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1. Zusammenfassung

Im Rahmen des akuten Myokardinfarktes kommt es zu einer vaskulidren und myokardialen
Inflammation, die zu tiefgreifenden strukturellen Verdnderungen im Herzmuskelgewebe
fihrt, und als wesentlicher prognostischer Faktor angesehen wird. Diese
Inflammationsreaktion wird maB3geblich von Monozyten und Zytokinen wie IL-1a moduliert.
Das Ziel der durchgefiihrten Untersuchung war es, den Zusammenhang von
membrangebundener IL-1a Expression auf zirkulierenden Monozyten und Myokardinfarkten

zu untersuchen.

Hierzu wurden bei 58 Patienten, die mit der Diagnose NSTEMI oder STEMI in die
Intensivstation der Klinik fiir Innere Medizin III des Universitétsklinikums des Saarlandes
eingeliefert wurden, vendse Blutproben entnommen und Monozyten isoliert. Die frisch
isolierten Zellen wurden beziiglich der Expression von membrangebundenen IL-la auf
klassischen CD14+ sowie auf CD14+CD16+ Monozyten durchflusszytometrisch untersucht.

Die Blutproben 15 gesunder Probanden dienten als Kontrolle.

Nach NSTEMI- und STEMI-Myokardinfarkt zeigte sich verglichen mit der gesunden
Kontrollgruppe eine signifikant hohere Expression von IL-la auf klassischen CD14+ und
CD14+CD16+ Monozyten. Bei den CD14+ Monozyten von NSTEMI Patienten exprimierten
53,1% =+ 28,3% und bei den CD14+ Monozyten von STEMI-Patienten 53,3% + 32,6%
zusitzlich zu CD14 auch IL-1a auf ihren Oberfldchen. Bei der Kontrollgruppe lag diese Wert
bei 14,1% + 9,6% (p<0,0001, p<0,001). Bei den CD14+CD16+ Monozyten ergab sich ein
dhnliches Bild: In der Gruppe NSTEMI Patienten exprimierten 46,3% =+ 29,6% der
Monozyten zusitzlich IL-1o und in der STEMI-Gruppe waren es 53,3% + 25,2%. Auch hier
war der Unterschied zu den Kontrollproben, die eine Expressionsrate von 9,4% + 8,7%

zeigten, signifikant (p<0,0001, p<0,0001).

Mit dieser Studie wurde gezeigt, dass IL-1a nach akutem Myokardinfarkt auf peripheren
Monozyten vermehrt exprimiert wird. Diese Daten legen nahe, dass IL-lo auf peripheren
Monozyten als proximaler Teil einer Signalkaskade angesehen werden kann, der die

Inflammation nach Herzinfarkt beeinflusst.



English summary

The innate immune response following myocardial infarction triggers an intense
inflammatory reaction, that can alter the topography of the ventricular structure and
importantly affects the prognosis of survival. This inflammatory response is modulated by
monocytes and cytokines such as IL-la. In the present study, we sought to evaluate
expression levels of IL-1a on peripheral blood monocytes in patients with ST-segment and

non- ST-segment elevation acute myocardial infarction.

Therefore, we obtained peripheral blood samples of 58 NSTEMI and STEMI patients, who
were hospitalized in the cardiological intensive care unit of the Universitdtsklinikum des
Saarlandes, Homburg. The blood samples of 15 healthy persons served as normal controls.

The expression of IL-1a on peripheral blood monocytes was determined by flow cytometry.

Patients with NSTEMI and STEMI showed a significantly higher expression of membrane-
bound IL-1a on classical CD14+ and on CD14+CDI16+ monocytes, compared to healthy
controls. While CD14+ and CD14+CD16+ monocytes in the NSTEMI group expressed
membrane-bound IL-1a with an average of of 53,1% =+ 28,3% or 46,3% =+ 29,6% and CD14+
and CD14+CD16+ monocytes in the STEMI group demonstrated an average expression rate
of 53,3% =+ 32,6% or 53,3% + 25,2%, IL-1a was expressed in only 14,1% + 9,6% or 9,4% +
8,7% of the healthy controls (p<0,0001, p<0,001).

Our results indicate, that the expression of IL-la on peripheral blood monocytes is

upregulated after myocardial infarction.



2. Einleitung

2.1. Akutes Koronarsyndrom

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind in Deutschland und allgemein in westlichen
Industrielindern die Haupttodesursache. Es ist zu erwarten, dass die Bedeutung dieser
Erkrankung bis zum Jahr 2020 auch in Schwellenldndern einen dhnlichen Stellenwert haben
wird (ESC Guidelines 2011). Diese Entwicklung belegt die grof3e klinische und 6konomische
Relevanz kardiovaskuldrer Erkrankungen. Hierbei spielt die koronare Herzkrankheit (KHK),
insbesondere das akute Koronarsyndrom eine wesentliche Rolle. Im Jahr 2014 betrug die
Inzidenz akuter Myokardinfarkte und koronarer Sterbefille in Deutschland 0,348%
(Statistisches Bundesamt 2014).

Unter akutem Koronarsyndrom (ACS) versteht man die Phasen einer KHK, die akut
lebensbedrohlich sind. Darunter fallen die instabile Angina Pectoris, der akute
Myokardinfarkt (AMI) und der plotzliche Herztod. Die Ubergiinge zwischen den Syndromen
sind flieBend. Leitsymptom des akuten Koronarsyndroms ist der akut auftretende
Thoraxschmerz, héufig begleitet von vegetativen Symptomen. Basierend auf EKG-
Ableitungen lassen sich zwei Patientengruppen unterscheiden: Erstens Patienten mit
persistierender (>20min) ST-Streckenhebung, genannt STEMI (ST elevation myocardial
infarction). Zweitens Patienten ohne persistierende ST-Strecken Hebung, genannt NSTEMI

(non ST elevation myocardial infarction).

Ursache des akuten Koronarsyndroms ist ein Missverhdltnis zwischen myokardialer
Sauerstoffversorgung und myokardialem Sauerstoffverbauch. In 80% der Fille ist der Grund
der myokardialen Sauerstoffunterversorgung die Ruptur einer vorbestehenden
atherosklerotischen Plaque (Holschermann 2006). Dies fithrt zur Bildung eines lokalen
Thrombus, mit der Folge einer kritischen Reduktion des Blutflusses in den Koronararterien.
Meist geht dem Infarktgeschehen eine langjdhrige Progression einer Atherosklerose voraus.
Diese stellt mit ihrem multifaktoriellen, chronisch inflammatorischen Geschehen das Korrelat
einer ganzen Reihe ischdmischer Erkrankungen dar. Diverse Risikofaktoren begiinstigen die
Entwicklung einer Atherosklerose. Die typischen kardiovaskuldren Risikofaktoren sind:
Rauchen, Vorgeschichte von Bluthochdruck oder Diabetes, Fettverteilungsmuster,

Erndhrungsmuster, Alkoholkonsum, Dyslipiddmie und psychosoziale Faktoren (Yusuf et al.



2004). Diese Risikofaktoren fiihren primér zu einer Funktionsstdrung des Endothels mit
Verdnderung seiner protektiven Eigenschaften. Eine erhohte endotheliale Permeabilitit
erlaubt die FEinwanderung von Entziindungszellen. Monozyten differenzieren zu
Makrophagen, welche wiederum durch die Aufnahme oxidierten LDLs zu sogenannten
Schaumzellen transdifferenzieren. Diese iiberladenen Makrophagen nekrotisieren, ihr Inhalt
entleert sich ins umliegende Gewebe und fiihrt zu einer Entziindung mit nachfolgender
Freisetzung von Zytokinen und weiterer Monozyteneinwanderung. Die atherosklerotische
Plaque besteht nun aus einem lipidreichen, nekrotischen Kern getrennt vom GefaBlumen
durch eine fibrose Deckplatte von fester Konsistenz. Die lokale Inflammation fiihrt zur
Expression von Enzymen, welche die Kollagenfibrillen der extrazelluliren Matrix abbauen
und damit die Ausdiinnung der fibrosen Deckplatte bewirken. Zusdtzlich hemmen
Entziindungsmediatoren die De-Novo Synthese von interstitiellem Kollagen durch glatte
Gefdmuskeln. Folge ist eine fortschreitende Plaqueinstabilitdit und schlieBlich die
Plaqueruptur. Bei der Ruptur kommt es zum Kontakt des subendothelialen Gewebes mit im
Blut befindlichen stark thrombogenen Substanzen. Durch die sich bildenden

Thrombozytenaggregate kommt es zur Verlegung des koronaren Gefaf3es.

Die Prognose des akuten Koronarsyndroms héingt neben der Lokalisation des
Koronarverschlusses — je proximaler der Verschluss, desto gro3er das infarzierte Areal - auch
von der Koronaranatomie und dem Vorhandensein mdglicher Kollateralen ab (Holschermann
2006). Auch der Zeitraum zwischen Beginn der Symptome und Therapiebeginn ist
entscheidend. Im Jahr 2012 verstarben 25% der Infarktpatientinnen und -patienten vor
Erreichen des Krankenhauses (Herzinfarktregister Augsburg 2014). Trotz grof3er Fortschritte
in Diagnostik und Therapie ist die Letalitit also immer noch hoch. Als Prognose
verschlechternder Parameter gilt neben ventrikuldren Rhythmusstorungen, ein erhohtes Risiko

fiir weitere ischdmische Episoden.

2.2 Bedeutung von Inflammation bei akutem Koronarsyndrom

Da das menschliche Herz begrenzte regenerative Moglichkeiten hat, stellen Herzinfarkte eine
groBBe Herausforderung fiir die Reparaturmechanismen des Kdorpers dar und fiithren letztlich
zur Bildung einer Narbe. Die myokardiale Ischimie 16st nach maximal 30 Minuten den
nekrotischen Zelltod von Kardiomyozyten aus. Diese stolen durch die Freisetzung von

Alarmsignalen eine Entziindungskaskade an. Die Inflammation nach akutem Koronarsyndrom



dient dazu, den infarzierten Bereich von abgestorbenen Zellen und Zellbestandteilen zu
befreien, um daraufhin die nétigen Schritte fiir kardiale Reparaturvorgidnge einzuleiten.
Allgemein ldsst sich die Infarktheilung in die Entziindungsphase, gefolgt von der

proliferativen Phase und schlieBlich der Ausreifungsphase unterteilen.

