionsmolekiil). Vergleichsweise zeigen sie geringe Expressionsraten
der folgenden Rezeptoren: CX3CR1 und CCRS (Liganden: CCL3, CCL4, CCLS). Auf
den starken Stimulationsfaktor LPS hin, produzieren sie eine Reihe an Zytokinen. Vor
allem Interleukine (-6, -8, -10, -18), TNFa und das Chemokin CCL2. Weiter konnte man
eine hohe phagozytotische Aktivitit und eine ausgeprigte Syntheserate an

Myeloperoxidase nachweisen. CD14MCD16© Monozyten verfiigen iiber genetische
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Informationen, die Proteine der antimikrobiellen Abwehr, Wundheilung, Angiogenese

und Koagulation kodieren. (Idzkowska, et al., 2015)

Nicht-klassische Monozyten hingegen exprimieren kein CCR2 oder CD62L. Auf ihrer
Oberfliche war vor allem der Chemokin Rezeptor CX3CR1 nachweisbar. Eine ihrer
Hauptaufgaben liegt in der Kontrolle korpereigener Zellen, hinsichtlich eines
Virusbefalles oder sonstiger Schidden. Sie verfligen iiber die Fdhigkeit auf dem
GefdBendothel zu patrouillieren und dessen Integritit zu schiitzen. Auch das
Sekretionsmuster an Zytokinen und Chemokinen unterscheidet sich deutlich von dem der
klassischen Monozyten. So handelt es sich bei dem stirksten Produktionsinduktor um
viral befallene Zellen und Nukleidsdurebestandteile, woraufhin IL-1 und TNFa
exprimiert werden. Auch in ithrem Mobilitdtsverhalten distinguieren die genannten
Monozytensubpopulationen. Im Gegensatz zu dem eher gewebestindigen Verhalten der
klassischen Monozyten, konnte man eine ausgeprigte Mobilitit fiir CD14"°CD16M

Monozyten in ,in vivo‘-Experimenten nachweisen. (Idzkowska, et al., 2015)

Die Einordnung der intermedidren Monozytensubpopulation zwischen dem klassischen
und dem nicht-klassischen Typ, kann durch unterschiedliche Kriterien belegt werden. Der
intermedidre Typ trigt phanotypische Merkmale beider Populationen. Die Gesamtheit,
der exprimierten Oberflichenmolekiile stellt eine Kombination, der jeweils Typ-
charakterisierenden Chemokine dar. Intermedidre Monozyten weisen CCR1, CCR2 und
CXCR2 Rezeptoren auf, ebenso wie den CX3CR1 Rezeptor, der dem nicht-klassischen
Zelltyp zugeordnet werden kann. Eine weitere, in ihrer Aussage hinsichtlich der Funktion
bedeutende Identifikationsmdglichkeit, ist der CCR5 Rezeptor. Als Rezeptor fiir MCP1
und RANTES wird er mit der Progression des arteriosklerotischen Plaques assoziiert.
(Idzkowska, et al., 2015) Das synthetisierte Zytokinmuster der CD14"CD16" Monozyten
weist thnen ein hohes proinflammatorisches Potenzial zu. In Gegenwart des bakteriellen
LPS sezernieren sie TNFa und IL1B. AuBBerdem sind sie der Hauptproduzent reaktiver
Sauerstoffspezies unter den Monozyten. (Cros, et al., 2010) Zusétzlich sezernieren sie
grofe Mengen an IL10. Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal, ist die hohe
Expressionsrate an HLA-DR Molekiilen, die besonders CD4*-Lymphozyten stimulieren.
(Zawada, et al., 2011) Auch die Fahigkeit groe Mengen des Angiotensin converting
Enzyms (ACE) zu produzieren, grenzt diese Subpopulation von den klassischen und

nicht-klassischen Monozyten ab. (Ulrich, et al., 2006)
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Monozyten nehmen in diversen inflammatorischen Erkrankungen eine bedeutende Rolle
ein. So beispielsweise in chronisch obstruktiven pulmonalen Erkrankungen (COPD)

(Costa, et al., 2016) oder in der rheumatoiden Arthritis. (Rossol, et al., 2012)
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1.3. Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Studie ist es, einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten
differenzieller Monozytensubpopulationen und dem Verlauf der verschiedenen Stadien
der koronaren Herzerkrankung sowie gesunder Kontrollprobanden herzustellen. Dies
geschah vor dem Hintergrund, dass die koronare Herzerkrankung zu den hédufigsten
Todesursachen weltweit zdhlt. Des Weiteren aufgrund der hohen Inzidenz, die einen
groflen volkswirtschaftlichen Kostenfaktor darstellt und nicht zuletzt die Lebensqualitét

jedes einzelnen Patienten mindert.

Die zentrale Rolle der Inflammation bei der Entstehung und Progression der koronaren
Herzkrankheit, ist seit Jahren bekannt und Inhalt zahlreicher Forschungsarbeiten. Bislang
lagen die Schwerpunkte auf der Charakterisierung der Monozytensubpopulationen und
den damit einhergehenden Funktionen der mononukledren Phagozyten in der

arteriosklerotischen Pathogenese.

Langfristig soll diese Studie einen Beitrag zu einem besseren Verstidndnis der Entstehung
der koronaren Herzerkrankung und der Entwicklung priaventiv einsetzbarer Biomarker
leisten. Zusitzlich konnten auf Grundlage des Wissens, um mogliche Abhéngigkeiten im
Auftreten der Monozytensubpopulationen mit der Krankheitsaktivitit, neue

medikamentdse Therapieansétze entstehen.

Zur Erreichung dieses Ziels wurde eine Kohortenstudie mit drei Patientenkohorten und
einer Kontrollkohorte durchgefiihrt. Es erfolgte die Analyse von Leukozytenproben mit
dem Ziel der quantitativen Bestimmung der Monozyten an der Leukozytengesamtheit,
sowie die differenzielle Messung der einzelnen Monozytensubpopulationen. Die
Ergebnisse wurden vor dem Hintergrund der zuvor erhobenen Krankheitsaktivitdt der

Patienten interpretiert.

Die Arbeitshypothese steht fiir einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Auftreten der unterschiedlichen Monozytensubpopulationen und den verschiedenen
Erkrankungsstadien. Dementsprechend steht die Null-Hypothese, fiir die
Wabhrscheinlichkeit eines unabhidngigen parallelen Vorkommens von den

Monozytensubpopulationen und den Stadien der koronaren Herzerkrankung.
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Material und Methoden

2.1. Verwendete Gerate und Materialien

Gerat und Material

APC Mouse Anti-Human CD14
Cellstar Tubes 10 ml

Cellstar Tubes 50 ml

Clean Bench LaminAir HB 2448
Cryo.S™ Tubes 2 ml

DAPI

Fetal Bovine Serum

FITC Mouse Anti-Human HLA-DR
FLOWIJO Data Analysis Software
Gefrierschrank Premium NoFrost

Handschuhe Vasco®Nitril
Kryoboxen

BD™ LSR I

BD FACSDiva™ Software
Magnetrihrer

Mikro Tube 1,5ml

PE Mouse Anti-Human CD335
PE Mouse Anti-Human CD2
PE Mouse Anti-Human CD19
PE Mouse Anti-Human CD56
PE Mouse Anti-Human CD15
PE-Cy7 Mouse Anti-Human CD16
Becher PMP 500 ml
Phosphate Buffered Saline Tablets
Pipetten Research 10
Pipetten Research 100
Pipette Research plus 1000
Pipettenspitzen

Pipetboy
Reagenzglasschittler REAx
Serologische Pipette 5 ml
Serologische Pipette 10 ml
Serologische Pipette 25 ml
Tubes 5 ml

Vakuumregler CVC 2000
Wasserbad Haake C1
Zentrifuge 5810 R

Tabelle 2: Verwendetes Material

Firma

BD Bioscience

Greiner Bio-One International GmbH
Greiner Bio-One International GmbH
Heraeus Instruments GmbH

Greiner Bio-One International GmbH
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

BD Bioscience

Flowlo, LLC

Liebherr International-Deutschland GmbH

B. Braun Vet Care GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc.
BD Biosciences

IKA

Sarstedt AG&Co

BD Bioscience

BD Bioscience

BD Bioscience

BD Bioscience

BD Bioscience

BD Bioscience

Brand GmbH+CoKG
Gibco-Thermo Fisher Scientific Inc.
Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Eppendorf AG

Integra, Biosciences AG
Heidolph Instruments+CoKG
Sarstedt AG&Co

Sarstedt AG&Co

Sarstedt AG&Co

Sarstedt AG&Co
Vacuubrand GmbH+CoKG
Kobe

Eppendorf AG
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2.2. Das Studiendesign

Das Erfassen der Daten erfolgte innerhalb einer Substudie im Rahmen des GroB3projektes
BIO-NRW (,Arteriosklerose und ihre Folgeerkrankungen: Von der Genomik iiber eine
verbesserter Risikopradiktion zur individualisierten Priavention und Therapie‘. Bei dem
Studiendesign handelt es sich um eine Querschnittsstudie. Die eingeschlossenen
Patienten wurden drei unterschiedlichen Kohorten zugeordnet. Zum Vergleich der
Patientenmessungen wurden kardial nicht vorerkrankte Personen in eine Kontrollkohorte
aufgenommen. Die Blutentnahme fiir die Gewinnung des Probenmaterials erfolgte

einmalig nach definierter Zuordnung zu einer der vier Kohorten.

2.3. Charakterisierung des Patientenkollektivs

Die Ein- und Ausschlusskriterien orientierten sich an den Voraussetzungen zur

Teilnahme an der BIO-NRW-Studie.
Der Einschluss erfolgte in vier voneinander zu unterscheidenden Gruppen:
1. Patienten mit akutem Myokardinfarkt.

2. Patienten mit stabiler chronischer koronarer Herzerkrankung, ohne akutes

Ereignis innerhalb der letzten sechs Monate.

3. Patienten mit chronischer koronarer Herzerkrankung, mit akutem Ereignis

innerhalb der letzten sechs Monate.
4. Kardial nicht vorerkrankte Kontrollen.

Erkrankte Personen kennzeichneten sich durch eine relevante Koronarstenose (>50 %
mindestens einer Koronararterie). Die Stenosen sind mittels Koronarangiographie
nachgewiesen worden. Die Altersverteilung des Probenkollektivs umfasst eine Spanne

zwischen 31,2 Jahren bis 73,0 Jahren.

Die kardial nicht vorerkrankten Kontrollen wurden der Patientenkohorte
altersentsprechend in die Studie aufgenommen. Als gesund galten Personen, die
anamnestisch keine kardiovaskuldren Vorerkrankungen aufwiesen und bis zum

Einschlusszeitpunkt keiner Koronarangiographie unterzogen worden sind.

Ausschlusskriterien  fiir  alle  Patientengruppen  waren eine  mangelnde

Kooperationsbereitschaft und psychische, mentale oder sprachliche Probleme, die eine
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Aufkldrung und das Verstindnis der Fragebogen sowie die Einwilligungsfahigkeit
negativ beeinflusst hitten. AuBBerdem die Teilnahme an einer weiteren Studie, die einen

Einschluss an der vorliegenden Verlaufsbeobachtung verbietet.

An klinischen Parametern wurden das Geschlecht, das Alter, der Body Mass Index, der

Nikotinabusus-Status sowie der systolische und diastolische Blutdruck erhoben.

Tabelle 3 zeigt die absoluten Daten der Patientencharakterisierung.

Charakteristiku Gruppe

m Kontrollen Akuter Ml CAD CAD-MI

n 41 92 61 36

Mannlich/ 20/21 80/12 54/7 29/7

weiblich - (49/51) (87/13) (89/11) (81/19)

No.(%)

Alter 49,0 57,0 65,0 63,5
(31,2-59,8) (49,0-66,0) (51,2-71,8) (51,7-73,0)

Body-Mass- 27,5 28,1 29,1 28,4

Index (22,2-35,2) (23,7-35,3) (23,8-38,0) (23,7-39,7)

Nikotinabusus

Aktuell = No. (%) 7 (17) 49 (53) 10 (16) 9 (25)

Sistiert — No. (%) 24 (59) 22 (24) 39 (64) 22 (61)

Noch nie - No. 10 (24) 21 (23) 12 (20) 5(14)

(%)

Blutdruck

Systolisch 130,0 126,5 130,0 140,0

(mmHg) (110,0-152,8) (110,0-157,9) (110,0-163,6) (113,5-162,4)

Diastolisch 87,0 80,0 80,0 80,0

(mmHg) (66,0-94,8) (61,0-87,0) (60,0-90,0) (70,0-90,0)

Tabelle 3: Patientencharakteristika

Zur Teilnahmebestitigung durch den Patienten wurde eine schriftliche

Einverstindniserklarung eingeholt.

2.4. Ablauf der Rekrutierung und Patientenerfassung

Das Erheben der FEin- und Ausschlusskriterien erfolgte durch Sichtung der
studienrelevanten Patientendaten im Orbis, dem klinikinternen Programm zur
Datenerfassung. Des Weiteren durch die bei Erstkontakt mit dem Patienten durchgefiihrte

Anamnese. Die Patientenaufklirung erfolgte schriftlich und miindlich.
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Die Rekrutierung fand auf der Chest-Pain-Unit, der IMC 2, der kardiologischen

Ambulanz und der kardiologischen Station 131 des Universitatsklinikums Marburg statt.

2.5.  Erklarung zur Ethikkommission

Die Genehmigung des Ethikantrages fiir die Studie: ,Arteriosklerose und Ihre
Folgeerkrankungen: Von der Genomik iiber eine verbesserte Risikoprddiktion zur
individualisierten Prévention und Therapie.© Erfolgte am 07.05.2013 durch den

Vorsitzenden der Ethikkommission der Universitdt Marburg Fachbereich Medizin.

2.6.  Aufbereitung der Proben

Die Blutentnahme wurde mit Hilfe einer 24G-Nadel und unter Verwendung von EDTA-
Monovetten zu viermal 10 ml (40 ml) durchgefiihrt. Die Vollblutproben wurden von dem
kardiologischen Labor des Universititsklinikums Marburg aufbereitet. Hierbei wurden
die Leukozyten isoliert und bei -80°C zwischengelagert beziehungsweise bei -196 °C

dauerhaft in Stickstoff aufbewahrt.

Die Leukozytenpriparation wurde mittels Ficoll-Seperation aus den Vollblutproben
durchgefiihrt. Dieses Verfahren entspricht einer Dichtenzentrifugation, bei der ein
Stufengradient mit Hilfe des Polymers Ficoll ' gebildet wird. Nach mehreren
Waschschritten, mit Hank's Balanced Salt Solution (GIBCO® HBSS) erfolgte die
Alliquotierung zu 6-7x10° Zellen pro Einfrierrdhrchen in einem Dimethylsulfoxid

(DSMO) Medium!!.

2.7. Durchflusszytometrie

Das Ziel der fluoreszenzaktivierten Zellanalyse (Fluorescence Activated Cell Sorter,
FACS) ist die Separierung und die quantitative Erfassung der in den Blutproben

vorhandenen Monozytensubpopulationen.

10 pancoll human von PAN™ BioTech. Dichte 1.077g/ml
1 Cryo-SFM der Firma PromoCell GmbH
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2.7.1. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Die Durchflusszytometrie ist ein optisches Analyseverfahren zur gezielten Untersuchung

groflerer Mengen von Partikeln, beziehungsweise Zellen in Suspension.

Die Durchflusszytometrie ist ein Prozess, der sich physikalische und chemische
Eigenschaften von Zellen zur Detektion zu Nutze macht. Zu den physikalischen
Eigenschaften zdhlen die Lichtstreuung oder Fluoreszenz sowie physikalische
Eigenschaften von mit der Zelle reagierenden Reagenzien. Weitere mdgliche Parameter
konnen als strukturell oder funktionell definiert werden. (Shapiro, et al., 2003) Die
Erhebung der Parameter erfolgt wédhrend die zu untersuchenden Zellen in einem

Fliissigkeitsstrom durch die Apparatur flieBen.

Das Durchflusszytometer vereint moderne Technik: Es benutzt Losungen, Laser, optische
Systeme, analoge und digitale Elektronik und arbeitet mit Computern und diversen
Softwares. Verschiedene Parameter jeder einzelnen Zelle, welche die Messkammer
passiert, werden erhoben, darunter die ZellgroBle, die Zellstruktur und der Inhalt der

zelluldren Bestandteile. (Melamed, et al., 1991)

Es ist moglich eine Grofzahl an Zellen innerhalb kurzer Zeit zu untersuchen.
Grundsitzlich besteht ein Zytometer aus einer Flusskammer, durch die die Zellsuspension
gemeinsam mit einer Pufferldsung an ein oder mehreren Lichtquellen vorbei geleitet
wird. Als Lichtquellen dienen Laser unterschiedlicher Wellenldngen, um in einem
Untersuchungsdurchgang mehrere Fluoreszenzfarbstoffe parallel nutzen zu kénnen. Die
emittierte Energie wird in Form von Streustrahlung und Fluoreszenz durch Detektoren
und Photomultiplier erfasst und in elektronische Spannung iibersetzt. Die Informationen
werden in Folge an einen Computer weitergeleitet. Die Anordnung des optischen Systems
erfolgt in einer orthogonalen Konfiguration der drei Hauptachsen des Instruments: dem
Probeneinlauf, dem Laserstrahl und der optischen Achse der Fluoreszenzdetektion. Der
Laser ist dabei mittels einer oder zweier Linsen auf den Zellstrom gerichtet. (Melamed,

etal., 1991)

Optische Systeme basieren auf dem Prinzip der elektromagnetischen Strahlung.
Relevante Konzepte sind vor allem die Reflexion und Refraktion von Licht. Unterhalb

einer bestimmten Gréfe der zu untersuchenden Partikel sind diese Konzepte jedoch
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unbrauchbar. Hier wird auf die Phidnomene der Streuung und Fluoreszenz

zuriickgegriffen. (Shapiro, et al., 2003)

Bei der Streustrahlung handelt es sich um emittiertes Licht mit nahezu der identischen
Wellenldnge wie die des absorbierten Lichtes. Die Emission erfolgt konstant in einem
Winkel zu dem einfallenden Lichtstrahl des Lasers. Daraus ergeben sich folgende zwei
Parameter: die Vorwirtsstreuung (FSC, forward scatter) und die Seitwértsstreuung (SSC,

side scatter).

Ein Grof3teil der abgegebenen Strahlung erscheint in einem kleinen Winkel (0,5° bis 5°)
zu der einfallenden Lichtquelle. Die Intensitit der Vorwartsstrahlung, oder auch ,small
angle® genannt, ist abhdngig von der Partikelgr6e und dem Brechungsindex zwischen
Partikel und dem umgebenden Medium. Der Parameter ,Vorwirtsstrahlung® ist kein
exakter Messwert zur Grofenbestimmung eines Partikels. Mit Hilfe des FSC kann
lediglich eine ungefihre Einordnung der Objektgrofle erfolgen, denn die Beziehung der
PartikelgroBe zu FCS ist nicht linear. So konnen beispielsweise die Signalstirken

unterschiedlich groBer Partikel von gleicher Intensitét sein.

SSC ist definiert flir einen Winkelbereich von 15° bis 150° zwischen einfallendem und
ausfallendem Licht. Die gemessene Amplitude der Signale ist fiir granulareiche Zellen
hoher als fiir solche ohne intrazelluldre Granulavesikel. AnteilsméBig ist der Messwert

SSC fiir kleine Partikel grofer.

Parallel zur Erfassung der Streustrahlung, werden in der Durchflusszytometrie
Informationen aus der Fluoreszenz bezogen. Dieses Phinomen gehdrt dem Bereich der

Quantenmechanik an und ist nicht mehr durch Strahlung und Wellenoptik erklirbar.

Durch den Laserstrahl werden Fluoreszenzfarbstoffmolekiile angeregt und auf ein
hoheres Energieniveau befordert. Der Zustand des Exzitationsstadiums hilt nur kurze
Zeit an und wird sogleich, unter Vorhandensein konkurrierender photophysikalischen
Prozesse, durch die Abgabe von Energie in Form von Wéarme und Photonen niedrigerer
Energieniveaus als die des absorbierten Lichtes, wieder verlassen. Die emittierten
Photonen entsprechen der messbaren Fluoreszenz. In modernen FACS-Geriten ist die
parallele Messung multipler Fluoreszenzen unter Einsatz mehrerer Laser sowie

unterschiedlicher Farbstoffe mdglich.
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Lichtstreuung und Fluoreszenzen werden iiber Farbteilerspiegel und Bandpassfilter zu
den Sensoren und Photomultipliern geleitet. Diese Umleitungen dienen der optischen
Trennung der sich iiberlappenden Emissionsspektren, der verschiedenen Farbstoffe. Die
Photomultiplier detektieren die spektral unterschiedlichen Lichtsignale und wandeln sie
in elektrische Signale um. Die analogen elektrischen Signale werden hochaufgeldst
digitalisiert und in standardisierten'? ,list mode‘-Dateien gespeichert. Anhand dieser
Rohdatenspeicherung erfolgt im Anschluss an die Messung die Datenanalyse. Vorteile
dieses zweiteiligen Vorgehens sind zum einen die detaillierte Auswertung einzelner
Zellsubpopulationen hinsichtlich mehrerer korrespondierender Messparameter und zum
anderen die Mdglichkeit der repetitiven Fehlerkorrektur wihrend des Analyseverfahrens.

(Sack, et al., 2007) (Shapiro, et al., 2003)

2.7.2. AUFBAU UND FUNKTION DES DURCHFLUSSZYTOMETERS LSR I

Die Datenaufnahme wird getriggert durch einen definierten Schwellenwert (threshold),
fiir einen festgelegten, fithrenden Parameter. Neben eines priaterminierten Probensignals
zum Start der Messung, bedarf es weiter, zur Qualitdtssicherung, einer Einstellung der
Pulsverarbeitung. Unterschieden wird eine Analyse anhand der Pulshohe (z.B. FLI1-
Height, FL1-H), hdufig bei immunologischen Fragestellungen verwendet, von der
Auswertung des Integrals des Lichtsignals (z.B. FL1-Area, FL1-A), welches seine
Anwendung hédufiger in der Tumoranalytik findet. Ein entscheidendes Kriterium fiir die
Wabhl der Pulsverarbeitung ist die zu erwartende ZellgroBe. Eine dritte Mdglichkeit liegt
in der Verwendung der Pulsbreite (FL1-Width, FL1-W). Vorteile der Datenaufnahme
unter Anwendung der Pulsfliche oder Pulsbreite ist die Mdglichkeit der Differenzierung
zwischen der Passage von Doublets (aneinanderheftende Zellen) oder Signalen einzelner,
aber grofler Zellen. (Sack, et al., 2007) Die 100-1000-fache Unterscheidung von
Merkmalsauspragungen macht eine Logarithmisierung der gemessenen Daten
erforderlich. Standardisierte Darstellungen umfassen 1024 oder 4096 Kanalklassen und
umfassen somit vier Dekaden. Die Logarithmisierung erfolgt entweder in elektronischer
Form durch analoge Verstirker oder rechnerisch unter der Voraussetzung einer

hochauflésenden Digitalisierung der Datensétze.