Die verschiedenen Phasen lassen sich sowohl durch makroskopisch und funktionelle
Eigenschaften, als auch durch mikroskopisch und biochemische Verdnderungen
unterscheiden (Frangogiannis 2014). In der Entziindungsphase setzen Endothelzellen pro-
inflammatorische Zytokine und Chemokine frei, und exprimieren Adhésionsmolekiile.
Neutrophile Granulozyten haften an diesen Adhisionsmolekiilen und 16sen 12-24 Stunden
nach Infarktbeginn eine massive Infiltration des Infarktareals mit weiteren NG sowie
Mononukledren Zellen aus. Dadurch kommt es zum Abbau und zur Phagozytose von
nekrotischen Zellen und Zelldebris. Der apoptotische Tod der NG 16st die Freisetzung von
Signalen aus, die entziindungshemmend wirken. Es folgt die proliferative Phase in der es zu
einem Riickgang der Entziindung kommt. Fibroblasten transdifferenzieren sich zu
Myofibroblasten und produzieren extrazellulire Matrix-Proteine (Bujak et al. 2007). In der
sich anschlieBenden Reifungsphase kommt es zur Apoptose von Fibroblasten und der Bildung
einer Kollagen gestiitzen Narbe (Dobaczewski et al. 2006). Im Laufe des Heilungsprozesses
kommt es zu tiefgreifenden Verdnderungen in der ventrikuldren Architektur, dem
sogenannten ,ventricular remodeling” (Pfeffer et al. 1990). Post-infarzielle strukturelle
Umbildungen in den nekrotischen und nicht infarzierten Bereichen des Ventrikels konnen in
der Folge Kammerdilatation, Hypertrophie des Myokards und Verschlechterung der
Herzleistung bedingen (Cohn et al. 2000). Inflammatorische Vorginge spielen eine
wesentliche Rolle in der Pathogenese des ,,ventricular remodeling®. Eine verstdrkte und
verlangerte Entzlindungsreaktion ist wahrscheinlich mit der Entwicklung potentiell tédlicher
Komplikationen, wie der Ruptur des Myokards verbunden (Bujak et al. 2009). Allerdings
zeigen verschiedene Studien, dass die Inflammation im Rahmen des ACS nicht nur ein
schédlicher Prozess ist, sondern auch die Heilung von Infarktgewebe unterstiitzt. So hatten
Versuche, die inflammatorische Antwort nach Myokardinfarkt zu unterdriicken, klinisch

enttduschende Ergebnisse (Roberts et al. 2007, Timmers et al. 2012).



2.3 Monozyten

Monozyten stellen 4 bis 8 % der zirkulierenden Leukozyten im peripheren Blut. Sie haben
einen Durchmesser von 12 bis 20 um und sind somit die groften Blutzellen (Silbernagl,
1994). Der groBe nierenformige Kern der Monoyzten liegt dezentral und nimmt etwa die
Halfte des Zellvolumens ein. Die Halbwertszeit zirkulierender Monoyzten betrdgt zwischen 8
und 72 Stunden (Whitelaw et al. 1966). Die Zirkulationsdauer hédngt u.a. ab von
Entziindungsmediatoren, die Chemotaxis und Diapedese an den Entziindungsort vermitteln.
Entziindungen stimulieren die Monozytopoese und fithren dazu, dass sich Monozyten nach

Verlassen der Blutbahn in Makrophagen transformieren.

2.3.1 Oberflichenmolekiile auf Monozyten

Monozyten und Makrophagen erkennen pathogene Erreger anhand von Rezeptoren auf ihrer
Zelloberflache. Dies ermdglicht unter anderem eine Unterscheidung zwischen pathogenen
Oberflaichenmolekiilen und korpereigenen Zellen. Eine wichtige Gruppe dieser
Mustererkennungsrezeptoren stellt die Gruppe der Toll-like Rezeptoren (TLR) dar. Diese
transmembranen Rezeptoren unterscheiden sich voneinander sowohl in ihrer Lokalisation
(intra- oder extrazellulér), als auch in der Art der Liganden, die von ihnen erkannt werden,
und gehoren zur Gruppe der Interleukin 1 Rezeptor Familie (Medzhitov et al. 1997, Timmers
et al. 2012). Insbesondere TLR2 und TLR4 scheinen in der Pathogenese der endothelialen
Dysfunktion eine Rolle zu spielen (Mullick et al. 2008). TLR4 ist assoziiert mit dem CD14
Rezeptor und vermittelt die Erkennung von Pathogenen (Takeuchi et al. 1999). Wegen des
Fehlen einer zytoplasmatischen Domain wird CD14 als Co-Rezeptor bendtigt um
intrazelluldre Signalwege zu aktivieren (Lee et al. 1993). Der multifunktionale CDI14
Rezeptor ist ein 356 Aminosduren groBes Glykoprotein, das insbesondere auf Monozyten

exprimiert wird.

Es lassen sich drei Subpopulationen von Monozyten unterscheiden: Klassische
CD14++CD16- Monozyten, intermedidgre CD14++CD16+ Monozyten und nicht-klassische,
alternative CD14+CD16++ Monozyten. Das ,,+“ bezeichnet ein Expressionslevel 10-fach
hoher, das ,,++“ ein Expressionslevel 100-fach hoher als das einer Isotopenkontrollgruppe
(Loems et al. 2010). Die CDI16-Rezeptoren (FcyRIII) gehdren zu einer Gruppe von

Oberflichenmolekiilen, die an den Fc-Teil von Immunglobulinen binden. Sie kommen u.a.
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bei Monozyten und Makrophagen vor, wo sie die Erkennung und Zerstorung
antikorpergebundener pathogener Erreger unterstiitzen (Janeway 2014). Den Hauptanteil mit
ca. 90% aller Monozyten bilden die klassischen Monozyten, die stark CD14 exprimieren. Die
alternativen CD14+CD16++ Monozyten bilden mit ca. 10% die zweite groBBe Gruppe unter
den Monozyten. Sie exprimieren sehr viel CD16 und deutlich weniger CD14. Wihrend die
Hauptfunktion klassischer Monoyzten die Phagozytose ist, spielen intermedidre Monozyten
im Rahmen von Entziindungen eine grofle Rolle (Geissmann et al. 2003). Im Laufe einer
Infektion ldsst sich im Blut ein Anstieg der intermedidren, gefolgt von einem Anstieg der
alternativen Monozyten beobachten. Werden intermedidre CD14++CD16+ und alternative
CD14+CD16++ Monozyten nicht unterschieden, so werden sie zusammen als CDI16+
Monozyten bezeichnet (Zeigler-Heitbrock et al. 2010). So haben wir diesen Begriff auch in

der vorliegenden Arbeit verwendet.

2.3.2 Monozytenaktivierung

Bevor Monozyten in der Pathogenese der Entziindung eine Rolle spielen kdnnen, kommt es
zu einer phinotypischen Transformation, die zu deren Aktivierung fiihrt. Monozyten
exprimieren an ihrer Oberfliche CD14-Rezeptoren fiir Lipopolysaccharide (LPS), das in der
duBeren Membran gramnegativer Bakterien vorkommt. LPS bindet an zirkulierendes LPS-
bindendes Protein, sodass dieser Komplex dann an den CD14-Rezeptor binden kann. CD14
mit diesem gebundenen Ligandenkomplex ermdoglicht nun eine Interaktion mit TLR4
(Murphy et al. 2014). Uber intrazellulire Signalkaskaden kommt es zu einer Aktivierung von
NF«B. Dadurch wird die Transkription und Translation von Genen stimuliert, deren Proteine
eine wichtige Rolle bei weiteren Schritten einer Inflammationsreaktion spielen. So kommt es
zur Sekretion pro-entziindlicher Mediatoren wie IL-6 und TNFa, sowie zu erhohter
Expression von Oberflichenrezeptoren (Satoh et al. 2006). Doch auch unter sterilen
Bedingungen ist CD14 in der Lage, als Mustererkennungsrezeptor zu agieren und
apoptotische Zellen als Liganden zu binden, was letztlich zur Phagozytose dieser Zellen fiihrt

(Devitt et al 1998).
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2.3.3 Rolle der Monozyten bei akutem Koronarsyndrom

Das unspezifische, angeborene Immunsystem spielt bei der Entstehung kardiovaskuldrer
Erkrankungen, wie dem akutem Koronarsyndrom, eine wichtige Rolle. Im Blut zirkulierende
Monozyten sind in der Lage Mediatoren freizusetzen, die an Plaque-Destabilisation, Matrix-
Degeneration, Thrombogenese und der Triggerung der Entziindungskaskade bei ACS beteiligt

sind.

Die Interaktion zwischen Leukozyten und Endothel fiihrt zu einer inflammatorischen
Zytokinkaskade. Die Stimulation von TLR fiihrt zu einer Steigerung der Entziindungsreaktion
in infarzierten Arealen. Zudem lésst sich eine Hochregulation der Expression von TLRI,
TLR2 und TLR4 im Endothel und infizierten Arealen beobachten. Zirkulierende
TLR4+/CD14+ Monozyten bei Patienten mit ACS sind 2,5 mal hédufiger als bei gesunden
Probanden (Methe et al. 2005).

Nach ihrer Aktivierung verdndern Monozyten ihren Phénotyp und erhéhen durch die
Interaktion mit Endothelzellen ihre destruktiven Aktivititen auf kardiales Gewebe.
Geschidigtes Herzgewebe fordert die Rekrutierung von Monozyten tiber die Induktion von
Monozyten Chemoattraktantien wie Monocyte chemoattracant protein (MCP-1) und
Makrophage colony stimulating factor (M-CSF). Diese unterstiitzen nicht nur die
Monozyteninfiltration in geschiddigtes Gewebe, sondern auch ihre Differenzierung zu
Makrophagen. Kardiale Uberexpression von MCP-1 induziert zudem Neovaskularisationen,
die Expression von Zytokinen und Chemokinen, und die Akkumulation kardialer
Myofibroblasten, und beeinflusst so das ,,ventricular remodeling® (Morimoto et al. 2006).
Dabei wird MCP-1 auch in Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Kardiomyozyten,
Makrophagen und in Monozyten selbst produziert (Ikeda et al. 2002).

Monozyten scheinen aktiv in allen Schliisselphasen des ACS mitzuwirken. Jiingeren
Erkenntnissen zufolge scheinen sie nicht nur klassische Elemente des angeborenen
Immunsystems, sondern auch wichtige Instrumente regenerativer Krifte des menschlichen
Korpers zu sein (Shantsila et al. 2009). Besonders auch aus diesem Grund sind weitere

Studien notwendig, um die genaue Rolle der Monozyten bei ACS weiter aufzukléren.
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2.4. Interleukin 1a

Interleukine gehoren zu den Zytokinen. Diese bilden eine groBe Gruppe regulatorischer
niedermolekularer Proteine, die der interzelluliren Kommunikation mittels Rezeptoren
dienen. Dadurch wird die Steuerung zelluldrer Funktionen iiber auto-, para-, oder endokrine
Mechanismen erreicht. Alle neu entdeckten Zytokine werden als Interleukine bezeichnet
(Peter et al. 2012). Die Benennung Interleukin ist in gewisser Weise ein Relikt, da nicht nur
Leukozyten in der Lage sind Interleukine zu sezernieren, sondern eine Vielzahl verschiedener
Zellen (Murphy et al. 2014). IL-1a wurde urspriinglich beschrieben als das erste endogene
Pyrogen, da es Fieber induzierende Effekte in Gang setzt (Dinarello 1999). Entdeckt wurde es

1974 von Dinarello und, da als erstes beschrieben, als Interleukin-1 benannt (Dinarello 2015).