12 Flow Cytometry Standards (FCS) eingefiihrt durch das Data File Standards Committee der International
Society for Analytical Cytology (ISAC).
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Die Verwendung einer Kombination aus Fluoreszenzfarbstoffen macht die
Kompensation von sich iiberlappenden Spektren, der detektierten Lichtsignale
notwendig. Passbandfilter limitieren die Uberlappung, kdnnen sie aber nicht vollstindig
beheben. Die Kompensation findet durch anteilige Subtraktion der Spannungswerte statt.
Die Ermittlung dieser Spannungswerte setzt zu jeder Analyse die Messung einzeln

gefarbter Zellen voraus. (Sack, et al., 2007)

In vielen Geriten ist die Detektion von mehr als fiinf Fluoreszenzen parallel moglich.
Technisch bedarf es hierzu der Laser-Mehrfach-Anregung, wie sie zum Beispiel auch mit
dem in dieser Arbeit genutzten Durchflusszytometer LSR II eingesetzt werden kann.
Durch die Verwendung mehrerer Lichtquellen erweitert sich das Spektrum, der zu
messenden Farbstoffe. Die Anordnung der Laser kann kolineal - die Laser treffen die
Zelle an einem identischen Messpunkt der Durchflusszelle - oder flexibel - die Laser
werden hintereinandergeschaltet - erfolgen. Die rdumlich getrennte Anordnung (flexibel)
bietet den Vorteil Fluoreszenzen mit gleicher Emission simultan verwenden zu konnen,
vorausgesetzt die Anregung findet iiberwiegend mittels eines Lasers statt. (Sack, et al.,

2007)

Es sind Akquisitionsraten von >20.000 Ereignisse/sec moglich. Die Signalverarbeitung
erfolgt in Form digitaler Logarithmisierung. Die Kompensation kann sowohl online als
auch offline durchgefiihrt werden. Die Datenerfassung erfolgt mit Hilfe der FACSDiva™
Software, die bet LSR II geritespezifisch eingesetzt wird. ((LSRII))Die
Datenspeicherung wird nach dem Flow Cytometer Standards (FCS) 3.0 durchgefiihrt.
(Sack, et al., 2007)

2.7.3. FLUORESZENZFARBSTOFFE UND BIOMARKER

Die Verwendung von Antikorper gebundenen Fluoreszenzfarbstoffen ermdglicht eine
sehr viel spezifischere Analyse der Zellpopulationen einer Probe. Fluorochrome kénnen
einzeln oder in Kombination, als sogenannte Tandem-Farbstoffe, Anwendung finden. Die
Farbstoffe wurden jeweils an unterschiedliche Antikorper gebunden. Tabelle 4:

Fluoreszenzfarbstoffe gibt eine Ubersicht iiber die verwendeten Biomarker.
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2.7.3.1.  ALLOPHYCOCYANIN (APC)

Allophycocyanin ist ein Pigment, welches aus dem Cyanobakterium Spirulina platensis
(blaugriine Algen) stammt. Die Exzitation des Farbstoffes erfolgt bei Wellenldngen von
633 nm, 635 nm und 640 nm. Die maximale Emission ist bei 660 nm messbar.
(Bioscience, 2015) In einem Molekill APC finden sich sechs Phycocyanobilin
Chromophore, es dhnelt im strukturellen Aufbau dem Phycoerythrin. (Sack, et al., 2007)

APC markiert iiber den monoklonalen Antikérper M5SE2 (APC Mouse IgG2a) spezifisch
CD14. CDI14 ist ein 53-55 kDa groBles Glycosylphosphatidylinositol-verankertes
einkettiges Glykoprotein, welches vor allem auf Monozyten exprimiert wird. Des
Weiteren ist es auch auf interfollikuldren Makrophagen, retikulidren dentritischen Zellen

und Langerhans'chen Zellen zu finden. (APC BD Pharmingen)

2.7.3.2. 4'-6-DIAMIDIN-2-PHENYLINDOL (DAPI)

Diamidin-Phenylindol ist ein DNA und RNA bindender Fluoreszenzfarbstoff. Liegt eine
Bindung zu doppelstrangiger DNA vor so besteht das Absorptinsmaximum bei 358 nm,

das Emissionsmaximum bei 461 nm.

Das Molekiil bindet in der kurzen Windung an A-T-Basenpaare des DNA-
Doppelstranges. Auf drei Basenpaare kommt ein Farbstoffmolekiil. Damit ist die
gemessene Fluoreszenz direkt proportional zu der bestehenden Menge an DNA. Bei der
Interaktion mit RNA-Stringen handelt es sich um eine Interkalation in A-U-reiche
Regionen. Das Emissionsmaximum dieser Verbindung liegt etwa bei 500 nm. (Sigma
Aldrich, 2008) Die unterschiedlichen Emissionsmaxima machen eine quantitative

Differenzierung von DNA und RNA mdglich.
DAPI ist innerhalb eines pH-Bereichs von 4-11 stabil. Bei einer dunklen Lagerung bei

2-8 °C ist es ca. drei Jahre haltbar. Der Fluoreszenzfarbstoff kann alleine oder in
Multiparameter-Zell-Analysen, in Kombination mit weiteren Farbstoffen eingesetzt

werden. (Kapuscinski, 1995)

DAPI kann intakte Zellmembranen durchdringen. Dieser Vorgang erfolgt allerdings sehr
langsam, sodass DAPI erst unmittelbar vor der FACS-Analyse zu den Proben hinzugefiigt

wurde. Damit konnte DAPI die perforierten Zellmembranen toter Zellen iberwinden und
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hauptsichlich mit freiliegenden DNA- und RNA-Molekiilen interagieren. So konnten wir
den Fluoreszenzfarbstoff nutzen um beschéddigte Zellen, abgestorbene Zellen und

Zelltriimmer zu kennzeichnen und die Zellen so von der Analyse auszuschlieen.

2.7.3.3.  FLUORESCEINISOTHIOCYANATE (FITC)

Fluoresceinisothiocyanate ist ein Xanthen-Farbstoff mit einer atomaren Masse von 389
Da. Es reagiert sensitiv auf pH-Wert-Verdnderungen und unterliegt dem Prozess des
,photobleaching‘. '3 Die maximale Anregung erfolgt mit einem Laser von 494 nm
Wellenldnge. Die maximale Emission liegt bei 520 nm. (Bioscience, 2015) Es ist der am
haufigsten verwendete Konjugatfarbstoff bei der Verwendung von Proteinen und

Antikorpern.

FITC ist kovalent an eine IgG2b « leichte Kette gebunden und reagiert mit dem Epitop

des Major-Histokompatibilitits-Komplexes || (HLA-DR) auf B-Zellen, aktivierten T-

Zellen und antigenprisentierenden Zellen. (FITC BD Pharmingen)

2.7.3.4.  R-PHYCOERYTHRIN (PE)

Phycoerythrin konnte aus den Rotalgen Porphyrium cruentum und Porphyrium
sordidum extrahiert werden. Es handelt sich um ein Photosynthesepigment, welches als
Fluorochrom in der Durchflusszytometrie eine breite Anwendung findet. Phycoerythrin
ist ahnlich dem APC gut als Konjugationspartner fiir Tandemfarbstoffe geeignet. (Sack,
et al., 2007) Die molekulare Masse liegt bei 240 kDa. Jedes Molekiil verfiigt iiber 23
Phycoerythrobilin Chromophore. Aufgrund dessen ist es das Hellste aller Fluochrome.
Auch PE unterliegt der Eigenschaft des Photobleachings. (Bioscience, 2015)

Eine Vielzahl der hier verwendeten Antikorper ist an Phycoerythrin gebunden.

Der Anti-Human CD2 Antikérper LFA-2 (PE Mouse IgGlx) ist ein 50 kDa grof3es
transmembranes Glykoprotein. Der Rezeptor CD2 kommt auf 80-90 % der

13 photobleaching auch bekannt als fading, beschreibt den permanenten Verlust der Fluoreszenz eines
Molekiils, durch Bestrahlung mit einem Anregungslicht. Ursache ist eine photochemische Zerstérung
des Fluorochroms.
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menschlichen peripheren Lymphozyten und auf iiber 95 % der Thymozyten vor. (PE1
BD Pharmingen )

Der monoklonale Antikdrper 9E2/Nkp46 bindet spezifisch an CD335, das dem Natural-
Killer-Zell Protein p46 (NKp46) entspricht. Exprimiert wird CD335 auf ruhenden und
aktivierten Natural-Killer-Zellen. (PE2 BD Pharmingen)

Ein weiterer Biomarker, der CD56 positive Zellen markiert, besteht aus PE und Mouse
IgGlx. CD56 als glykosyliertes Antigen findet sich auf granulareichen peripheren
Lymphozyten, welche NK-Zell Aktivitit anzeigen. (PE3 BD Pharmingen)

Das 95 kDa schwere transmembrane Glykoprotein CD19 wird kennzeichnend durch
den PE gekoppelte HIB 19 monoklonalen Antikérper gebunden. CD 19 wird auf allen
Entwicklungsstufen der B-Zell-Reihe sowie der differenzierten B-Zellen exprimiert,
ausgeschlossen der Plasmazellen. Auflerdem présentiert sich das Glykoprotein auf

follikuldren dentritischen Zellen. (PE4 BD Pharmingen)

Der fiinfte Phycoerythrin markierte Biomarker, gekoppelt an eine Mouse IgMx leichte
Kette, reagiert mit 3-Fucosyl-N-Acetyllactosamin (3-FAL), auch bekannt als CDI15
Oberflaichenmolekiil. Nachweisbar ist es auf 95 % der Eosinophilen und Neutrophilen

und in variierender Anzahl auf Monozyten. (PES BD Pharmingen)

2.7.3.5.  PE-Cy7

PE-Cy7 ist ein Tandem Farbstoff, aus den Komponenten Phycoerythrin und dem Cyanin
Farbstoff Cy7. Die maximale Exzitation erfolgt bei 496 nm und die maximale Emission

ist bei 785 nm messbar.

In Kombination mit dem 3G8 monoklonalen Mausantikorper markiert es die
transmembrane Form des CD 16 Molekiils, indem es extrazelluldr an den IgG Fc-Rezeptor
Anteil bindet. CD16 ist ein mit NK-Zellen, Makrophagen und Granulozyten assoziiertes
Oberflachenantigen. (PE-Cy7 BD Pharmingen)

2.7.4. PRAPARATION DER LEUKOZYTENPROBEN FUR DIE FACS-ANALYSE

Zur Vorbereitung der Leukozyten mussten diese zunidchst mit Hilfe eines Wasserbades
bei 37 °C fiir zwei Minuten aufgetaut werden. 1 ml der Leukozyten wurde mit 9 ml einer
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PBS/FBS-Pufferlésung '* in einem Falcon-Rohrchen verdiinnt. Im néchsten Schritt
erfolgte die Zentrifugation der Proben fiir zehn Minuten mit 350 g bei 22 °C

Raumtemperatur. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, sind die Zellpeletts in

400 pl PBS/FBS-Pufferlosung mittels mehrmaligen Pipettierens geldst worden. Von
jeder Probe wurden 100 pl entnommen und in ein FACS- Rohrchen gefiillt.

Jeder FACS-Durchgang umfasste eine Negativkontrolle (ungefédrbt), vier Proben
einzelmarkiert mit den Farbstoffen FITC, PE CD2, APC und PE Cy7, zur Anpassung der
Kompensationseinstellungen. Fiir die Applikation der Antikérper wurde zunichst ein

,Master-Mix‘ aus allen Antikorpern erstellt und jeweils 37 pl zu einer Probe hinzugefiigt.

Farbstoff Biomarker Volumen Hersteller

APC APC Mouse Anti- 5l BD Bioschience
Human CD14

FITC FITC Mouse Anti- 5yl BD Bioschience
Human HLA-DR

PE PE  Mouse Anti- 5yl BD Bioschience
Human CD335
(NKp46)

PE PE  Mouse Anti- 5yl BD Bioschience
Human CD2

PE-Cy7 PE Cy7 Mouse Anti- 2ul BD Bioschience
Human CD16; Clone
3G8

PE PE  Mouse Anti- 5yl BD Bioschience
Human CD19; Clone :
HIB 19

PE PE  Mouse Anti- 5yl BD Bioschience
Human CD56

PE PE  Mouse Anti- 5yl BD Bioschience
Human CD15; Clone:
HI98

DAPI 4' 6-Diamidino-2- 5ul Sigma-Aldrich
phenylindol

Tabelle 4: Fluoreszenzfarbstoffe und Biomarker

14 Phosphat-gepufferte Saline (PBS) plus Fétales bovines Serum (FBS).
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Die Proben wurden auf Eis, bedeckt mit Aluminiumfolie, fiir 30 Minuten inkubiert und
anschlieend mit 2 ml PBS/FBS- Pufferlésung verdiinnt um sie erneut fiir zehn Minuten
mit 350 g bei 22 °C zu zentrifugieren. Wie zuvor wurde der Uberstand verworfen, das

Zellpellet mittels 300 ul PBS/FBS-Pufferlosung gelost und mit der Pipette gemischt.

2.7.5. DURCHFUHRUNG DER FACS-ANALYSE

Die Probenaufnahme durch das Durchflusszytometer erfolgte liber eine Kapillare, die

eine lineare Zellaufnahme ermdglichte.

Mit Hilfe einer standardisierten Gating-Strategie konnte eine vergleichbare
Datenaufnahme aller Proben erreicht werden und machte damit eine valide Datenanalyse
moglich. Die Datenakquirierung wurde mittels der LSR II zugehérigen FACSDiva™ -
Software durchgefiihrt.