2.4.1 Aufbau

IL-1Ta und IL-1B besitzen &hnliche biologische Eigenschaften und binden an dieselben
Rezeptoren (IL-1R1 und IL-1R2), obwohl sie von unterschiedlichen Genen reguliert werden.
Beide werden zunéchst gebildet als Vorlduferproteinen ohne Leader-Peptid mit jeweils einem
Molekulargewicht von 31kDA und spéter gespalten zu ihren kleineren reifen Endformen mit
17kDa (Auron et al. 1984, Di Paolo et al. 2016). Allerdings bestehen IL-1a und IL-1f aus
unterschiedlichen Aminosduresequenzen und die Faktoren, die ihre Reifung kontrollieren,

sind sehr unterschiedlich.
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Abbildung 1: Struktur von Interleukin 1a. Die Sekundirstruktur von IL-1a besteht hauptsachlich aus
antiparallelen B-Faltblatt-Strangen (Pfeile). Den Kern dieser Struktur bildet ein beta-Fass bestehend

aus 14 B-Strangen und zusétzlich einer 3,o-Helix.
Modifiziert nach Graves, B.J., Hatada, M.H., Hendrickson, W.A., Miller, J.K., Madison, V.S., Satow, Y. Structure of interleukin 1 alpha at
2.7-A resolution.(1990) Biochemistry 29: 2679-2684

2.4.2 Produktion und Freisetzung

Interleukin-1o wird in verschiedenen Zelltypen wie Monozyten, Makrophagen, Neutrophilen
Granulozyten, aber auch Epithel- und Endothelzellen produziert. Translatiert wird es als pro-
IL-a wobei die absolute die Menge an produzierten IL-1a von Zellart zu Zellart variiert. So
wird pro-IL-1a in erheblichen Mengen im steady state in Endothelzellen des Gastrointestinal
Traktes, der Lunge, Leber und Niere gebildet. Pro-IL-1a befindet sich iiberwiegend im
Zytoplasma. Nach nekrotischem Zelltod, z.B. bei ischdmischen Krankheitsbildern, wie
Herzinfarkt oder Schlaganfall gelangt pro-IL-1a in den Extrazelluldrbereich (Garlanda et al.
2013). Die IL-lao Expression erfolgt auf eine Reihe von physiologischen Stimuli wie
oxidativer Stress, erhohte Lipide, hormonelle Stimulation oder Zytokine (Rider 2012, Tynan
2014, Itoh 2007, Kimura 1999). Die Empfindlichkeit des IL-1a Promoters fiir so ein weites
Spektrum an Stimuli hat wichtige Auswirkungen fiir die Fahigkeit von IL-la sterile und
pathogen-induzierte Entziindungen zu lenken (Di Paolo, 2016). Im Gegensatz zu pro-IL-1a

wird pro-IL-1P von der aspartatischen Protease Caspase-1 gespalten. Diese wird durch eine
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grole multimere Struktur im Zytosol mononukledrer Zellen, dem Inflammasom-Komplex
aktiviert. Dem Inflammasom kommt bei der Spaltung von pro-IL-a keine aktive Rolle zu
(Martinon et al. 2009, van de Veerdonk et al. 2011). Die Spaltung von pro-IL-1a erfolgt durch
die Calcium-abhingige Protease Calpain. Calpain ist in der Lage, pro-IL-1a sowohl intra- wie

extrazelluldr zu spalten (Kobayashi 1990).

Zusétzlich zur freigesetzten Form von pro-IL-1a gibt es noch eine membrangebundene Form,
die auf aktivierten Monozyten zu finden ist. (Garlanda, 2013) So wird pro-IL-1a zum Teil
nach Mpyristinylierung in der Zellmembran verankert (Stevenson et al. 1993). Nach
Prozessierung durch die Protease Calpain kann auch von der membrangebundene Form von
pro-IL-1a die kleinere 17kDa Form freigesetzt werden. Es konnte nachgewiesen werden, dass
es sich bei der membrangebundenen Form um ein vollstdndiges pro-IL-1a handelt, das voll
biologisch aktiv ist (Kurt-Jones et al. 1987). Nach Stimulation hdmatopoetischer und nicht-
hédmatopoetischer Zellen mit pro-inflammatorischen Stimuli, kommt es innerhalb weniger
Stunden zum Auftreten von IL-la auf der Plasmamembran (Giri 1985). Die Fahigkeit von
Pro-IL-1a als ein Plasmamembran gebundenen Zytokin zu agieren, ist einzigartig in der IL-1

Familie (Dinarello 2011).

2.4.3 Funktion und Wirkung

IL-1a und IL-1B binden beide agonistisch an zwei primdre Rezeptoren, den IL-1 Typ 1
Rezeptor (IL-1R1) und den IL-1 Typ 2 Rezeptor (IL-1R2). IL-1R1 ist mit dem Receptor
accessory protein (IL-1RAcP) verbunden, das als Ko-Rezeptor dient. Zusammen sind sie
verantwortlich fiir die meisten von IL-1 vermittelten Signale. Dem IL-1R2 fehlt diese
intrazelluldre Doméne und somit fiihrt er zu keinem Signal wenn IL-1 an ihn bindet. Folglich
fungiert IL-1R2 als ein Decoy Rezeptor, eine Rezeptorattrappe, der seine Liganden zwar
bindet aber keine Signale weiterleitet (Colotta et al. 1994). Beide IL-1 Rezeptoren wurden
streng konserviert wiahrend der Evolution und liegen an der gleichen chromosomalen Stelle
(McMahan et al. 1991). Ein weiteres Mitglied der IL-1 Familie ist der kompetitive IL-1
Rezeptor Antagonist (IL-1Ra). IL-1Ra gibt es in drei intrazelluldren (icIL-1Ral, icIL-1Ra2,
icIL-1Ra3) und in einer sezernierten Isoform (sIL-1Ra). Wenn IL-1Ra an IL-1R1 bindet wird
IL-1RACcP nicht aktiviert. Folglich werden IL-1 vermittelte Signalwege von IL-1Ra
kompetitiv gehemmt (Dinarello 2000). Das Verhiltnis der Expression von IL Typ I und II

Rezeptoren bestimmt maligeblich die Responsivitit von Zellen (Bossu et al. 1995).
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Nur die reife Endform von IL-1f ist ein funktionelles Pyrogen, wohingegen die Vorform als
auch die Endform von IL-la aktive Liganden sind (Kim 2013). Allerdings besitzt die reife
Form von IL-1a eine hohere biologische Aktivitét als seine Vorform (Afonia 2011). IL-1a
weist eine hohere Affinitét fiir IL-1R1 auf, IL-1p eine hohere fiir den Decoy Rezeptor IL-1R2.
Dariiberhinaus kann IL-1R2 einen nicht funktionellen Komplex mit IL-1RAcP bilden. Diese
sogenannte Ko-Rezeptor Kompetition ermdglicht eine inhibitorische Wirkung selbst bei sehr
hohen IL-1 Konzentrationen (Lang et al. 1998, Malinowsky 1998). Die Wirkung von IL-1 ist

also abhingig von der Balance zwischen IL-10, IL-1, sowie deren Antagonist IL-1Ra.

IL-1a wird induziert und aktiviert nach Gewebsschidigung und scheint eine entscheidende
Rolle in vielen inflammatorischen Vorgidngen zu spielen. Die Aktivierung von IL-1R1 triggert
multiple Phosphorylierungen, welche zu nukledrer Translokation von Transkriptionsfaktoren
fiihrt. So wird der Transkriptionsfaktor Nuclear Factor kB in den Nukleus transloziert und
filhrt zur Transkription einer grofen Zahl inflammatorischer Gene wie Chemokine, pro-
inflammatorischer Zytokine und Adhisionsmolekiile (Schreck et al. 1991) . Dies wiederum
16st nach deren Freisetzung aus den Zellen eine Infiltration inflammatorischer Leukozyten in

geschédigtes Gewebe aus.

Zusétzlich zu seiner Fahigkeit an Membranrezeptoren zu binden, kann IL-1a im Nukleus an
DNA binden und ist moglicherweise in der Lage als Transkriptionsfaktor agieren (Berda-

Haddad et al 2011).

IL-1o ist auch an der post-infarziellen Immunantwort im betroffenen Gewebe nach AMI
maflgeblich beteiligt. So wurden erhohte IL-la-Level im Myokard nach AMI festgestellt
(Timmers et al. 2008). IL-l1a stimuliert die Expression proinflammatorischer Zytokine in
kardialen Myofibroblasten, die in der Infarkt-Regeneration und Narbenbildung nach MI eine

Schliisselrolle spielen.
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Abbildung 2: Interleukin 1 Rezeptoren. IL-Typ 1 Rezeptor (IL-1R1) verfiigt liber eine intrazelluldre
Doméne, das IL-1 Receptor accessory protein (IL-1R AcP). Dem IL-Typ 2 Rezeptor (IL-1R2) fehlt
diese Doméne. So kommt bei Kontakt mit IL-1 zu keinem Signal. Der IL-1 Rezeptor Antagonist (IL-

1Ra) vermittelt ebenfalls kein Signal.

Modifiziert nach Bujak M, Frangogiannis N G. The role of Interleukin-1 in the pathogenesis of heart disease. Arch Immunol Ther Exp

(Warsz). 2009 ; 57(3): 165-176.
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1.5 Fragestellung

Monozyten spielen eine zentrale Rolle in der sterilen Entziindungsreaktion nach akutem
Myokardinfarkt. Bisher ist die Expression von IL-la auf Monozyten nach akutem
Myokardinfarkt unbekannt. Ziel dieser Arbeit soll sein, den Zusammenhang zwischen der
Stirke der membrandsen IL-1a Expression auf Monozyten und dem Vorliegen eines akuten

Koronarsyndroms zu beschrieben.

Hierzu soll in der vorliegenden Arbeit die Expression von IL-1a auf der Oberfliche im Blut
zirkulierender Monozyten gemessen werden. Es wird dabei zwischen der Expression bei
Patienten mit persistierender ST-Streckenhebung als Ausdruck einer schweren
Myokardschiadigung (STEMI), der Expression bei Patienten ohne persistierende ST-
Streckenhebung (NSTEMI) und gesunden Probanden unterschieden werden, um zu
untersuchen, ob Myokardinfarkte und deren Ausmal} die Quantitdt der IL-1a Expression auf

peripheren Monozyten beeinflussen.
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3.1 Material

3.1.1. Verwendete Substanzen

Produkt

Hersteller

RPMI Medium 1640

Gibco/Life Technologies, Carlsbad US

Pen Strep

Gibco/Life Technologies, Carlsbad US

HEPES Buffer Solution

Gibco/Life Technologies, Carlsbad US

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline

Gibco/Life Technologies, Carlsbad US

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)

SIGMA, St. Louis, US

Ammoniumchlorid 4N

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Fetal Bovine Serum (FBS)

Gibco/Life Technologies, Carlsbad US

Lymphocyte Separation Medium 1077

PromoCell GmbH, Heidelberg, DE

Trypan Blau Losung

SIGMA, St. Louis, US

Paraformaldehyde

Alfa Aesar, Karlsruhe, DE

Bovine Serum Albumin (BSA)

PAA Laboratories, Colbe, DE

Sodium Azide Research Grade (NaN3)

SERVA, Heidelberg, DE

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

3.1.2 Angesetzte Losungen

Produkt Zusammensetzung
FACS Puffer 500ml PBS
5% (v/v) FBS
0,5% (w/v) BSA
0,007% (v/v) NaNj3;

Ammoniumchloridldsung
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0,1 mM EDTA

pH 7,4
EDTA-Losung 186,1 g EDTA

800 ml HOpgest.
PBS/EDTA-L6sung 500 ml PBS

5 ml EDTA-Ldsung

3.1.3 Antikorper fiir FACS-Analyse

Produkt Farbstoff Hersteller

Anti-Human-IL-1a FITC eBio Science, San Diego, US

CD16 Anti-Human APC Bio Legend, San Diego, US

CD14 Anti-Human PE BD Biosciences, Franklin Lakes, US

3.1.4 Materialien

Produkt

Hersteller

EDTA KE/9 ml Monovette

Sarstedt, Niimbrecht, DE

Stabpipette 25 ml

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, AT

Stabpipette 10 ml

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, AT

Cellstar Rohrchen 50 ml

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, AT

Cellstar Rohrchen 15 ml

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, AT

Easypet

Eppendorf, Hamburg, DE

Pipettenspitzen 100-1000 ul

Eppendorf, Hamburg, DE

Neubauer Improved DHC-NO1

Nano Entek, Seoul, KR

200wl Yellow Graduated Tip

Star Lab, Hamburg, DE

Reagiergefd3 1,5 ml Easy Cap

Sarstedt, Niimbrecht, DE

Spritze 10 ml

B. BRAUN, Melsungen, DE
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Sterican Einmal-Injektions-Kaniile

B. BRAUN, Melsungen, DE

Flow Cytometry Tube 5 ml Sarstedt, Niimbrecht, DE
Seripettor Brand, Wertheim, DE
3.1.5 Geriite

Produkt Hersteller

Centrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg, DE

Fresco 17 Centrifuge

Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau, DE

Microscope TMS

Nikon, Tokio, JP

Esco Class II BSC Sterilbank

Biomedis, Gie3en, DE

Prazisonswaage PCB

Kern, Balingen, DE

Magnetrithrer REO

Ikamag, Staufen, DE

FACS Canto II Durchflusszytometer

BD Biosciences, Franklin Lakes, US

Laborautoklav 2540 EL

Biomedis, Gie3en, DE

pH-Meter Seven Compact

Mettler Toledo, Columbus, US

Vortex Mixer 7-2020

neoLab, Heidelberg, DE
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3.2 Methoden

3.2.1 Gewinnung mononukleirer Zellen

3.2.1.1 Patientenkollektiv

Patienten mit akutem NSTEMI oder STEMI wurden auf der Intensivstation der Klinik fiir
Inneren Medizin III des Universitéitsklinikums des Saarlandes rekrutiert.

Die Rekrutierung gesunder Probanden als Vergleichsgruppe erfolgte aus Mitarbeitern des
Universititsklinikums des Saarlandes, die sich beim Betriebsarzt zu regelméfBigen
Kontrolluntersuchungen vorgestellt haben. Gesunde Probanden wurden definiert als Personen
ohne Vorliegen kardiovaskuldrer Erkrankungen sowie fehlender regelméfiger Einnahme von
Medikamenten.

Alle Probanden wurden iiber die geplanten Untersuchungen aufgeklirt und gaben schriftlich
ihre Einwilligung zur Untersuchung des Blutes auf verschiedene Laborparameter und
periphere Monozyten. Ein positives Votum der Ethikkomission (155/13) des Saarlandes lag

vor Beginn der Untersuchung vor.

3.2.1.2 Blutentnahme

Die Entnahme von 4 x 9 ml peripheren Vollblutes erfolgte morgens jeweils um 7:00 Uhr am
Folgetag des Infarktgeschehens iiber die V. cubitalis, die V. mediana oder iiber das Rete
venosum dorsale manus der Patienten. Die Blutentnahmen wurden vom Verfasser

durchgefiihrt.

3.2.1.3 Monozytenisolation

Die Monozytenisolation erfolgte nach einem etablierten Protokoll. Das frische Vollblut der
Patienten aus vier 9 ml EDTA Monovetten wurde aufgeteilt auf zwei 50 ml Réhrchen. Die
geleerten Monovetten wurden anschlieBend mit je 2x 9 ml PBS/EDTA-Losung ausgespiilt
und zum Vollblut in die Rohrchen iiberfithrt. Weiterhin wurden jeweils in zwei 50 ml
Rohrchen 15 ml Lymphozyten-Separationsmedium vorgelegt. Nun wurde das Blut-PBS-
EDTA Gemisch vorsichtig iiber das Separationsmedium geschichtet. Dabei wurde besonders
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darauf geachtet, dass sich die beiden Phasen nicht vermischen. Anschliefend wurden die
Proben 30 min bei Raumtemperatur mit 400 g ohne Bremse zentrifugiert. Wegen der
unterschiedlichen Dichten der Blutbestandteile ergab sich so eine unterschiedlich starke
Migration was eine klar differenzierte Fraktionierung der fliissigen und korpuskuldren
Bestandteile ergab. Zu unterscheiden waren fiinf Phasen: Plasma und PBS in der obersten
Schicht, mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) in der zweiten Schicht, das
Separationsmedium in der dritten Schicht, Granulozyten in der vierten Schicht und
Erythrozyten in der untersten, fiinften Schicht. Die oberste Schicht wurde nun vorsichtig bis
auf einen kleinen Rest mit einer Stabpipette abgenommen und verworfen. Mit einer 10 ml
Spritze und einer 20 G Kaniile wurde nun die mononukleédre Zellschicht abgenommen und in
ein neues 50 ml Rohrchen {iberfiihrt. Hierbei wurde darauf geachtet, auch am Rand

aggregierten Zellen zu entnehmen.

Vollblut in PBS
~—f—— Serum
Zentrifugation [ HH4—— PBMC
—_—mm——
—t—Ficoll
Granulozyten
—1— Ficoll

Erythrozyten

B

Abbildung 3: Ficoll-Dichtegradient vor und nach Zentrifugation. Das auf der Ficoll-Losung geschichtete
Vollblut wird durch Zentrifugation in Serum, PBMC, Granulozyten und Erythrozyten aufgeteilt. Die
Bestandteile mit der hochsten Dichte wandern ganz nach unten im Réhrchen

Nachfolgend wurde das Rohrchen mit PBS/EDTA auf 50 ml aufgefiillt und erneut bei 400 g
fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert. Hiernach wurde der Uberstand bis auf einen kleinen Rest
iiber dem entstandenen Zellpellet abgesaugt. Nachdem die Zellpellets in je 2,5 ml PBS/EDTA
resuspendiert wurden, wurden sie in ein 15 ml Rohrchen umgefiillt und mit PBS/EDTA
aufgefiillt. Nach einer weiteren Zentrifugation der Proben bei 300 g wurden die Zellen erneut

mit PBS/EDTA gewaschen um verbliebene Thrombozyten zu entfernen. Nach einer weiteren
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Zentrifugation mit 140 G bei 4°C mit Bremse wurde das entstandene Zellpellet in 2 ml
PBS/EDTA resuspendiert und 6 ml Ammoniumchloridldsung hinzugegeben, um eine Lyse
restlicher Erythrozyten hervorzurufen. Nach 10 min Inkubation bei 4°C wurden die Proben
ein letztes Mal fiir 15 min bei 4°C und 400 g zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand
abgesaugt, das Zellpellet in 2 ml Medium (RPMI + 10% FBS + 1% Pen/Strep) resuspendiert
und mit RPMI Medium auf 10 ml aufgefiillt. 10 pl dieser Zellsuspension wurden mit 90 pl
Trypan Blau gemischt und anschlieBend 10 pl dieses Zell/Trypangemisches in die
Zihlkammer pipettiert. Trypanblau dient der Vitalititsbestimmung der Zellen. Der Farbstoff
kann die Zytoplasmamembran nur durchdringen, wenn diese wie bei sterbenden oder
abgestorbenen Zellen, geschidigt ist. Nekrotische Zellen werden so blau gefarbt, wihrend
lebende Zellen durchsichtig erscheinen.

Das Zihlgitter der verwendeten Neubauer Improved Zihlkammer besteht aus 3 x 3
GroBBquadranten von je 1 mm Kantenlénge und folglich einer Flache von jeweils 1 mm?. Das
zentral gelegene Quadrat ist wiederum in 5 x 5 kleinere Quadranten mit einer Kantenldnge
von je 0,2 mm unterteilt und ist somit 0,04 mm? groB3. Zur Zihlung der Monozyten wurden
vier grole Eckquadrate ausgezihlt und die Summe durch vier geteilt um einen Mittelwert pro
Eckquadrat zu erhalten. Dieser Wert wird multipliziert mit den Faktoren 10 x 10 x 10.000.
Der erste Faktor 10 ergibt sich aus dem Verdiinnungsfaktor des Mediums, der zweite Faktor
10 aus dem Verdiinnungsfaktor fiir die Tryptanblauverdiinnung und schlieflich handelt es

sich bei dem Faktor 10.000 um einen spezifischen Kammerfaktor.

(I

mm

mm

mm

T

: 11nm

1mm 1mm

Abbildung 4: Aufbau des Zihlfeldes der Neubauer improved Zahlkammer.
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3.2.2 Durchflusszytometrie

3.2.2.1 Messprinzip

Die Durchflusszytometrie ermdglicht mit Hilfe Fluorochrom-konjugierter Antikorper die
Detektion von Zellen mit definierten Oberflichenmolekiilen. Durchflusszytometer, die
zusitzlich zur Analyse auch noch iiber die Moglichkeit verfiigen die gemessenen Zellen
anhand unterschiedlicher Parameter aus der Probe zu sortieren, werden als FACS
(fluorescence-activated-cell-sorter) bezeichnet. Heutzutage wird jedoch die Bezeichnung
FACS auch fiir Durchflusszytometer ohne Sortierfunktion verwendet.