In einem ersten Schritt wurden die unterschiedlichen Zellpopulationen Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten iiber die Parameter FSC und SSC aufgeteilt in einer Dot-
Plot-Grafik  dargestellt. Uber die polygonale Gating-Methode konnte die
Monozytenpopulation gezielt in einem neuen Graphen abgebildet werden. Um die
ausschlieBliche Analyse vitaler Zellen zu gewéhrleisten, wurden abgestorbene Zellen und
Zelltrimmer exkludiert. Dieser Schritt wurde durch die Verwendung des
Fluoreszenzmarkers DAPI umgesetzt. Weiter war die Isolation der singuldren Zellen
durch den Ausschluss von Doublets notwendig. Hierzu wurden die vitalen
mononukledren Zellen unter den Parametern Forward Scatter-Area (FSC-A) und Forward
Scatter-Width analysiert. Dieses geometrische Analyseverfahren bedient sich der
Tatsache, dass Doublets ein grofleres Pulsintegral und gleichzeitig ein breiteres Pulssignal
als singuldre Zellen aufweisen. Nach der Isolation von vitalen mononukledren
Einzelzellen ist im folgenden Gating, durch ein negatives Selektionsverfahren, der
Ausschluss von hoch PE positiven und HLA-DR negativen Zellen moglich. PE positive
Zellen sind CD3" (T-Zellen), CD19* (B-Zellen), CD56" (NK-Zellen), NKp46* (NK-
Zellen) und CDI15" (Granulozyten). Die fiir die Fragestellung relevante
Monozytenpopulation wies entsprechend geringe positive bis negative PE-Werte und
positive HLA-DR Messwerte auf. Durch ein rechtwinkliges Gating konnte in einem
letzten Analyseschritt durch die Parameterbestimmung APC-CD14 gegeniiber PE-Cy7-

CD16 eine qualitative und quantitative Erfassung der Monozytensubpopulationen
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erfolgen. Es ergaben sich drei Gruppen. Monozyten 1 entsprechend CD14MCD16'",
Monozyten 2 entsprechend CD14MCDI16" und Monozyten 3 entsprechend
CD14°CD16M.
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Abbildung 1: Gating Strategie zur quantitativen Differenzierung der Monozytensubpopulationen

Die intermedidren Monozyten weisen gleich hohe Konzentrationen an CD14-Markern
auf, wie die der inflammatorischen Monozyten. Die Populationen unterscheiden sich in
dem Vorhandensein der CD16 Oberflichenmolekiile. Inflammatorische Monozyten
tragen geringere bis keine CD16 Molekiile, im Gegensatz dazu sind auf den
intermedidren Monozyten hohe CDI16-Konzentrationen nachweisbar. Die dritte
Subpopulation, namentlich nicht-klassische oder reparative Monozyten sind
gekennzeichnet durch geringe Konzentrationen der CD14-Molekiile und eine hohe

CD16-Molekiil-Oberflachendichte. Siehe auch Abbildung 1.
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2.7.6. DATENVERWALTUNG UND AUSWERTUNG

Das Durchflusszytometer LSR II verfiigt iiber eine direkte Digitalisierung der Messdaten
mit Erhebung der Analyseparameter durch die Software FACSDiva™. Die
Datenspeicherung wurde nach dem offiziellen Flow Cytometry Standard 3.0

durchgefiihrt.

Die Analyse der gespeicherten Rohdaten fand mit Hilfe der Computersoftware FlowJo
Version 10 statt.

Die statistische Auswertung und Bewertung der Aussagekraft der erhaltenen
Informationen, wurde anhand des Kruskal-Wallis-Test (H-Test) mit anschlieBendem Post

Hoc, dem Dunn’s multiple comparison test, durchgefiihrt.

Der Kruskal-Wallis-Test ist geeignet flir eine parameterfreie Varianzanalyse von
rangskalierten Daten. Dieses Verfahren findet seine Anwendung zur vergleichenden
Betrachtung einer zentralen Tendenz ordinalskalierter Variablen. Voraussetzungen fiir
die Anwendung des H-Tests sind das Vorhandensein von mehr als zwei unabhédngigen
Zufallsstichproben und ordinalskalierter Variablen. Die Nullhypothese vertritt die
Unterscheidungsfreiheit der Summen - der Rangplitze. Es wird davon ausgegangen, dass

die Rangplitze gleichmifBig auf alle Gruppen verteilt sind. (Leonhart, 2013)

Zur Beurteilung des errechneten Ergebnisses, wird der H-Wert mit dem kritischen y? —
Wert mit einem Freiheitsgrad von df=k-1 (k entspricht der Anzahl der Gruppen)

verglichen. Dabei entspricht der y>-Wert einer stetigen Wahrscheinlichkeitsverteilung.

Dunn’s multiple comparison test ist ein nicht-parametrisches Verfahren, mit
Rangsummen als Basisdaten. Der Prozess erfolgt in einem paarweisen Vergleich, der bei
dem Kruskal-Wallis-Test erhaltenen Daten. Ziel des Post-Hoc-Verfahrens ist die
Uberpriifung der Ablehnung der Null-Hypothese durch den Kruskal-Wallis-Test.
(StackExchange, 2015)

Die Ergebnispriasentation erfolgt durch den Median mit 25./75. Perzentil, sowie
Whiskers, entsprechend 10./90. Perzentil. Des Weiteren werden Ausreiler als Punkte

dargestellt. Zur grafischen Darstellung werden Box Plots verwendet.
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3. ERGEBNISSE

Die GesamtstichprobengroBe umfasste 230 Personen. Davon konnten 41 der
Kontrollgruppe (Gesunde) zugeordnet werden. Dementsprechend wurden 189 kardial
erkrankte Patienten eingeschlossen, die anhand des koronarangiographischen
Ergebnisses in drei Subpopulationen eingeteilt wurden. Die Kohorte ,Myokardinfarkt
(MI) bestand aus 92 Patienten. Akute Myokardinfarkte wurden definiert als
Ereigniseintritt ab Tag null bis vier, nach koronarangiographischer Intervention.
Patienten mit einer chronisch stabilen koronaren Herzerkrankung, ohne Symptome
innerhalb der letzten sechs Monate, die nach einer elektiven Kontrollintervention
eingeschlossen werden konnten, wurden der Gruppe der chronischen KHK (CAD)
zugeordnet. In dieser Kohorte wurden Proben von 61 Patienten untersucht. Die dritte
Untergruppe der Patienten wurde definiert als chronisch Erkrankte mit Rezidivereignis.
Bei 36 der 189 Patienten konnte ein erneut aufgetretenes Infarktereignis diagnostiziert
werden, entsprechend mit chronischer KHK-Myokardinfarkt (CAD-MI) benannt. Der
Einschluss erfolgte von Tag null bis einschlieBlich Tag vier nach einer kathetergestiitzten

Untersuchung.

Bei den einzelnen Personen wurden jeweils die Parameter Alter, Geschlecht, Body-Mass-
Index!> (BMI), Zigarettenkonsum und Blutdruck erhoben. Die durchflusszytometrische

Untersuchung der Leukozytenproben ergab die quantitative Bestimmung der Monozyten.

Die Kontrollkohorte (n=41) bestand aus 20 ménnlichen und 21 weiblichen Probanden.
Das mediane Alter lag bei 49,0 Lebensjahren, bei einer Gesamtverteilung zwischen 31,2
bis 59,8 Jahren. Der berechnete BMI entsprach im Median 27,5 (22,2-35,2). Hinsichtlich
thres Rauchverhaltens gaben 17 % (n=7) an, einem aktiven Nikotinkonsum nachzugehen,
59 % (n=24) erkliarten den Nikotinkonsum eingestellt zu haben und 24 % (n=10) haben
laut eigener Angabe noch nie geraucht. Der mediane systolische Blutdruckwert lag bei
130,0 mmHg, Intervall von 110,0 bis 152,8 mmHg. Diastolisch konnte der Median bei
87,0 mmHg (66,0-94,8 mmHg) festgestellt werden.

Die Kohorte der akuten Ereignisse (MI, n=92) bestand zu 87 % aus Minnern und

entsprechend zu 13 % aus Frauen. Bei einem Altersintervall von 49,0 bis 66,0 Jahren, lag

15 Body- Mass-Index als MalR des Kdérpergewichts. Berechnet als Kérpergewicht (kg) geteilt durch
KorpergroRe (m) zum Quadrat. Einheitslose Angabe
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der Median bei 57,0 Jahren. Der mediane BMI wurde mit 28,1 bestimmt. Die Verteilung
des Nikotinabusus ergab, dass 53 % (n=49) aktiv rauchen, 24 % (n=22) den
Zigarettenkonsum sistiert haben und 23 % (n=21) noch nie geraucht haben. Die
systolischen Blutdruckwerte lagen im Bereich von 110,0 bis 157,9 mmHg, Zentralwert
entsprach 126,5 mmHg. Diastolisch ergab sich ein Median von 80,0 mmHg
(61,0-87,0 mmHg).

In der Kohorte der chronisch erkrankten KHK-Patienten ohne neuaufgetretenes Ereignis
lag das mediane Alter bei 65,0 Jahren (51,2-71,8 Jahre) und die Geschlechterverteilung
fiel mit 89 % zu 11 % zu Gunsten der ménnlichen Teilnehmer aus. Der Zentralwert des
BMI belief sich auf 29,1 (23,8-38,0). Die Frage nach dem aktuellen Zigarettenkonsum
wurde von 16 % (n=10) mit persistent, 64 % (n=39) mit sistiert und 20 % (n=12) mit

»INoch-Nie“ beantwortet. Der Zentralwert der systolischen Blutdruckmessung lag bei

130 mmHg (110,0-163,6 mmHg) und das mediane Diastolikum wurde mit 80,0 mmHg
(60,0-90,0) bestimmt.

Das Alter der CAD-MI Population betrug im Median 63,5 Jahre (51,7-73,0). Die
Geschlechterverteilung fiel mannlich zu weiblich 81 % zu 19 % (29/7) aus. Der mediane
BMI-Wert wurde mit 28,4 berechnet. 25 % (n=9) der Patienten gaben an aktive Raucher
zu sein. 61 % (n=22) hatten den Nikotinabusus wieder beendet und 14 % (n=5) verneinten
den Zigarettenkonsum zu jedem Lebenszeitpunkt. Der systolische Blutdruckwert lag im
Median bei 140 mmHg (113,5-162,4) und diastolisch konnte ein Wert von 80,0 mmHg
(70,0-90,0) ermittelt werden.

Es konnten statistisch relevante Unterschiede besonders fiir die Altersverteilung der
eingeteilten Kohorten festgestellt werden. So lag das mediane Alter der Myokardinfarkt-
Patienten acht Jahre (p<0,001), der chronischen KHK-Patienten 16 Jahre (p<0,0001 vs.
Kontrollen; p<0,01 vs. MI) und der chronischen Patienten mit akuten Re-Ereignis 14,5
Jahre (p<0,0001) iiber dem der Kontrollgruppe. Weitere signifikante Unterschiede
betrafen die diastolischen Blutdruckwerte. Hier ergab sich bei allen Patientenkohorten

ein im Median um 7 mmHg niedrigerer Blutdruckwert als in der Kontrollgruppe

(MI p<0,001, CAD p< 0,01).
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Charakteristikum  Gruppe
Kontrollen Akuter M| CAD CAD-MI
n 41 92 61 36
m/w Nr. (%) 20/21 80/12 54/7 29/7
(49/51) (87/13) (89/11) (81/19)
Alter 49,0 57,0 65,0 63,5
(31,2-59,8) (49,0-66,0)"" (51,2- (51,7-73,0)""
718"
Body-Mass-Index 27,5 28,1 29,1 28,4
(22,2-35,2) (23,7-35,3) (23,8-38,0) (23,7-39,7)
Nikotinabusus
Aktuell-Nr. (%) 7(17) 49 (53) 10 (16) 9 (25)
Sistiert- Nr.. (%) 24 (59) 22 (24) 39 (64) 22 (61)
Noch Nie- Nr. (%) 10 (24) 21 (23) 12 (20) 5 (14)
Blutdruck (mmHg)
Systolisch 130,0 126,5 130,0 140,0
(110,0-152,8)  (110,0-157,9) (110,0-163,6) (113,5-162,4)
Diastolisch 87,0 80,0 80,0 80,0
(66,0-94,8) (61,0-87,0)"" (60,0-90,0)"" (70,0-90,0)
Monozyten (%)
Gesamt 39,5 45,5 42,8 43,7
(20,3-57,67) (28,8-64,5) (21,0-60,9) (20,1-60,6)
CD14"CD16" 41,8 54,2 53,2 55,3
(3,5-62,3) (10,1-75,1)" (29,8-76,0)"" (32,1-69,3)
CD14"cD16M 2,7 (0,6-6,3) 4,0(1,4-10,5) 4,2 (1,5-9,5) 4,6(1,7-9,4)"
CD14"°CD16" 5,0(1,9-11,6)° 3,3(1,4-8,4) 6,0 (2,5-11,6)"* 4,0 (1,6-10,0)

Tabelle 5: 41 gesunde Kontrollen und 189 Patienten. Body-Mass Index (BMI) ist definiert als Kérpergewicht (kg) dividiert
durch Kérpergréfse (m) zum Quadrat. m=mdnnlich, w=weiblich. Der Datenvergleich erfolgte mit Hilfe des Kruskal-Wallis-
Test und anschliefsendem Post Hoc durch den Dunn's multiple comparison Test. Die Darstellung erfolgt als Median mit
10t/90wmpercentile, *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001 vs. control, ##P<0,01 vs. M.