Die in den Probenrdhrchen befindliche Zellsuspension wird durch Uberdruck der Messkiivette
zugefiihrt. Durch hydrodynamische Fokussierung entsteht ein feiner laminarer Probenstrom,
durch den die Zellen vereinzelt werden und iiber eine Diise am Messpunkt vorbeigefiihrt
werden. Der Fliissigkeitsstrahl trifft hier auf das monochromatische, gebiindelte Licht eines
luft- oder wassergekiihlten Lasers. Beim Auftreffen des Laserstrahls auf die Zellen und
Partikel des laminaren Probenstroms wird das Licht abgelenkt. Dabei ist der Grad der
Ablenkung u.a. abhingig von der GroBe der betreffenden Zelle und der Struktur von
Zellmembran und Zellinneren. Als Vorwiértsstreulicht (forward light scatter, FSC) wird die
Beugung des Lichtes in Richtung des einfallenden Strahles bezeichnet und hédngt ab von der
GroBe der gemessenen Zellen. Mit steigender Anzahl und GroBe der Zellorganellen wird ein
Teil des Lichts vermehrt im rechten Winkel zum Strahlengang abgelenkt. Dieses sogenannte
Seitwirtsstreulicht (side scatter, SSC) gibt Hinweis auf die Granularitit der gemessenen
Zellen. Abgesehen von ZellgroBe und Granularitit lassen sich im Durchflusszytometer
weitere Parameter wie etwa Fluoreszenzsignale verschiedener Wellenldnge messen. Um dies
zu ermoglichen werden die betreffenden Zellen vor der Messung mit einem
Fluoreszenzfarbstoff angefarbt oder mit an Fluorochrom gekoppelten Antikérpern markiert.
Die fluoreszierenden Marker werden nun durch einen Laserstrahl einer bestimmten
Wellenlidnge angeregt um darauf in einer fiir das jeweilige Fluorochrom spezifischen
Wellenlidnge Lichtquanten zu emittieren. Dabei stellt die Fluoreszenzintensitdt eine relative
Grofle fir die Anzahl der entsandten Signale und folglich die Anzahl der Zellen mit

gebundenen Fluorochrom Molekiilen dar.
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Abbildung 5: Schematischer Ablauf der FACS-Messung: Das vom Laser ausgesendete Licht trifft auf die Zelle
und verursacht entweder Vorwirtsstreulicht (FSC) zur Bestimmung der relativen Zellgrole oder

Seitwartsstreulicht (SSC) mit dem sich die relative Zellgranularitét bestimmen ldsst. (Luttmann W., Bratke K., Kiipper
M, Myrtek D., Der Experimentator Immunologie. Springer, 4. Auflage, 2014)

\AAAL
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3.2.2.2 Oberflachenfirbung

Die Farbung der isolierten Monozyten erfolgte nach einem etablierten Protokoll. Sdmtliche
Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt um den ,,Status quo* der Zellen zu erhalten. Zunichst
wurden je 1 Million isolierte PBMC in zwei 5 ml grofles FACS-Rohrchen tiberfiihrt. Eine der
beiden Proben wurde spéter als Kontrolle verwendet. In die FACS Roéhrchen wird nun 2 ml
des FACS Puffers gefiillt, um verbliebenes Medium wegzuwaschen. Bei diesem Puffer
handelt es sich um PBS, dem die Proteinzusitze FCS und BSA sowie Natriumazid
hinzugefiigt wurden. Dabei wirken die Proteinzusitze als stabilisierende Schutzkolloide, die
das zellphysiologische Milieu nachahmen sollen. Zudem verringern sie die Adhdrenz der
Zellen an die Wand der Rohrchen. Das hinzugefiigte Natriumazid soll die Endozytose
unterdriicken. Anschliefend wurden die Proben bei 4°C und 1300 RPM 5 Minuten ohne
Bremse zentrifugiert. Darauf wurde der Uberstand bis auf das entstandene Zellpellet
abgesaugt und verworfen. Fiir die Farbung und anschlieBende Messung der Monozyten wurde
ein Mastermix aus den benétigten Antikorpern erstellt. Zu 100 pl des FACS Puffers wurden 2
ul CD14 Antikorper, 2 pl IL-1a Antikorper, sowie 0,5 pl des CD16 Antikdrpers hinzugefiigt.
Von dem Mastermix wurden anschlieBend 50 pl zu einem der Zellpellets gegeben, wihrend
zum zweiten Zellpellet nur 50 pl des FACS Puffers gegeben wurde. Die Proben wurden
darauthin 45 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Nach Zugabe von 2 ml des FACS Puffers
wurden die Proben erneut bei 4°C und 1300 rpm zentrifugiert, um nicht gebundene
Antikorper abzutrennen um damit storenden Hintergrundemissionen zu minimieren. Nach

Absaugen des Uberstandes wurden die Proben fiir die Messung fixiert. Dazu wurde 4%
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Paraformaldehyd Losung 1:1 mit PBS zu einer 2% Losung verdiinnt und davon 300 pl auf die
Zellpellets gegeben und fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. In einem letzten Waschschritt
wurde 2 ml des FACS Puffers zu den beiden Proben hinzu gegeben und nochmals bei 4°C
und 1300 RPM 5 min zentrifugiert und daraufhin der so entstandene Uberstand abgesaugt.
SchlieBlich wurde in beide Rohrchen nochmal 300 pl des FACS Puffers hinzugegeben und
vermischt. Unter Verwendung entsprechender Isotyp-Kontrollen wurde vor Beginn der

Experimente die Spezifitit der verwendeten Antikorper bestétigt.

3.2.2.3 Messung der Zellen und Analyse

Unmittelbar vor der Messung wurden die Proben per Rotationsschiittler vermischt. Daraufhin
wurden die Proben mithilfe des Durchflusszytometers FACS Canto II von BD Biosciences
gemessen und mithilfe der FACS-Diva Software (Beckton Dickinson) ausgewertet. Diese
Software erlaubt das Erstellen von Quadranten- und Histogrammstatistiken. Dadurch wird
eine optimale Differenzierung einzelner Zellpopulationen und die Berechnung der
entsprechenden prozentualen Verteilung von Subpopulationen ermoglicht.

Die Auswertung erfolgte als Histogramm oder als ,,Dot Plot* (Punktgraph). Beim ,,Dot Plot*
werden zwei Ergebniswerte gegeneinander aufgetragen. Schnittstellen beider Werte werden
durch einen Punkt markiert. Durch Bereichseinschrinkungen (,,Gates®) ist es nun moglich nur
Messwerte aus bestimmten Teilbereichen zu erfassen. Mittels eines ausgewihlten Gates
lassen sich bestimmte Populationen in Abhéngigkeit ihrer Fluoreszenzeigenschaften genauer
charakterisieren Fiir die Auswertung lassen sich die Schaubilder so in verschiedene Regionen

unterteilen.

Die emittierten Wellenldngen konnen sich {iber einen grofen Bereich um ihren Maximalwert
erstrecken. Dabei kann es passieren, dass sich die emittierten Wellenldnger zweier
Fluorchrome iiberlappen und so, ohne Kompensation, falsch positive Signale hervorrufen.

Daher kam es im Rahmen der Messung zu Kompensation um falsch positive Signale von

richtig positiven Signalen zu trennen.

3.2.3. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der experimentell erhobenen Daten erfolgte mithilfe des

Statistikprogramms RStudio. Fiir den Vergleich zwischen Monozytenanteilen von Patienten
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und Kontrollpersonen wurde der t-Test fiir unverbundene Stichproben verwendet. Zudem
wurden der 1 Way ANOVA Test, sowie der Bonferroni Multiple Comparison Test verwendet
um die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Gruppen zu untersuchen.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe von Punkt-Streu Diagrammen.
Hierfiir wurde eine Box als grau hinterlegtes Rechteck gezeichnet, welche jeweils am
Mittelwert endet. Eine nach oben und unten vom Mittelwert abgehende horizontale Linie

kennzeichnen zusétzlich den Standardfehler.
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4. Ergebnisse

4.1 Patientencharakteristika der Gesamtgruppe

Untersucht wurden insgesamt 209 Blutproben von AMI Patienten bei denen Risikofaktoren,
sowie relevante Laborparameter bestimmt wurden. Die anthropometrischen Daten der 209
Datensitze sind in Tabelle 1 dargestellt. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 62,8
Jahre, mit einer Altersspanne von 33 bis 90 Jahren. Von den 209 Patienten waren 46 Frauen
(22%) und 163 Minner (78%). Das durchschnittliche Alter der Frauen war 65,7, das der
Mainner 62,1. Es bestand kein signifikanter Altersunterscheid zwischen den Geschlechtern

(p=0,077).

Parameter Gesamt Minner Frauen p-Wert
n =209 n=163 n =46
Geschlecht 100 % 78 % 22% -
Alter 62,8 62,1 65,7 0,0766

Tabelle 1: Haufigkeitsverteilung der anthropometrischen Patientendaten

Die Daten verschiedener, fiir diese Arbeit relevanter, gesundheitsbezogener Charakteristika
sind in Tabelle 2 und 3 dargestellt. Von den 209 in die Studie eingeschlossenen Patienten
erlitten 118 Patienten einen NSTEMI und 90 Patienten einen STEMI. Durchschnittlich litten
etwa 29% der Patienten an einem Diabetes mellitus Typ 2 und etwa 69% der Patienten an
einem arteriellen Hypertonus. In 52% der Félle gaben Patienten an, dass Eltern oder
Geschwister in der Vergangenheit von kardiovaskuldren Erkrankungen betroffen waren. Ein

Viertel der Patienten war adipés und mehr als 77% der Patienten berichtete in der

Vergangenheit geraucht zu haben oder aktuell zu rauchen.

Parameter Gesamt NSTEMI STEMI

209 (100%) 118 (100%) 90 (100%)
Diabetes 60 (28,7%) 39 (33%) 21 (23%)
Hypertonus 144 (68,9%) 80 (67,8%) 64 (71,1%)
Positive 108 (51,7%) 57 (48,3%) 51 (56,7%)
Familienanamnese

29




Adipositas 52 (24,9%) 31 (26,3%) 21 (23,3%)

Raucher 77 (36,8%) 38 (32,2%) 39 (43,3%)

Ex-Raucher 85 (40,7%) 52 (44,1%) 33 (36,7%)

Tabelle 2: Haufigkeitsverteilung der Risikofaktoren der Patienten

Durchschnittlich kamen die untersuchten Patienten auf 34,5 pack years Zigarettenkonsum,
wobei eine Standardabweichung von 27,8 eine groBe Streuung der Werte zeigt. Der
durchschnittliche BMI lag bei 28,9, mit einer geringen Standardabweichung von 5,7. Der
Mittelwert der Ejektionsfraktionen aller Patienten zeigte mit 54% einen nur leicht
eingeschrinkten Wert. Der maximale Troponinwert, als wichtigster Laborparameter nach
Herzmuskelschaden, stieg erwartungsgeméil bei der Gesamtgruppe der Patienten mit 3060,7
ng/ml auf einen sehr hohen Mittelwert, wobei eine Standardabweichung von 6129,1 die grof3e
Streuung unterstreicht. Hierbei ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den

Troponin-Werten der NSTEMI im Vergleich zur STEMI Gruppe (p=0,0003).

Auch der mittlere maximale CK-Wert in der Gesamtpopulation war mit 1326,7 U/l deutlich
erhoht, und war in der STEMI Gruppe signifikant hoher (p=0,0008). Der Cholesterin-, sowie
der LDL-Cholesterin Wert lagen durchschnittlich bei 188,1 mg/dl und 119,7 mg/dl.

Parameter Mittel- | Standard- NSTEMI STEMI p-

wert abweichung | Mittelwert Mittelwert Wert

(Standardabweich- | (Standardabweich-
ung) ung)

Packyears 34,5 27,1 33,3(30.4) 35,9 (22,1) 0,526
BMI (kg/m?) | 28,9 5,7 28,9 (5,9) 28,8 (5,5) 0,38
Herzfrequenz | 78,1 13,2 77,6 (13,3) 78,1 (13,2) 0,789
(/min)
EF (%) 54 11 55,2 (11,4) 53,1 (10,1) 0,211
Troponin T 3060,7 | 6129,1 1652,6 (4617,9) 4855,7 (7218,4) 0,0003
max. (ng/ml)
CK max (U/l) | 1326,7 | 1590,6 988.4 (1291,9) 1761,7 (1809,1) 0,0008
HbAlc 6,14 1,25 6,2 (1,2) 6,08 (1,4) 0,513
(mmol/1)
Kreatinin 0,99 0,41 0,98 (0,3) 1,01 (0,5) 0,586
(umol/l)
CRP (mg/dl) | 74,7 90,1 85,3 (104,1) 66,6 (65,4) 0,168
Cholesterin 188,1 |46 188,7 (49,8) 187,5 (40,7) 0,859
(mg/dl)
LDL-C 119,7 | 43,3 120,5 (46,4) 118,8 (39,2) 0,779
(mg/dl)
HDL-C 47,6 15,5 47,4 (15,6) 47,2 (15,4) 0,866
(mg/dl)

Tabelle 3: Patientencharakteristika
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4.2 Patientencharakteristika der Gruppe mit Monozytenisolation

Im Zeitraum von Juli 2014 bis November 2015 wurden bei 58 konsekutiven Patienten

zusitzlich periphere mononukleédre Zellen isoliert und untersucht.

Die anthropometrischen Daten dieser Patienten sind in Tabelle 4 dargestellt. Das
Durchschnittsalter betrug hier 63 Jahre, mit einer Altersspanne von 38 bis 88 Jahren. Von
den 58 Patienten waren 14 Frauen (24%) und 44 Minner (76%). Das durchschnittliche Alter
der Frauen war 65,7, das der Ménner 62,1. Es bestand kein signifikanter Altersunterscheid

zwischen den Geschlechtern (p=0,22).

Parameter Gesamt Minner Frauen p-Wert
n =58 n =44 n=14
Geschlecht 100 % 76% 24% -
Alter 63 62,1 65,7 0,22

Tabelle 4: Haufigkeitsverteilung der anthropometrischen Patientendaten bei Isolation der PBMC

Die Daten verschiedener gesundheitsbezogener Charakteristika sind in Tabelle 5 und 6
dargestellt. Von den 58 Patienten, bei denen eine PBMC Isolation erfolgt ist, erlitten 31
Patienten einen NSTEMI und 27 Patienten einen STEMI. Durchschnittlich litten etwa 35%
der Patienten an einem Diabetes mellitus Typ 2 und etwa 48% der Patienten an einem
arteriellen Hypertonus. In 27% der Fille gaben Patienten an, dass Eltern oder Geschwister in
der Vergangenheit von kardiovaskuldren Erkrankungen betroffen waren. Etwa ein Viertel der
Patienten war adipds. Mehr als 77% der Patienten gaben an, in der Vergangenheit entweder

geraucht zu haben oder aktuell zu rauchen.

Parameter Gesamt NSTEMI STEMI

58 (100%) 31 (100%) 27 (100%)
Diabetes 20 (34,5%) 11 (35,5%) 9 (33,3%)
Hypertonus 48 (82,8%) 28 (90,3%) 20 (74,1%)
Positive 27 (46,6%) 13 (41,9%) 14 (51,9%)
Familienanamnese
Adipositas 15 (25,9%) 10 (32,3%) 5 (18,5%)
Raucher 24 (41,4%) 7 (22,6%) 17 (63%)
Ex-Raucher 21 (36,2%) 17 (54,8%) 4 (14,8%)

Tabelle 5: Haufigkeitsverteilung der Risikofaktoren der Patienten bei erfolgter Isolation der PBMC
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Durchschnittlich lag der Zigarettenkonsum der untersuchten Patienten bei 36,2 pack years,
wobei eine Standardabweichung von 23,1 die groBle Streuung der Werte zeigt. Es zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen der NSTEMI und der STEMI Gruppe (p=0,366). Der
Mittelwert des BMI der Patienten lag bei 28,2 kg/ m* mit einer Standardabweichung von 5,7.
Die Ejektionsfraktion der Patienten mit Monozytenisolation zeigte mit durchschnittlich 55%
einen Wert im Normbereich Der maximale Troponinwert, als wichtigster Laborparameter
nach Herzmuskelschaden, stieg erwartungsgemill auch bei Gruppe mit Monozytenisolation
mit 2471,7 ng/ml auf einen sehr hohen Mittelwert, wobei eine Standardabweichung von
2961,5 die groBe Streuung unterstreicht. Die Troponinwerte der STEMI Gruppe waren auch
hier signifikant hoher als die der NSTEMI Gruppe (p=0,002). Der durchschnittliche maximale
CK-Wert war mit 1172,8 U/l wieder deutlich erhoht, wies jedoch eine hohe Streuung auf.
Auch in der Gruppe zeigte sich ein signifikant hoherer CK-Wert in der STEMI Gruppe im
Vergleich zur NSTEMI Gruppe (p=0,013). Der Cholesterin- sowie der LDL-Cholesterin-Wert
lagen bei 183,2 mg/dl und 113,2 mg/dl.

Parameter Mittel- | Standard- NSTEMI STEMI p-

wert abweichung | Mittelwert Mittelwert Wert

(Standardabweich- | (Standardabweich-
ung) ung)

Packyears 36,2 23,1 39,4 (26,7) 33(17,3) 0,366
BMI (kg/m?) | 28,2 5,7 29,11 (6,3) 27,2 (4,5) 0,192
Herzfrequenz | 77,9 13,9 78,4 (14,7) 77,3 (13,1) 0,762
(/min)
EF (%) 54,5 10,1 55,1 (10,6) 53,8 (9,1) 0,695
Troponin T 2471,7 | 2961,5 1300,6 (1496,3) 3816,3 (3544,3) 0,002
max. (ng/ml)
CK max (U/) | 1172,8 | 1094 838 (927,7) 1557,2 (1123,5) 0,013
HbAlc 6,32 1,53 6,1 (0,64) 6,52 (2,1) 0,418
(mmol/1)
Kreatinin 0,95 0,37 0,95 (0,27) 0,96 (0,46) 0,936
(umol/l)
CRP (mg/dl) | 67,7 101,6 62,4 (116,9) 73,75 (71,5) 0,666
Cholesterin 183,2 38,8 175 (34,4) 191,6 (41,3) 0,143
(mg/dl)
LDL-C 113,1 36,1 101,7 (30,3) 124,9 (37,9) 0,025
(mg/dl)
HDL-C 47 18,2 50,4 (20,6) 43,5 (14,5) 0,191
(mg/dl)

Tabelle 6: Patientencharakteristika der Gruppe mit Isolation der PBMC
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4.3 Charakteristika der Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe dienten 15 Mitarbeiter des Universitdtsklinikum des Saarlandes, die sich
beim Betriebsarzt zur Kontrolluntersuchung vorgestellt hatten. Voraussetzung war das Fehlen

kardiovaskulédrer Vorerkrankungen und einer Dauermedikation.

Die anthropometrischen Daten dieser Patienten sind in Tabelle 7 dargestellt. Das
Durchschnittsalter betrug hier 57,9 Jahre, mit einer Altersspanne von 43 bis 73 Jahren. Von
den 15 Kontrollpersonen waren 11 Frauen (73%) und 4 Ménner (27%). Das durchschnittliche
Alter der Frauen war 58 das der Minner 56 Jahre. Es bestand kein signifikanter

Altersunterscheid zwischen den Geschlechtern (p=0,812).

Parameter Gesamt Minner Frauen p-Wert
n=15 n=4 n=11
Geschlecht 100% 26,7% 73,3% -
Alter 57,9 56,3 58,4 0,812

Tabelle 7: Haufigkeitsverteilung der anthropometrischen Daten der Kontrollgruppe

Die Charakteristika der Probanden sind in Tabelle 8 und 9 dargestellt. Keiner der Probanden
litt an einem Diabetes mellitus Typ 2 oder gab an, dass Eltern oder Geschwister in der
Vergangenheit von kardiovaskuldren Erkrankungen betroffen waren. Eine Person litt unter
einem leichten arteriellen Hypertonus. Eine Kontrollperson war adipds. Insgesamt gaben 10

Personen an zu rauchen.

Parameter Gesamt
15 (100%)
Diabetes 0 (0%)
Hypertonus 1 (6,7%)
Positive 0 (0%)
Familienanamnese
Adipositas 1 (6,7%))
Raucher 10 (66,7%)
Ex-Raucher 0 (0%)

Tabelle 8: Haufigkeitsverteilung relevanter Risikofaktoren der Kontrollgruppe
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Die Kontrollpersonen gaben durchschnittlich einen Zigarettenkonsum von 13,3 pack years an.
Allerdings zeigt eine Standardabweichung von 8,7 eine recht hohe Streuung. Der Mittelwert
des BMI der Kontrollpersonen lag mit 25,3 kg/m? und einer Standardabweichung von 2,9
knapp iiber dem Normalgewicht. Troponin- und CK-Wert lagen im Normbereich. Der
durchschnittliche Cholesterin- sowie LDL-Cholesterin-Wert lagen bei 197,3 mg/dl und 112,5
mg/dl.

Parameter Mittelwert Standardabweichung
Packyears 13,3 8,7
BMI (kg/m?) 25,3 2,9
Herzfrequenz | 79,4 10
(/min)

Troponin T 4,3 2
max. (ng/ml)

CK max (U/l) | 1233 52,4
HbAlc 53 0,27
(mmol/1)

Kreatinin 0,79 0,79
(umol/l)

CRP (mg/d]) 2,1 1,9
Cholesterin 197,3 36,9
(mg/dl)

LDL (mg/dl) 112,5 35,2
HDL (mg/dl) 67,8 16,4

Tabelle 9: Charakteristika der Kontrollgruppe
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4.4 Blutbild der Gruppe mit Monozytenisolation

Die Daten des Blutbildes der Gruppe mit Monozytenisolation sind in Tabelle 10 dargestellt.
Die durchschnittliche Anzahl an Leukozyten bei den Patienten betrug 10,3 x 10°/uL bei einer
Standardabweichung von 3,03. Der Mittelwert der Thrombozyten lag bei 232,44 /nl bei einer
Standardabweichung von 55,76. Sowohl der MCV-, als auch der MCH-Wert lagen mit 87,1
fL und 30,3 pg im Normbereich. Der durchschnittliche Himoglobin-Wert lag bei 13,3 g/dL.