Im Folgenden werden die durch die durchflusszytometrische Analyse unter Verwendung
des FACS LSR II ermittelten Messergebnisse der Gesamtmonozytenanzahl sowie die
differenzierte quantitative Darstellung der Monozytensubpopulationen vorgestellt.
Abbildung 2 zeigt beispielhaft fiir eine Messdurchfithrung die erhaltenen Rohdaten,
dargestellt in einer Dot-Plot-Grafik. Zu erkennen ist eine logarithmische Auftragung der
Anzahl der unterschiedlichen Monozytensubpopulationen, definiert {iiber die
Auspragungsintensitit der Fluoreszenzemission, der Marker fiir die zellkennzeichnenden

Oberflachenmolekiile CD14 und CD16.
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Abbildung 2: Dot Plot Graphik einer beispielhaften Datenerhebung durch das FACS LSR I

Nach Auswertung aller Messergebnisse der Leukozytenuntersuchungen, ergaben sich
folgende Ausprigungen der Monozytensubpopulationen. Die Gesamtanzahl der
Monozyten an der Leukozytengesamtheit der Blutprobe lag im Median bei der gesunden
Kontrollgruppe bei 39,5 % (20,3-57,67). Demgegeniiber standen der Median der MI-
Gruppe mit 45,5 % (28,8-64,5), der CAD-Gruppe mit 42,8 % (21,0-60,9) und CAD-MI-
Gruppe mit 43,7 % (20,1-60,6). Abbildung 3 fasst die Monozytengesamtergebnisse
grafisch zusammen. Nach einer nicht-parametrischen Varianzanalyse konnten keine

signifikanten Differenzen unter den Kohorten festgestellt werden.
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Abbildung 3: Prozentualer Anteil der Gesamtmonozyten an Gesamtheit der PBMC (peripheral blood mononuclear cell)
(nach Kruskal-Wallis-Test, anschliefSend Dunn's multiple comparison Test)

Fiir die Monozytensubpopulation der CD14"CD16!° Monozyten ergab sich fiir die
Kontrollgruppe ein Median von 41,8 % an den jeweils gesamt gemessenen Monozyten
einer Blutprobe. Mit einer Anzahl von 54,2 % bei den MI-Patienten bestand eine
Signifikanz mit p<0,05 gegeniiber der Kontrollkohorte. Mit p<0,01 konnte auch fiir die
CAD-Gruppe ein signifikant hoheres Vorkommen mit einem Median von 53,2 % an
inflammatorischen Monozyten, gegeniiber der Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
Der Zentralwert der CD14"CD16'" Population in der CAD-MI-Gruppe lag bei 55,3 %
und unterlag keinem signifikanten Zusammenhang mit der Kontrollgruppe. Damit wurde
der Zentralwert fiir die Patientengruppe mit CAD-MI am hdchsten gemessen, gefolgt von
der Kohorte der akuten Myokardinfarkte. Abbildung 4 zeigt das prozentuale Vorkommen

der inflammatorischen Monozytenpopulationen in den einzelnen Patientengruppen.
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Abbildung 4: Prozentualer Anteil der CD14"CD16'° Monozyten an den Gesamtmonozyten (nach Kruskal-Wallis-Test,
anschliefSend Dunn's multiple comparison Test)

Wie Abbildung 5 erkennen ldsst, war der prozentuale Anteil der intermedidren
Monozyten in der Kontrollgruppe mit 2,7 % am niedrigsten. Im Vergleich zu den
gesunden Kontrollen bestand in allen drei Patientengruppen eine signifikante Korrelation
zwischen dem quantitativen Auftreten der CD14"CD16M-Monozyten und der koronaren
Herzerkrankung. Der Zentralwert fiir die Messungen der intermedidren Monozyten ergab
fiir die Gruppe MI 4,0 % (p<0,05), fiir CAD zugehorigen Patienten 4,2 % (p<0,05) und
fiir die CAD-MI-Kohorte 4,6 % (p<0,01). Im Durchschnitt lag der Medianwert bei den

Patientengruppen um 1,57 Prozentpunkte hoher als in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 5: Prozentualer Anteil der CD14hCD16NM-Monozyten an den Gesamtmonozyten (nach Kruskal-Wallis-Test,
anschliefSend Dunn's multiple comparison Test)
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Auch in den Messungen hinsichtlich der nicht-klassischen Monozytensubpopulation
konnten signifikante Unterschiede unter den Vergleichsgruppen feststellt werden.
Abbildung 6 zeigt die grafische Analyse der FACS Messungen fiir die CD14°CD16"-
Monozyten. In der Kontrollkohorte war im Median ein Wert von 5,0 % messbar.
Demgegeniiber konnte ein relevanter Unterschied mit p<0,05 der nicht-klassischen
Monozytenanzahl in der MI-Gruppe (Median 3,3 %) nachgewiesen werden. Mit einem
Signifikanzwert von p<0,01 stellt sich die Gruppe CAD (Median 6 %) im Vergleich zu
der MI-Kohorte dar. Der Zentralwert lieB sich in der dritten Patientengruppe (CAD-MI)
mit 4,0 % festlegen. Damit ergab sich fiir die CAD-Kohorte der hochste Median, gefolgt

von der Kontrollgruppe.
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Abbildung 6: Prozentualer Anteil der CD14/°CD16M Monozyten an den Gesamtmonozyten (Kruskal-Wallis-Test
anschliefSend Dunn's multiple comparison test)
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4. DISKUSSION

Die Erkenntnis der zentralen Rolle des inflammatorischen Geschehens im Rahmen der
Arterogenese verdanderte die Sicht auf die koronare Herzerkrankung maBgeblich. Die
Arteriosklerose gilt seit etwa den 1970er Jahre als eine Erkrankung, die unter Beteiligung
des Immunsystems entsteht. (Ross, et al., 1976) Bis zu diesem Zeitpunkt ging man von
passiven Prozessen und einem Heranwachsen des Atheroms durch Akkumulation von
Lipiden und Zellen aus. Zunehmend gewann man Erkenntnis iiber die aullerordentliche
Beteiligung des Immunsystems. Heute gilt es als gesichert, dass Monozyten und
Makrophagen aktive Rollen in der Pathogenese der Arteriosklerose und damit bei der

Entstehung der koronaren Herzerkrankung einnehmen.

Lange Zeit galten Monozyten und Makrophagen als homogene Zellpopulationen. In
zahlreichen Studien konnte jedoch nachgewiesen werden, dass es sich bei den
mononukledren Phagozyten um eine heterogene Population mit unterschiedlichen
Subpopulationen handelt. Bis jetzt wurden vor allem die phanotypischen Differenzen und
die funktionellen Eigenschaften der Subpopulationen untersucht. Des Weiteren zeigten
zahlreiche Studien der vergangenen Jahre, eine Korrespondenz zwischen dem
Vorhandensein von unterschiedlichen zirkulierenden Monozytenpopulationen und
kardiovaskuldren Ereignissen. Das Ziel der vorliegenden Untersuchung ist, Hinweise auf
mogliche Zusammenhédnge des Auftretens verschiedener Monozytensubpopulationen
und den unterschiedlichen Krankheitsstadien im Verlauf der koronaren Herzerkrankung
aufzuzeigen. Das Wissen {iiber Korrelationen spezifischer Monozyten mit der
Krankheitsaktivitdt konnte als Grundlage zur Entwicklung neuer Biomarker in der primér
und sekundér Prophylaxe der koronaren Herzerkrankung mit ihren klinischen Ereignissen

genutzt werden.

4.1. Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Eine Gegeniiberstellung des Gesamtmonozytenvorkommens zwischen den vier Kohorten
ergab keine signifikanten Unterschiede. Betrachtet man allerdings die
Haufigkeitsverteilung einzelner Monozytensubpopulationen, so lassen sich statistisch

relevante Differenzen feststellen.
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Die Median-Werte der inflammatorischen Monozyten liegen bei den Patienten der
Gruppe CAD-MI am hochsten (55,3 %), gefolgt von der Patientengruppe MI (54,2 %).
Diese Ergebnisse weisen auf ein vermehrtes Vorkommen der CD14MCD16'° Monozyten

bei akuten Ereignissen hin.

Der Anteil der CD14MCD16" Monozyten ist bei allen Patientenkohorten signifikant
gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht. Im Durchschnitt liegen die medianen Werte der
Monozytenzahlen in den Patientengruppen 1,57 % tiber den Werten der Gesunden.
Vergleicht man die Mengen bei den Patientengruppen untereinander, sind keine
signifikanten Differenzen festzustellen. So liegen die Mediane maximal 0,6 %
auseinander. Es scheint eine generelle Erh6hung der intermedidren Monozyten fiir alle
Stadien einer KHK zu geben. Folglich konnten die CDI14MCD16" Monozyten im
gesamten Krankheitsverlauf, von dem akuten Erstereignis iiber chronisch stabile Stadien

bis hin zu Exazerbationen, eine Rolle spielen.

Die Ergebnisse zeigen signifikante Anstiege der relativen Submonozytenzahlen in den
Untergruppen der intermedidren sowie der inflammatorischen Zellen. Aktuelle
wissenschaftliche Arbeiten ordnen Monozyten mit hoher oberflichengebundener CD14-
Dichte vor allem akuten inflammatorischen Prozessen zu. (Cros, et al., 2010) (Rogacev,

et al., 2012) Die vorliegenden Ergebnisse weisen in die gleiche Richtung.

Die nicht-klassischen Monozyten, konnten mit signifikanten Werten in der
Kontrollgruppe (Median 5,0 %, p<0,05) sowie den chronischen KHK-Patienten (Median
6,0 %, p<0,001) gegeniiber den MI-Patienten, gemessen werden. Die Funktion als
patrouillierende Kontroll-Leukozyteneinheit, deckt sich mit der Beobachtung, dass die
,reparativen‘ Monozytensubpopulation im Zustand physiologischer Gegebenheiten
vermehrt gegeniiber akuten inflammatorischen Prozessen nachweisbar sind. Dieses
Untersuchungsergebnis scheint fiir einen Verlust, beziechungsweise ein Verdridngen, der
CD14"°CD16" Monozyten durch die inflammatorischen und intermediir
Monozytensubpopulationen unter akut entziindlichen Bedingungen zu sprechen. So
konnten hohe Anteile der CD14°CD16" Monozyten an der Gesamtmonozytenanzahl bei

bekannten KHK-Patienten fiir eine aktuell ,ruhenden‘ Verlauf sprechen.
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4.2. Diskussion der Methodik

Die fluoreszenzgestiitzte durchflusszytometrische Untersuchung der Leukozytenproben
ermoglichte eine gezielte, der Fragestellung entsprechende, quantitative Differenzierung
der drei verschiedenen Monozytensubpopulationen. Die Analyse fand in Abhdngigkeit
von den unterschiedlichen Stadien der koronaren Herzerkrankung und im Vergleich zu
nicht kardial vorerkrankten Kontrollen statt. Dieses Verfahren ermoglichte die
Verwendung eines Analyseprotokolls zur differenziellen Bestimmung der drei
Monozytensubpopulationen, sodass auch die Gruppe der CD16™ Monozyten nach
intermedidren und nicht-klassischen Untergruppen betrachtet werden konnte. Das
Protokoll folgte aktuellen wissenschaftlichen Empfehlungen um eine moglichst hohe
Korrektheit der Monozytenerfassung und Charakterisierung zu gewdéhrleisten. Die
korrekte Monozytenidentifikation, setzt die Verwendung eines Pan-Monozyten Markers
voraus. Hierzu wurde HLA-DR verwendet. (Zawada, et al., 2012) (Heimbeck, et al.,
2010) Wichtig fiir eine aussagekriftige CD16 Féarbung ist die Verwendung des 3G8
Klons. Andere erhéltliche Biomarker (etwa B37.1/Leullc) kdnnten zu inkorrekten
Ergebnissen fiihren, beispielsweise durch den Verlust des B73.1/Leul 1c-Epitops auf
CD16 positiven Zellen im Rahmen primérer immundefizieller Erkrankungen. (Zawada,

etal., 2012) (Lenart, et al., 2010)

Das Design einer Kohorten-Studie limitiert die Aussagekraft tiber mogliche vorliegende
Kausalititen. Des Weiteren ist bei der Ergebnisansicht und Interpretation zu beachten,
dass die Kohorte der CAD-MI zahlenmifBig geringer ausgefallen ist als die anderen
Kohorten. Mégliche Konsequenz dieses quantitativen Unterschieds, konnte der fehlende

Nachweis von signifikanten Werten in dieser Untergruppe sein.