Parameter Mittelwert Standardabweichung | NSTEMI STEMI
Mittelwert Mittelwert
(Standard- (Standard-
abweichung) | abweichung)

Leukozyten 10,03 3,03 9,31 (3,1) 10,86 (2,7)

(10°/uL)

Thrombozyten | 232,45 55,76 229,42 (56,6) 235,93 (54.5)

(/nL)

Hiamoglobin 13,25 1,96 12,91 (1,8) 13,64 (2,1)

(g/dL)

MCYV (L) 87,09 4,41 88,1 (4,2) 85,93 (4,3)

MCH (pg) 30,34 1,66 30,58 (1,5) 30,07 (1,7)

Tabelle 10: Blutbild der Gruppe mit Monozytenisolation

4.5 Blutbild Kontrollgruppe

Die Daten des Blutbildes der Kontrollgruppe sind in Tabelle 11 dargestellt. Durchschnittlich
lieBen sich 7,26 x 10°/uL Leukozyten, bei einer geringen Standardabweichung von 1,67, bei
den Kontrollpersonen messen. Die durchschnittliche Anzahl an Thrombozyten betrug 261,9
/nL bei einer Standardabweichung von 46,3. Sowohl der MVC-, als auch der MCH-Wert der
Kontrollgruppe lagen mit 88,8 fL und 29,4 pg im Durchschnitt im Nornbereich. Der
Mittelwert der Himoglobin-Konzentration lag bei 14,1 d/dL.

Parameter Mittelwert Standardabweichung
Leukozyten (10°/uL) 7,26 1,67

Thrombozyten (/nL) 261,93 46,27

Hémoglobin (g/dL) 14,09 1,43

MCYV (fL) 88,8 5,16

MCH (pg) 29,38 2,88

Tabelle 11: Blutbild der Kontrollgruppe
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4.6. Darstellung der durchflusszytometrischen Messungen

Die Bestimmung der Expression verschiedener Oberflichenantigene auf Monozyten erfolgte
mittels durchflusszytometrischer Messungen. Hierbei wurde das Blut von Patienten mit nicht
ST-Hebungsinfarkt (NSTEMI) und ST-Hebungsinfarkt (STEMI), sowie von gesunden
Probanden untersucht. Um die unterschiedlichen Resultate der Messungen zwischen gesunden
Blutspendern und NSTEMI bzw. STEMI Patienten zu veranschaulichen wurden graphische
Darstellungen in Form von Punkt-Streu Diagrammen eingesetzt. Dabei ist fiir jede Messreihe
jeweils ein Punkt-Streu Diagramm zur graphischen Darstellung unterschiedlicher

Verteilungen der Oberflichenantigenexpression aufgefiihrt.
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4.6.1 CD14+ Monoyzten
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Abbildung 6: Gruppenvergleich der relativen Anzahl an CD14+ Monozyten an der Gesamtzahl
peripherer mononuklefirer Zellen. Der grau unterlegte Bereich endet jeweils am Mittelwert. Die davon
abgehenden Striche stellen den Standardfehler dar. Der Unterschied ist mit p<0,01 bzw. p<0,0001 signifikant
zwischen Kontrollgruppe und NSTEMI und STEMI Patienten.

Die isolierten Monozytenproben unserer Patientenkollektive NSTEMI und STEMI wurden in
einem ersten Ansatz durchflusszytometrisch auf die relative Anzahl an peripheren
mononukledren Zellen untersucht, die sich mit Antikorpern gegen das CD14-Antigen
anfdrben liefen. Die relativen Zahlen der CD14-positiven Monozyten in den genannten zwei

Populationen wurde mit denen der gesunden Kontrollgruppe verglichen.

Gesund NSTEMI STEMI
Anzahl 15 31 27
Mittelwert 9% 20,7 % 24,6%
Standardabweichung | 4,5 % 10,8 % 11,7%
Median 8,7% 18,4% 24,1%

Tabelle 12: Gruppenvergleich der relativen Anteile an CD14+ Monozyten an der Gesamtzahl peripherer
mononukledrer Zellen
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Die relativen Anteile der CD14-positiven Monozyten von gesunden Probanden waren im
Vergleich mit denen der NSTEMI und STEMI Patienten deutlich niedriger. Mittels des
Bonferroni Multiple Comparison Tests wurden diese Zusammenhidnge untersucht. Im
Vergleich der gesunden Kontrollgruppe mit der NSTEMI Gruppe ergab sich mit einem p-
Wert von <0,01 ein signifikanter Unterschied. Noch deutlicher zeigte sich der Unterschied

zwischen der Kontrollgruppe und der STEMI Gruppe mit einem p-Wert <0,0001.
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4.6.2 CD14+CD16+ Monoyzten
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Abbildung 7: Gruppenvergleich der relativen Anzahl an CD14+CD16+ Monozyten an der Gesamtzahl
peripherer mononuklefirer Zellen. Der grau unterlegte Bereich endet jeweils am Mittelwert. Die davon
abgehenden Striche stellen den Standardfehler dar. Der Unterschied ist mit p<0,0001 bzw. p<0,001 signifikant
zwischen Kontrollgruppe und NSTEMI und STEMI Patienten.

Im nédchsten Ansatz

wurden die

isolierten Monozyten der

Patientenkollektive

durchflusszytometrisch auf die relative Anzahl an Monozyten untersucht, die sich mit

Antikorpern gegen das CD14-Antigen und das CD16-Antigen anférben lie3en.

Gesund NSTEMI STEMI
Anzahl 15 31 27
Mittelwert 0,8 % 3% 2,8 %
Standardabweichung | 0,6 % 1,6 % 1,6 %
Median 0,7 % 2,9 % 2,4 %

Tabelle 13: Gruppenvergleich der relativen Anteile an CD14+CD16+ Monozyten an der Gesamtzahl peripherer

mononukledrer Zellen
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Die relativen Anteile der CD14-positiven Monozyten von gesunden Probanden waren im
Vergleich mit denen der NSTEMI und STEMI Patienten deutlich niedriger. Mittels des
Bonferroni Multiple Comparison Tests wurden diese Zusammenhidnge untersucht. Im
Vergleich der gesunden Kontrollgruppe mit der NSTEMI Gruppe ergab sich mit einem p-
Wert von <0,0001 ein signifikanter Unterschied. Der Unterschied zwischen der

Kontrollgruppe und der STEMI Gruppe war auch hier mit einem p-Wert <0,001 signifikant.
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4.6.3. Expression von IL-1a auf CD14+ Monozyten
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Abbildung 8: Vergleich des Anteils CD14+IL-1o0. Monozyten an der Zahl CD14+ Monozyten. Der grau
unterlegte Bereich endet jeweils am Mittelwert. Die davon abgehenden Striche stellen den Standardfehler dar.
Der Unterschied ist mit p<0,0001 bzw. p<0,001 signifikant zwischen Kontrollgruppe und NSTEMI und STEMI
Patienten.

Im nidchsten Ansatz wurden die isolierten Monozyten der Patientenkollektive
durchflusszytometrisch auf die relative Anzahl an Monozyten untersucht, die sich mit

Antikorpern gegen das CD14-Antigen und das IL-1o. Antigen anfarben lieen.

Gesund NSTEMI STEMI
Anzahl 15 31 27
Mittelwert 14,1 % 53,1 % 53,3 %
Standardabweichung | 9,6 % 28.3 % 32,6 %
Median 12,5 % 49,4 % 44.2 %

Tabelle 14: Gruppenvergleich der relativen Anteile an CD14+IL-1a Monozyten an der Gesamtzahl CD14+
Monozyten
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Die relativen Anteile der CD14+ Monozyten, die auch IL-la exprimierten von gesunden
Probanden waren im Vergleich mit denen der NSTEMI und STEMI Patienten deutlich
niedriger. Mittels des Bonferroni Multiple Comparison Tests wurden diese Zusammenhénge
untersucht. Im Vergleich der gesunden Kontrollgruppe mit der NSTEMI Gruppe ergab sich
mit einem p-Wert von <0,0001 ein signifikanter Unterschied. Der Unterschied zwischen der

Kontrollgruppe und der STEMI Gruppe war auch hier mit einem p-Wert <0,001 signifikant.
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4.6.4. Expression von IL-1a auf CD14+CD16+ Monozyten
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Abbildung 9: Vergleich des Anteils CD14+CD16+IL-1ac Monozyten an der Zahl CD14+CD16+
Monozyten. Der grau unterlegte Bereich endet jeweils am Mittelwert. Die davon abgehenden Striche stellen den
Standardfehler dar. Der Unterschied ist mit p<0,0001 bzw. p<0,0001 signifikant zwischen Kontrollgruppe und
NSTEMI und STEMI Patienten.

Im letzten Ansatz wurden die isolierten Monozyten der Patientenkollektive
durchflusszytometrisch auf die Anzahl an Monozyten untersucht, die sich mit Antikdrpern
gegen das CD14-Antigen, das CD16-Antigen, sowie das IL-la-Antigen anfdarben lieen.
Diese Zahl wurde in Relation gesetzt zu der Anzahl der CD14+CD16+ Monozyten.
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Gesund NSTEMI STEMI
Anzahl 15 31 27
Mittelwert 9.4 % 46,3 % 53,4 %
Standardabweichung | 8,7 % 29,6 % 25,2 %
Median 4,6 % 39,1 % 50,3 %

Tabelle 15: Gruppenvergleich der relativen Anteile an CD14+CD16+IL-1ac Monozyten an der Gesamtzahl
CD14+CD16+ Monozyten.

Die relativen Anteile der CD14+CD16+ Monozyten, die auch IL-la exprimierten von
gesunden Probanden waren im Vergleich mit denen der NSTEMI und STEMI Patienten
deutlich niedriger. Mittels des Bonferroni Multiple Comparison Tests wurden diese
Zusammenhdnge untersucht. Im Vergleich der gesunden Kontrollgruppe mit der NSTEMI
Gruppe ergab sich mit einem p-Wert von <0,0001 ein signifikanter Unterschied. Der
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der STEMI Gruppe war auch hier mit einem p-

Wert <0,0001 signifikant.
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5. Diskussion

5.1 Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde der Zusammenhang zwischen
membrangebundener IL-1o Expression auf zirkulierenden Monozyten und Myokardinfarkten,
sowie das Ausmal} dieser Expression untersucht. Es sollte die Hypothese iiberpriift werden,
dass Herzinfarktpatienten im Vergleich zu gesunden Personen eine stirkere Expression von
[I-1ae auf zirkulierenden Monozyten aufweisen. Zudem wurde untersucht, ob sich die
Unterscheidung in  STEMI und NSTEMI Herzinfarktpatienten auch in einem
unterschiedlichen  Expressionsausmall von IL-la  auf zirkulierenden Monozyten

widerspiegelt.

So wurden 209 Patienten, die entweder einen NSTEMI oder STEMI Myokardinfarkt erlitten
hatten, im Rahmen ihres Aufenthaltes in der Intensivstation der Klinik fiir Innere Medizin 111
des Universititsklinikums des Saarlandes, jeweils am Morgen nach Aufnahme vendse
Blutproben entnommen und verschiedene Laborparameter bestimmt. Aus dieser
Gesamtgruppe wurden bei 58 Patienten zudem Monozyten frisch aus den Blutproben isoliert
und durchflusszytometrisch untersucht. Da es sich um eine reprédsentative Stichprobe des
groferen Patientenkollektivs handelte kann von einer Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf das
Gesamtkollektiv ausgegangen werden. Zudem wurden als Kontrollgruppe 15 gesunde
Probanden rekrutiert bei denen neben der Bestimmung von Laborparametern ebenfalls

Monozyten isoliert und durchflusszytometrisch untersucht wurden.