Die Einteilung der Patienten erfolgte primér nach zeitlichen Charakteristika. Dieses
Kriterium war konstant und zu jeder Zeit umsetzbar. Monozyten sind ein zentraler
Bestandteil des nativen Immunsystems. Sie sind an der Pathogenese zahlreicher weiterer
chronischer Erkrankungen und in der tdglichen Immunabwehr beteiligt. Wahrend der
Patientenrekrutierung erfolgte kein sicherer Ausschluss zusdtzlicher chronischer
Erkrankungen oder akuter Infekte. So ist ein Einfluss weiterer immunologischer Prozesse

auf die Messergebnisse nicht sicher zu exkludieren.
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Die Verfahren zu der Leukozytenseparation entsprachen labortechnischen Standards und
wurden durch regelmiflige Zellzdhlungen des Probeninhaltes kontrolliert. Die
kurzfristige Aufbewahrung bei -80 °C und die langfristige Kiihlung bei -196 °C basieren
gleichfalls auf langjdhrig erprobten Deponierungsstandards. Die Standardisierung der

Probendurchldufe macht eine Replizierbarkeit der Versuchsreihe moglich.

Adipositas, gemessen an dem errechneten BMI, fiihrt nachweislich zu erhohten
Infektionswerten. So konnte eine direkte positive Korrelation zwischen CD14°CD16M
Monozyten und einem erhdhten BMI nachgewiesen werden. Des Weiteren bestand ein
signifikanter Zusammenhang zwischen erhohten CD14°CD16" Konzentrationen und
dem Patientenalter sowie erhohten Blutdruckwerten. (Rogacev, et al., 2010) Diese von
der koronaren Herzerkrankung unabhidngige Erhohung der nicht-klassischen
Monozytensubpopulation kann bei nicht vorliegenden signifikanten Unterschieden des
BMI zwischen den Kohorten vernachldssigt werden. Bei den Blutdruckwerten konnten
signifikante Unterschiede erortert werden, allerdings lag der Median in der Kohorte MI
und CAD unterhalb der Kontrollgruppe (siche Tabelle 5). Das Alter kann als
unabhiingiger Einflussfaktor, auf die Hohe der gemessenen CD14°CD16" Monozyten

nicht sicher ausgeschlossen werden.

4.3. Diskussion der Ergebnisse

Zur Einordnung der erhaltenen Ergebnisse ist im Folgenden der aktuelle Stand

wissenschaftlicher Erkenntnisse dargestellt.

Der Nachweis von zwei differenziellen Monozytensubpopulationen gelang zunéchst in
Miusen: Einer inflammatorischen Subpopulation (Ly6C" Monozyten) und einer zweiten
Monozytengruppe, den Ly6C'°* Monozyten, die regressiv auf inflammatorische Prozesse
wirken und durch Prozessinnovation reparativer Vorgdnge gekennzeichnet sind.
(Swirski, et al.,, 2007) Swirski et al. verdffentlichten 2007 ihre Ergebnisse zu
Monozytenanalysen in Madusen im ,Journal of Clinical Investigation‘. Die zwei
nachgewiesenen Subpopulationen unterschieden sich sowohl in ihrer Expression des
Oberflichenrezeptors, als auch in ihrer Funktionalitit. Ly6Ch Monozyten waren deutlich
vermehrt in hypercholesterdmischen ApoE-defizienten Maiusen nachweisbar. Die

Hypercholesterindmie-assoziierte Monozytose war Ergebnis hoherer
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Zelliiberlebensraten, einer durchgehenden Proliferation und gestdrter Ly6C" zu Ly6C'®

Konversionen. (Swirski, et al., 2007)

Ly6Ch Monozyten binden bevorzugt an aktivierten Endothelzellen und infiltrieren
endotheliale Lasionen. In Makrophagen umgewandelt, akkumulieren sie in der Intima.
Hauptstimuli der inflammatorischen Monozytose schienen erhdhte Cholesterin und

Lipidwerte im Blut zu sein. (Swirski, et al., 2007)

Das schon angedeutete proinflammatorische Potenzial, ldsst sich bei den Ly6CM
Monozyten aus den sezernierten Zytokinen ableiten. Sie exprimieren eine Vielzahl
proteolytischer Proteine, zum Beispiel CCL2 (entspricht MCP-1) und treten vermehrt in

inflammatorischen Geweben auf. (Swirski, et al., 2009)

Im Gegensatz dazu scheinen die Ly6C'° Monozyten antiinflammatorische Eigenschaften

aufzuweisen. Sie fordern Heilungsprozesse und initiieren Granulationsgewebe.

Hinweise auf eine Beteiligung an dem Artheromwachstum erbringen Studien, in denen
durch Blockade der Chemokin-Rezeptoren CCR2, CCRS und CX3CRI1 die stirkste
Abnahme des Plaquewachstums erzielt werden konnten. (Combadicre, et al., 2008) Diese
Beobachtung legte nahe, dass sowohl Ly6CM als auch Ly6C!® Monozyten an der

Entstehung arteriosklerotischer Plaques beteiligt sein konnten. (Swirski, et al., 2009)

Die granulationsfordernden Eigenschaften der Ly6C'® Monozyten lassen vermuten, dass
es in ihrer Gegenwart zu der Ausbildung ,,stabiler Plaques kommt. (Weber, et al., 2008)
Wihrend nicht inflammatorischer Zustdnde patrouillieren sie entlang des Endothels und
reichern sich schnell in entziindlichen Geweben an. (Nahrendorf, et al., 2007)
(Geissmann, et al., 2003) (Auffray, et al., 2007) Die Monozyten-Endothel-Interaktion
wird durch Lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1 entspricht a2 Integrin)
und den Chemokin Rezeptor CX3CRI1 vermittelt. (Auffray, et al., 2007) Ly6C'
Monozyten weisen hohere Konzentrationen an CX3CR1 auf. Das stiitzt die These der
patrouillierenden Fiahigkeiten von Ly6C Monozyten Die Akkumulation wird

hauptsichlich iiber CCRS gesteuert. (Tacke, et al., 2007)

Ly6Chi Zellen binden in hherem MaBe an aktivierte Endothelzellen und infiltrieren die

Intima besser als Ly6C'® Monozyten. (Swirski, et al., 2007)
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Nicht nur die Entstehung der koronaren Herzerkrankung basiert auf monozytirem
Vorkommen, auch der Verlauf nach einem Myokardinfarkt ist stark durch das
Vorhandensein der mononukledren Phagozyten gepriagt. 2009 erschien eine Population
von Swirski et al. in dem Journal ,Science‘, die ein Reservoir an Monozyten in der roten
Pulpa der Milz beschrieb. Diese Monozyten wurden als Antwort auf einen ischdmischen
Myokardinfarkt in Massen aus der Milz mobilisiert und akkumulierten im
Ischdamiebereich. (Swirski, et al., 2009-2) Die Milz als Monozytenreservoir scheint eine
mogliche Erkldrung fiir den rapiden Anstieg der peripheren Monozytenkonzentration als

Folge einer Organldsion, beziechungsweise eines inflammatorischen Geschehens zu sein.

Neben den inflammatorischen Grundlagen der Entstehung einer KHK, ist auch die
Heilungseffektivitit nach einem Infarkt bedeutend abhingig von einer koordinierten

Monozytenmobilisation in das ischdmische Areal. (Nahrendorf, et al., 2010)

Im Menschen gelang erstmals 1989 der Nachweis einer Heterogenitét innerhalb der
Monozytenpopulation, beschrieben durch Passlick, Ziegler-Heitbrock und Flieger. Sie
konnten unter Anwendung einer Zweifarben-Fluoreszenz zwei unterschiedliche
Subpopulationen in humanem Blut nachweisen. Diese entsprechen den CD16" und CD16°

Monozytensubpopulationen. (Passlick, et al., 1989)

Die differenziellen Monozytensubpopulationen im Mausmodel suggerierten eine
dquivalente Aufteilung humaner Monozyten. Die Unterscheidung der Mausmonozyten
erfolgte anhand der Expressionsmuster von Ly6C, Grl, CC Chemokin Rezeptor 2 und
CX3 Chemokin Rezeptor 1 (CX3CRI1). Als Ly6C" wurden Monozyten mit der
Gr1"CCR2'CX;3CR1" Rezeptor-Kombination genannt und umgekehrt gehdren den
Ly6C"® Populationen Zellen mit Crl"CCR2:CX3CR1M Muster an. Auf Grund der
dhnlichen Expression von CCR2 und CX3CR1 Molekiilen auf humanen Monozyten,
konnte anhand der Verteilungsmuster eine Korrespondenz der CD14"°CD16™ und
CD14*CD16" entsprechend Ly6C" und Ly6C'® angenommen werden. (Geissmann, et al.,
2003) (Swirski, et al., 2009) Ebenso unterstiitzen die paradox erscheinenden Funktionen
der Monozyten die differenzielle Einteilung in Subpopulationen. (Geissmann, et al.,

2003) (Shantsila, et al., 2014)
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Auf genetischer Ebene konnte zum ersten Mal die Arbeitsgruppe um Zawada (2011) den
Nachweis von drei unterschiedlichen Monozytensubpopulationen erbringen. (Zawada, et

al., 2011)

Die Monozytengesamtheit bildet sich aus den inflammatorischen (klassischen), den
intermedidren und den reparativen (nicht klassischen) Monozytensubpopulationen. Wie
bereits ausfiihrlich im Einfiihrungsteil 1.2.3 geschildert, erfolgt die Differenzierung
vorrangig liber die Oberflachenrezeptoren CD14 und CD16. Im Folgenden soll durch die
Darstellung weiterer molekularer Eigenschaften und Zusammenfassungen der
Funktionalitit, die Grundlage fiir die Interpretation der erhaltenen Ergebnisse gelegt

werden.

CD14MCD16'° Monozyten (inflammatorische) produzieren auf den bakteriellen Stimulus
LPS hin IL6'6, IL8!7, CCL2 und CCL3. (Cros, et al., 2010) Diese Zytokine initiieren und
fordern malgeblich inflammatorische Prozesse. Aktivierte Monozyten dieser
Subpopulation sind sehr aktiv hinsichtlich der phagozytotischen Funktion und sind in der
Lage groBe Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowie mRNA codierend fiir
Myeloperoxidase und Lysozyme zu exprimieren. (Cros, et al., 2010) Weitere
Oberflachenmolekiile, die auf CD14" Monozyten nachgewiesen werden konnten, sind

CCR2, Selektin und der Fc-Rezeptor CD64.

Die Subpopulation der intermedidren Monozyten unterscheidet sich phanotypisch, aber
auch funktional von den inflammatorischen Phagozyten. Sie produzieren deutlich
weniger ROS und geringere Konzentrationen an Myeloperoxidase- und Lysozym-
codierender mRNA. Die Differenzen hinsichtlich der Zytokinproduktion liegen in der
Produktquantitit und in den Produkten selbst. (Cros, et al., 2010) CD16" Monozyten
produzieren grofe Mengen TNF-a (Belge, et al.,, 2002) und gelten als die
Hauptproduzenten von IL12'® (Szaflarska, et al., 2004). Weiter synthetisieren sie IL6 und
CCL3. Die grofite Aktivitdtssteigerung geht, entsprechend den inflammatorischen

16 Interleukin 6 gehort zu den Zytokinen, die an der Regulation der Akuten-Phase-Reaktion als Antwort
auf Schaden und Infektionen beteiligt sind. (Heinrich, et al., 2003)
Interleukin 8 fiihrt zur Akkumulation und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten in
inflammatorischen Regionen. (Bickel, 1993)
Interleukin-12 ist einer der Hauptregulatoren in der T-Helferzellaktivierung und wird hauptsachlich
von Monozyten sezerniert. Damit stellt dieses Zytokin einen wichtigen proinflammatorischen Faktor
in der Konnektion des angeborenen und erworbenen Immunsystems dar. (Uyemura, et al., 1996)
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mononukledren Zellen, von der Gegenwart eines LPS Molekiils aus. (Cros, et al., 2010)
Fir den Rezeptor CCR2 weisen sie geringere Konzentrationen auf. Zusétzlich

exprimieren sie CD32 und zeigen eine hohere Dichte an MHC-II Molekiilen.

Neben den proinflammatorischen Eigenschaften, scheinen die intermedidren Monozyten
gleichzeitig an strukturellen Verdnderungen des Gewebes beteiligt zu sein. Die
Expression proangiogenetischer Rezeptoren (TIE-2, VEGFR-2, ENG) ist auf
intermedidren Monozyten vermehrt nachweisbar. Folglich liegt eine Beteiligung an einer

plaquestabilisierenden Reorganisation via Angiogenese nahe. (Zawada, et al., 2011)

Die Migration von CD16" und CDI16° Monozyten, wird durch unterschiedliche
Kombinationen aus Rezeptoren koordiniert. CD16" Monozyten exprimieren im
Gegensatz zu den CD16™ Aquivalenten hohe Mengen an CX3CR1 und CXCR4, aber nur
geringe Mengen an CCR2 und CD62L. Folglich wird die Migration der CD16" Zellen
durch Fraktalkine (FKN, CX3CL1) und weniger durch MCP1 (CCL2) gesteuert. Neben
der Migration tiber den FKN/CX3CR1 Weg, ist auch die Bindungsstiarke der CD16"-
Monozyten an FKN-exprimierenden Zelloberflichen hoher, als die der CDI16
Monozyten. (Ancuta, et al., 2003) Damit scheinen CD16* Monozyten eher befdhigt fiir

einen transendothelialen Ubertritt zu sein.

Sowohl inflammatorische als auch intermedidre Monozyten produzieren das anti-
inflammatorische IL10. Zirkulierende Monozyten tragen zahlreiche Rezeptoren, die mit
einer Immunantwort bei inflammatorischen Prozessen assoziiert sind. CD14 Molekiile
agieren als Ko-Rezeptor fiir Toll-Like-Rezeptor 4 (TLR4). Fiir die Arteriosklerose und
das akute Koronarsyndrom konnte eine Konzentrationssteigerung von TLR4

nachgewiesen werden. (Methe, et al., 2005)

Ein exogener Ligand ist das bakterielle Protein LPS. Das Hitze-Schock-Protein 60'°
(HSP-60) stellt einen endogenen Aktivator dar. (Benjamin, et al., 1998) Hitze-Schock-
Proteine werden auf die Pridsenz eines Stressfaktors hin produziert. Zu diesen Stimuli
zahlen die klassischen Risikofaktoren der koronaren Herzerkrankung. (Wick, et al., 2004)
Die mitochondrialen Proteine lassen sich nach dem Einfluss von Stressoren, auf der

Oberflaiche von Endothelzellen und glatten Muskelzellen finden. (Xu, et al., 1994) Thr

1% Hitze-Schock-Protein 60: Eine Proteinfamilie, die inkorrekter Proteinfaltungen und Aggregationen und
der damit einhergehenden Fehlfunktionen verhindern(Chaperon-Funktion). (Benjamin, et al., 1998)
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Auftreten scheint besonders in den frithen Lésionen der arteriosklerotischen
GefiBwandverinderungen von Bedeutung zu sein. (Wick, et al., 2004) Uber den
Mechanismus HSP60/TLR4 scheinen initiale Ereignisse der Plaquebildung mdglich zu
sein. (Methe, et al., 2005) Diese Beobachtungen suggerieren das frithe Vorhandensein
von CD14"CD16'" und CD14"CD16" Monozyten und somit eine Beteiligung an den
initialen Prozessen der Plaqueformation. Der Zeitraum der Plaqueentstehung kann durch
die Methodik der durchgefiihrten Studie nicht abgebildet werden. Hier wire eine
Verlaufsbeobachtung, der zum Zeitpunkt der Probenentnahme als gesund definierten
Probanden interessant. Dies wire unter der Fragestellung zu betrachten, ob sich bei
gesunden Personen mit erhdhten Monozytenkonzentrationen der Subpopulationen
klassisch und intermedidr frither oder héufiger eine koronare Herzerkrankung

manifestiert.

Eine Genexpressions-Vergleichsanalyse zwischen humanen und murinen Monozyten,
zeigte, dass humane CD14°CDI16" Monozyten am ehesten eine Kontrollfunktion
ausfiihren, indem sie dhnlich den residenten Monozyten entlang der inneren GefaBwand
patrouillieren.  Thre = Aktivierung erfolgt nicht, wie bei den anderen
Monozytenpopulationen iiber LPS, sondern maligeblich tliber virale Bestandteile und
Nukleidsduren. Durch TLR7 und 8 aktivierte Monozyten, produzierten vornehmlich
TNFa, IL1B und CCL3. In Kontrast zu den CD14"™" Populationen waren sie weniger an
phagozytierenden Prozessen und der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt.
(Cros, et al., 2010) Zawada et al. konnte die hochste Expressionsdichte an
Adhésionsmolekiilen auf den nicht-klassischen Monozyten nachweisen. Mit Hilfe einer
Genexpressionsanalyse (SuperSAGE) und FACS Messungen, zeigte sich eine besonders
hohe Konzentration an Integrin aL. (ITGAL, CD11a), dem Integrin-assoziierten-Protein
CD47, Sialophorin (SPN, CD43, Ligand von ICAM1) und PECAMI1 (CD31; platelet
endohtelial cell adhesion molecule). (Zawada, et al., 2011) Diese Rezeptoren vermitteln
sowohl Adhidsion als auch Migration der Leukozyten. (Imhof, et al., 2004) Diese

Erkenntnisse stiitzen mal3geblich die These der patrouillierenden Monozyten.

Die Monozyten scheinen allerdings keine unabhidngigen Subgruppen zu bilden, sondern
entwickeln sich aus klassischen Monozyten je nach Umgebungsfaktoren zu CD16P°

Subpopulationen. So beschrieb Patel 2017 eine sequentielle Transition von klassischen
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zu intermedidren und nicht-klassischen Monozyten. Ausgelost wird diese Transition

durch inflammatorische Prozesse. (Patel, et al., 2017)

Die dargestellten phédnotypischen Marker und die Zytokinexpressionsmuster lassen
Riickschliisse auf die Funktion der einzelnen Populationen der phagozytierenden
mononukledren Zellen zu. AuBerdem suggerieren die unterschiedlichen
Migrationsmechanismen verschiedene Aufgabenbereiche der einzelnen
Monozytensubpopulationen. Die Charakterisierung der reparativen Monozyten, als
patrouillierende Population, die vor allem kontrollierende und {iberwachende Aufgaben
wahrnimmt, passt zu den Beobachtungen, dass deren prozentualer Anteil in gesunden
Probanden und Patienten mit asymptomatisch fortschreitender Krankheitsaktivitéit
signifikant am hochsten sind. Gleichfalls stellen sich die intermedidren Monozyten in
unseren Ergebnissen, mit einer deutlichen Beteiligung in der Unterhaltung sowie
Exazerbation der koronaren Herzerkrankung dar. Auch dieses Ergebnis wire mit den
hohen proinflammatorischen Potenzialen dieser Subpopulation vereinbar. Auch die
Aussagen, die beziiglich des Auftretens der inflammatorischen Monozytensubpopulation
getroffen werden konnten, stehen nicht im Kontrast zu dem aktuellen Wissensstand iiber

die funktionellen Eigenschaften der CD14"CD16'° Monozyten.

Zahlreiche Studien beschéftigten sich bereits mit der Fragestellung nach einer Korrelation
zwischen dem Auftreten der verschiedenen Monozytensubpopulationen und der
Entwicklung einer arteriosklerotischen Erkrankung. Die ersten Untersuchungen in
diesem Themengebiet gingen dieser Fragestellung mit der Kenntnis von nur zwei
unterschiedlichen Populationen nach. (Passlick, et al., 1989) (Swirski, et al., 2009)
(Geissmann, et al., 2003) Nachdem innerhalb der CD16"-Population eine weitere
Heterogenitéit festgestellt wurde, erfolgten zundchst mehrere Querschnittsstudien.

(Rogacev, et al., 2012)

So zeigte Schlitt et al., dass die Anzahl an CD14""CD16-Monozyten bei Patienten mit
koronarer Herzerkrankung im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhoht war. Der
intermediédre Typ wurde mit einer erhdhten Privalenz der KHK assoziiert. (Schlitt, et al.,
2004) Weiter wurden CD16 positive mononukledre Phagozyten mit einer gesteigerten
Plaquevulnerabilitidt bei Patienten mit stabiler Angina pectoris in Zusammenhang

gebracht. (Kashiwagi, et al., 2010) In einer Querschnittsstudie bei Patienten mit einer
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instabilen Angina pectoris wurde mit Hilfe der optischen Kohdrenztomographie die
Plaquedicke bestimmt und im Zusammenhang mit durchflusszytometrisch gemessenen
Monozytenanzahlen betrachtet. Die Ergebnisse sprachen ebenfalls fiir eine erhohte
Plaqueinstabilitdt, bei Vorhandensein einer hohen Anzahl an CD14°CD16°CX3CRI1-
Zellen. (Imanishi, et al, 2010) Eine prospektive Kohortenstudie mit nicht
dialysepflichtigen CKD (Chronical Kidney Disease)-Patienten beschrieb einen
unabhingigen Stellenwert der CD147°CD16" Monozyten, bei dem Vorkommen
kardiovaskulédrer Ereignisse. Die Studienergebnisse unterstiitzten die These, dass CD16"
Monozyten eher im Zusammenhang mit arteriosklerotischen Verdnderungen stehen als

CD16™ Monozyten. (Rogacev, et al., 2011)

Die Assoziation zwischen einem vermehrten Auftreten intermedidrer Monozyten im
Serum und der Présenz von vulnerablen Plaques wurde in den letzten Jahren weiter mit
differenziellen Verfahren untersucht. In der Arbeit von Zhuang et al. wurden Patienten
mit einem akuten Koronarsyndrom beziiglich des Vorhandenseins von
Monozytensubpopulationen untersucht. Es konnte ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Vorhandensein vulnerabler Plaques, nachgewiesen durch optische
Kohédrenztomographie (OCT) in Koronarangiographischen Untersuchungen, und dem
Auftreten intermedidrer Monozyten in der Blutstrombahn aufgezeigt werden. (Zhuang, et

al., 2017)

Dieser Zusammenhang bestétigte sich ebenfalls in einer 2017 publizierten
Querschnittstudie. Hier wurden mittels virtueller Histologie bei intravaskuldren
Ultraschalluntersuchungen (VH-IVUS) Plaques mit nekrotischem Kern und vulnerable
Plaques (thin-cap fibroatheroma) detektiert. Die zusétzlich durchgefiihrte
durchflusszytemetrische Untersuchung ergab eine signifikante Korrelation zwischen dem
Auftreten der zuvor dokumentierten Plaques und dem Vorhandensein intermediérer
Monozytensubpopulationen. Die Studie betrachtete den Zusammenhang vor dem

Hintergrund diabetischer vs. nicht-diabetischer Patienten. (Yoshida, et al., 2017)

Die starke Korrelation zwischen Plaqueinstabilitdit und vermehrten Vorkommen an
Intermediér-Monozyten, lisst sich sehr gut mit den Ergebnissen erhdhter CD14MCD16M
Konzentrationen bei Patienten mit akutem Ereignis in dieser Studie vereinbaren. So

konnte sich die Plaqueinstabilitét klinisch in akuten Myokardinfarkten manifestieren.
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2012 veroffentlichten Ozaki et al. die Ergebnisse einer Kohortenstudien, in der 125
Patienten anhand ihrer koronarangiographischen Ergebnisse in drei Gruppen unterteilt
wurden. Patienten ohne nachweisbare KHK, Patienten mit einer Eingefa3-KHK und
solche mit einer DreigefaB-KHK. Es zeigte sich ein quantitativ hoherer Wert fiir
CD14°CD16" Monozytensubpopulationen bei den Patienten mit einer Dreigefa3-KHK,
im Vergleich zu den anderen beiden Kohorten. Es konnten Signifikanzen fiir eine
unabhingige Beteiligung der CD16 positiven Monozyten an der Entstehung einer

DreigefaBBerkrankung nachgewiesen werden. (Ozaki, et al., 2012)

Wie bereits weiter oben angedeutet, sind auch die Prozesse nach einem Infarkt direkt von
einer orchestrierten Monozytenmobilisation abhéngig. In Mausmodellen konnte gezeigt
werden, dass nach einem Myokardinfarkt gleichfalls zwei unterschiedliche
Monozytensubpopulationen in das ischdmische Gebiet rekrutiert werden. Ly6CM-
Monozyten présentierten sich friih nach dem initialen Ereignis und trugen durch
Phagozytose und Proteolyse zum Abbau des geschiddigten Myokards bei. Ly6C'-
Monozyten hingegen schienen erst im Verlauf ihre Funktion in den ischdmischen
Myokardbereichen anzutreten. Sie triggerten Myofibroblasten Rekrutierungen und die
Synthese sowie Einbau von Kollagenfasern. AuBlerdem produzierten sie den
Wachstumsfaktor VEGF und den dazugehérenden Tyrosin Kinase Rezeptor 2 (TIE2), der
angiogenetisch wirkt. (Nahrendorf, et al., 2007) Die Zusammenschau der
Monozytenfunktionen riickt die mononukledren Zellen in die Position einer
Schliisselrolle der Infarktheilung. (Nahrendorf, et al., 2010) Fiir die myokardiale Heilung
ist die gut koordinierte biphasische Monozytenrekrutierung von grofler Bedeutung.

(Nahrendorf, et al., 2010)

2009 verodffentlichten Tsuijoka et al. Ergebnisse liber das Verhalten und die Funktion von
Monozyten nach einem akuten ischdmischen kardialen Infarkt bei Patienten. 36 Patienten
wurden tiber zwei Wochen nach einem akuten Myokardinfarkt hinsichtlich zirkulierender
Monozytenmengen untersucht. Es zeigte sich ein simultaner biphasischer
Monozytenverlauf. Das Anzahlmaximum der inflammatorischen Monozyten war bei 2,6
Tagen messbar und ein Maximum der CD16" Monozyten lag bei 4,8 Tagen. (Tsujioka,

et al., 2009) Dartiiber hinaus lieferte diese Arbeit Hinweise auf einen Zusammenhang
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zwischen erhohten Leveln der inflammatorischen Monozyten zum Zeitpunkt des
Infarktes und einer gesteigerten Wahrscheinlichkeit fiir die Entwicklung einer
postischdmischen Herzinsuffizienz. Die Spitzenwerte der CD14'CD16~ Monozyten
wurden mit einer beeintrachtigten Myokardheilung assoziiert und gleichfalls scheint das

linksventrikuldre Remodelling ungiinstig beeinflusst zu werden. (Tsujioka, et al., 2009)

Aufgrund des Blutabnahmezeitpunktes ist auf Grundlage der hier ermittelten Daten eine
Aussage beziiglich des Monozytenvorkommens zum Zeitpunkt kurz nach dem

Myokardinfarkt, das heil}t im initialen Heilungsprozess, nicht moglich.

Der Idee immunologische Biomarker in der Diagnostik der KHK einzufiihren gingen
bereits 2001 Schonbeck et al. in einer Studie liber die Aussagekraft des sSCD40L (solubler
CD40 Ligand) hinsichtlich des kardiovaskuldren Risikos bei Frauen nach. Mit einer
prospektiven Fall-Kontroll-Studie konnten sie eine positive Korrelation zwischen
erhohten Plasmaleveln des sCDI14L und dem Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse
aufzeigen. (Schonbeck, et al., 2001) In einer weiteren Querschnittsstudie deutete sich das
CD-Molekiil ebenfalls als Marker fiir ein erhohtes Risiko kardiovaskulérer Ereignisse bei

Patienten mit einer instabilen Angina pectoris an. (Heeschen, et al., 2003)

Wenn man davon ausgeht, dass das Auftreten der inflammatorischen und intermedidren
Monozytensubpopulationen mit einer erhohten Plaqueinstabilitit einhergeht und dem
Zufolge ein erhohtes Risiko akuter Ereignisse birgt, wire die Messung dieser
Monozytensubpopulationen als Pradiktor eines akuten koronaren Syndroms denkbar.
Allerdings steht dem gegeniiber, dass Monozyten als alleiniger Messparameter durch
zahlreiche weitere Umsténde beeinflusst werden. Folglich wiirde es sich um einen

unabhingigen Parameter mit sehr geringer Spezifitit handeln.

Alternativ konnten Messungen intermedidrer Monozyten in bereits bestehende Risiko-
Scores eingehen und diese damit starken. So zum Beispiel als ergédnzendes Merkmal in
dem Framingham Risk Score als Pradiktor schwerer koronarer Stenosen und ausgedehnte

Plaques in asymptomatischen Individuen. (Lo, et al., 2017)

Des Weiteren bietet das Wissen um die Korrespondenz  definierter
Monozytensubpopulationen nach einem Myokardinfarkt in geschiddigtem Gewebe, die
Moglichkeit das betroffene Myokard darzustellen und gezielt immunmodulatorisch zu

therapieren, um so zum Beispiel ischdmischen Kardiomyopathien vorzubeugen. Die
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Arbeitsgruppe um Heo et al. detektierte mittels Positronemissions Tomographie (PET)
CCR2+ Zellen in geschiadigtem Myokardgewebe. So konnten bestimmte Patienten
identifiziert werden, die von einer immunmodulatorischen Therapie profitieren wiirden.

(Heo, et al., 2019)

Mit Canakinumab gibt es bereits einen Antikorper gegen IL-18 welcher in der CANTOS
Studie eine signifikante Reduktion wiederkehrender kardiovaskulédrer Ereignisse erwirkt
hat. Die Einschlusskriterien umfassten einen vorausgegangenen Myokardinfarkt mit
einhergehendem erhdhten hsCRP Level >2 mg/l. Endpunkte der Studie waren
nichttédliche = Myokardinfarkte,  nichttddliche  cerebrale = Schlaganfille und
kardiovaskular-bedingte Todesfolge. Die randomisierte, doppelt-blind und Placebo-
kontrollierte Studie von P. M. Ridker et al. wurde im September 2017 verdffentlicht.
(Ridker, et al., 2017)

Obgleich viele Zusammenhidnge zwischen dem Vorhandensein von zirkulierenden
Monozyten und der Entwicklung arteriosklerotischer Verdnderungen festgestellt wurden,
fehlen noch detailliertere Erkenntnisse iiber die individuellen Funktionen der

Subpopulationen in der Entwicklung der koronaren Herzerkrankung.

Die zentrale Rolle der Monozyten innerhalb der inflammatorischen Genese der koronaren
Herzerkrankung bietet eine Chance neuer gezielter Therapiemdoglichkeiten. Wenn gleich
zu beachten ist, dass Monozyten viele bedeutende systemische Funktionen verfolgen und
damit eine breite medikamentdse Therapie zum jetzigen Zeitpunkt ausgeschlossen

scheint.

Zusammenfassend besteht nachweislich ein Zusammenhang zwischen dem erhéhten
Auftreten definierter Monozytensubpopulationen und den unterschiedlichen Stadien
einer koronaren Herzkrankheit. So konnen erh6hte Level an intermedidren Monozyten
prospektiv Hinweise auf akute ischdmische Ereignisse geben. Hohe Messwerte an nicht-
klassischen Monozyten sprechen eher fiir ein ruhendes chronisches Stadium der KHK.
Diese Erkenntnisse bieten eine Chance fiir eine verbesserte Diagnostik und eventuell
Ansatzpunkte in einer primiren Privention beziehungsweise einer effizienten Therapie

der KHK.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die koronare Herzerkrankung ist eine Erkrankung von weltweiter Bedeutung. Die
Inflammation sowie die zentrale Rolle der Monozyten sind seit Jahren Inhalt
wissenschaftlicher Studien zum besseren Verstindnis der arteriosklerotischen

Pathogenese.

Ziel der durchgefiihrten Untersuchung war daher der Nachweis einer differenziellen
Monozytenverteilung in Patienten mit koronarer Herzerkrankung im Vergleich zu
gesunden Kontrollprobanden. Zur Erreichung dieses Ziels wurde eine Kohortenstudie mit
drei Patientenkohorten, definiert nach der Krankheitsaktivitit zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses und einer Kontrollkohorte aus kardial nicht vorerkrankten

Probanden, durchgefiihrt. Die Krankheitsaktivitdt war definiert nach:
1. Akutes Ereignis (Kohorte: Myokardinfarkt MI)

2. Chronische KHK, ohne akutes Ereignis in den letzten sechs Monaten (Kohorte:
Chronical artery disease = CAD)

3. Chronische KHK, mit akut auftretendem Ereignis (Kohorte: CAD-MI)
4. Kontroll-Kohorte

Es erfolgte die durchflusszytometrische Analyse von Leukozyten, die aus Vollblutproben
isoliert wurden. Dieses Verfahren ermoglichte sowohl die exakte Differenzierung sowie
die Quantifizierung der gesuchten Monozytensubpopulationen. Die erhaltenen

Messdaten der einzelnen Kohorten wurden in statistischen Verfahren ausgewertet.

Die Ergebnisse der Untersuchungen ergaben signifikant hohere Vorkommen von
inflammatorischen Monozyten bei Patienten mit akuten koronaren Ereignissen
(pcap<0,01). Die intermedidren Monozyten waren bei allen Patientengruppen gegeniiber
der Kontrollkohorte erhoht (pmi<0,05, pcap<0,05, pcap-mi< 0,01). Die Ergebnisse lassen
sich mit bisher durchgefithrten Studien, im Bezug =zu der Fragestellung
Monozytenvorkommen und Funktion bei Patienten mit KHK vereinbaren. Auch in der
dritten Subpopulation (CD14"°CD16"), den reparativen Monozyten konnten signifikant
hohere Monozytenvorkommen fiir die Kontrollgruppe (p<0,05) sowie fiir die
Patientengruppe CAD (p< 0,001) gegeniiber den Patienten mit akuten Myokardinfarkten

nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis spricht fiir ein eventuelles Verdringen der
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reparativen Monozyten durch die Monozytenpopulationen, die in Zusammenhang mit

einer aktiven KHK und den klinischen akuten Ereignissen stehen konnten.

Der Nachweis eines differenziellen monozytiren Verteilungsmusters bei Patienten mit
unterschiedlichen Krankheitsaktivititen kann weitere Studien zur Untersuchung in Frage
kommender Biomarker zu Friihdiagnostik oder neuer immunmodulatorischer Therapien

unterstiitzen.
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SUMMARY

Coronary artery disease is a disease of global significance. Inflammation as well as the
central role of monocytes have been content of scientific studies for years for better

understanding atherosclerotic pathogenesis.

The aim of this study was the detection of different monocyte subpopulations in patients
with coronary artery disease versus healthy controls. For achieving this goal a study was
conducted with three patient cohorts, defined by disease activity at the time of study
inclusion and one control group without any cardiac preconditions. The disease activity

was defined as:
1. Acute event (Acute myocardial infarction, group MI)

2. Chronic coronary artery disease without any acute event in the last six months

(group CAD)
3. Chronic coronary artery disease with an acute event (group CAD-MI)
4. Control group

In all patients, flow cytometric examinations of leucocytes were carried out, which were
isolated from blood samples. This process enabled both the exact differentiation and the
quantification of the (p<0,05) required monocyte subpopulations. The measured data

obtained from each cohort were evaluated with standard statistical methods.

The results of the study showed significantly higher presence of inflammatory monocytes
in patients with acute coronary events (pcap< 0,01). The intermediate monocytes were
increased in all patient groups compared to the control cohort (pmi<0,05, pcap<0,05, pcap-
mi< 0,01). The results are compatible with current studies published in literature,
examining the question of monocyte presence and function in patients with CAD. In a
third subpopulation (CD14°CD16") significantly higher monocyte deposits were also
detected for the control group (p<0,05) as well as for the patient group CAD (p<0,001)
compared to patients with acute myocardial infarctions. This result suggests that the
reparative monocytes may be displaced by other monocyte subpopulations, which could
be related to an active CAD and clinical acute events. The evidence of various monocytic

distribution patterns in patients with different disease activities may support further
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studies investigating eligible biomarkers for early diagnosis or new immunomodulatory

therapy.
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