Bei den durchflusszytometrischen Messungen der Blutproben von NSTEMI und STEMI
Patienten war der Anteil der CD14+ Monozyten an der Gesamtzahl der peripheren
Blutmonozyten (PBMC) im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant erhoht.
Durchschnittlich waren bei der Kontrollgruppe 9% der PBMCs CD14+ Monozyten. Dieser
Anteil war bei der NSTEMI und STEMI Gruppe durchschnittlich mit 20,7% und 24,6% mehr
als doppelt so hoch.

Auch bei der Untersuchung der Proben auf den Anteil CD14+CD16+ Monozyten zeigte sich
ein erheblicher Unterschied zwischen Kontrollgruppe und den NSTEMI bzw. STEMI
Gruppen. Insgesamt lieBen sich deutlich weniger PBMCs gleichzeitig mit CD14+ und CD16+
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Antikorpern anfirben. In der Kontrollgruppe gelang dies durchschnittlich bei 0,8% der
Proben, bei NSTEMI und STEMI Gruppe im Mittel bei 3% und 2,8% der Proben.

Bei diesen Vorbefunden interessierte uns nun besonders, wie hoch der Anteil von CD14+
Monozyten wire, die gleichzeitig auch IL-1a auf der Oberfldche tragen. Bei dem Vergleich
von CD14+IL-1a Monozyten mit nur CD14+ Monozyten fiel auf, dass sich Kontrollgruppe
und NSTEMI und STEMI Gruppen signifikant unterscheiden. Mit einem durchschnittlichen
Anteil von 14,1 % exprimierten deutlich weniger CD14+ Monozyten gesunder Probanden
zusitzlich IL-1a als bei der NSTEMI (53,1%) und der STEMI (53,3%) Gruppe. Ein dhnlich
deutlicher Unterschied zeigte sich auch bei den Anteilen CD14+CD16+ Monozyten, die
zusitzlich auch IL-1a auf ihrer Oberfliche exprimierten. Hier fanden sich durchschnittlich
9,4% in der Kontrollgruppe und 46,3% bzw. 53,4% in NSTEMI und STEMI Gruppe. Die
Unterschiede zwischen Kontrollgruppe und NSTEMI bzw. STEMI waren auch hier
signifikant. Sowohl fiir die CD14+ Monozyten, als auch fiir die CD14+CD16+ Monozyten
konnte demnach eine deutliche Hiufigkeitszunahme von IL-la auf der Membran nach

Myokardinfarkt festgestellt werden.

5.2 Vergleich mit der aktuellen Studienlage

5.2.1 Monozyten nach akutem Myokardinfarkt

Schon frithere Studien konnten eine deutliche Erh6hung von peripheren Blutmonozytenzahlen
nach akutem Myokardinfarkt nachweisen. So konnten Neil et al in einem klinischen Setting,
eine Erhohung der peripheren Monozytenzahlen um das 2-fache des Ausgangswertes 48
Stunden nach  Herzinfarktereignis aufzeigen. Wobei in dieser Arbeit die
Monozytenkonzentration der Infarkt Patienten unmittelbar nach Erreichen des Krankenhauses
als Ausgangswert verwendet wurde. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser
Promotionsarbeit wurde ein deutliches Uberwiegen der CD14+CD16- Monozyten 48 Stunden
nach MI festgestellt (Ruparelia et al. 2015). Ein Hohepunkt der Konzentration an
CD14+CD16- Monozyten lieB sich 3 Tage nach Infarkt beobachten, wéhrend die
Konzentration an CD14+CD16+ am Tag 5 nach Infarkt am Hochsten war (Tjujioka 2009).

In dieser Arbeit wurde nun erstmals gezeigt, dass es nach akutem Myokardinfarkt zu einer
Erhohung der Expression von IL-1a auf klassischen CD14+CD16- und auf CD14+CD16+

Monozyten kommt.
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Die postinfarzielle Heilung ist ein komplexer und dynamischer Prozess, der aus der Ersetzung
nekrotischen Myokards durch Narbengewebe besteht und entscheidend durch Monozyten
vermittelt wird. Wahrend Monozyten also einerseits fiir Heilungsprozesse nach AMI
mitverantwortlich sind, konnten immer mehr Studien zeigen, dass eine unkontrollierte,
verstirkte und anhaltende Monozytose dem Heilungsverlauf negativ beeinflusst und somit die
Prognose der betroffenen Patienten verschlechtert (Han et al. 2014). Hierbei korreliert das
Ausmal} der peripheren Monozytenkonzentration mit dem der irreversiblen Schidigung des
Myokards (Ruparelia et al. 2015). Mittlerweile kann eine Differenzierung zwischen den
Aufgaben der klassischen CD14+CD16- und der CD16+ Monozyten getroffen werden. Eine
exzessive  Akkumulation von CDI14+CD16- Monozyten nach AMI verstirkt
hochstwahrscheinlich die myokardiale Inflammation und fithrt zu einer Expansion des
Infarktes, sowie verstarktem ,,ventricular remodeling®. Also
strukturelle Umbildungen in der Ventrikelarchitektur, die zu einer Verschlechterung der
Herzleistung fiihren. So waren Patienten mit einer erhohten Anzahl von klassischen
Monozyten zum Zeitpunkt des Infarktes anfdlliger fiir Herzversagen (Tsujioka et al. 2009)
und zeigten ein funktionell schlechtes Outcome im Vergleich mit Patienten mit niedrigeren
Monozytenzahlen (Van der Laan et al. 2012). Die Relevanz der CD16+ Monozyten in der
Infarktregeneration ist weniger gut verstanden. So lieB sich bisher kein relevanter
Zusammenhang zwischen der Blutkonzentration dieser Monozyten nach AMI und Parametern
des funktionellen Outcomes feststellen. Der spéter auftretende Hohepunkt der
Blutkonzentration dieser Monozyten, im Vergleich mit klassischen Monozyten, sowie deren
Anreicherung im Granulationsgewebe legen eine Rolle in der Angiogenese und
Narbenformation nahe. (Van der Laan et al. 2014) Interessant ist zudem, dass der Anteil der
CD14+CD16+ an der Gesamtzahl der Monozyten in der post-infarziellen Heilungsphase im
Kern des Infarktes mit 40% deutlich hoher ist, als ihr Anteil an der Gesamtmonozytenzahl mit
10-15% (Tsujioka et al. 2009). Dies deutet darauf hin, dass CD14+CD16+ Monozyten gezielt
zum Ort des Infarktes rekrutiert werden konnten. Zudem konnte dies den bisher fehlenden
Zusammenhang zwischen der Hohe des CD14+CD16+ Monozytenspiegels im Blut mit

Parametern des funktionellen Outcomes in Patienten erkléren.

Ein GroBteil der nach Herzinfarkt rekrutierten Monozyten entstammt der Milz. Dieses
extramedullire Monozytenreservoir gilt als Notfallreserve und wird im Falle
schwerwiegender Krankheitsgeschehen innerhalb von 24 Stunden freigesetzt. Die Freisetzung

wird unter anderem durch den Angiotensin II — Angiotensin I Rezeptor Signalweg moduliert
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(Swirsky et al. 2009). Zusétzlich konnten neue Studien belegen, dass die Milz nach AMI
Monozyten nicht nur speichert und freisetzt, sondern auch deren extramedulldre Profileration
unterstiitzt (Leuscher et al. 2012, Dutta et al. 2012). Die bei den NSTEMI und STEMI
Patienten verzeichnete Zunahme der CD14+CD16+ Monozytenzellzahl, kann zum Teil durch
die Mobilisation aus dem Monozytenreservoir der Milz, sowie dem marginalen Pool erklart
werden, der Zellen umfasst, die am Endothel von Kapillaren adhérieren. Dort sind CD16+
Monozyten mengenméBig dreifach stirker vertreten, als im zentralen Pool (Steppich et al.

2000).

Die schon in der Literatur beschriebene Differenzierung klassischer Monozyten hin zu
CD16+ Monozyten (Zawada et al. 2012) konnte auch die Ergebnisse dieser Studie erkliren.
So lieB sich in der vorliegenden Studie bei Infarktpatienten eine durchschnittliche Erhdhung
des Anteils klassischer Monozyten an der Gesamtzahl an PBMCs um den Faktor 2.5
feststellen. Demgegeniiber steht eine durchschnittliche Erhéhung der CD16+ Monozyten an
der Gesamtzahl der PBMCs mit dem Faktor 3,7. Es stellt sich unweigerlich die Frage ob diese
Erhohung Resultat einer verstirkten Differenzierung klassischer hin zu CD16+ Monozyten
ist, oder ob die Mobilisierung CD16+ Monozyten aus dem marginalen Pool hierfiir

verantwortlich ist.

Es ist zu diesem Zeitpunkt noch unklar, inwieweit die in der vorliegenden Arbeit
beobachteten Verdnderungen der Monozyten Subsets im peripheren Blut die tatsdchliche
Prisenz dieser Zellen im Infarktgewebe widerspiegeln. Dennoch konnte dieser
Paradigmenwechsel von einer monophasischen zu einer biphasischen Monozytenantwort neue
therapeutische Moglichkeiten er6ffnen. Ein weiterer Schritt zum besseren Verstdndnis dieser
Monozytenantwort nach AMI ist die Identifizierung der Oberflichenantigene, die diese

vermitteln.

5.2.2 Rolle von IL-1a nach akutem Myokardinfarkt

Studien, die einen Zusammenhang zwischen der Expression von IL-lo und akutem
Myokardinfarkt belegen sind rar. Zwar konnten frithere Arbeiten eine erhohte IL-la
Expression im Myokard nach akutem Myokardinfarkt nachweisen (Timmers et al. 2008). Ob
jedoch eine Verbindung zwischen Ausmall der Expression von IL-la auf peripheren
Blutmonozyten und Myokardinfarkt besteht, wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht

untersucht. In dieser Arbeit konnte nun erstmals belegt werden, dass das Zytokin IL-la
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sowohl auf den klassischen, als auch auf den CD16+ Monozyten nach AMI vermehrt
exprimiert wird. Bei diesem membrangebundenen IL-1a handelt es sich um eine Pro-Form,

die jedoch voll biologisch aktiv ist.

Immer mehr Studien belegen die zentrale Rolle von IL-la in der Pathogenese der
Inflammation. Dieses Zytokin konnte kiirzlich als einer der wichtigsten Mediatoren bei
steriler Entziindung nach Hypoxie bedingter Nekrose nachgewiesen werden. Wiahrend
hypoxischer Zustinde kommt es zu einer vermehrten intrazelluldren Bildung von IL-1a und
schlieBlich zu einer Freisetzung aus nekrotischen Zellen (Rider et al. 2012). So auch beim
Myokardinfarkt. Tierexperimentelle Studien konnte IL-1a unléngst als wichtiges Danger-
Signal der Initiation der Inflammationsreaktion im infarzierten Herzen identifizieren. Hierbei
kommt es zu einer stark vermehrten Bildung von IL-lo im infarzierten Myokardium

(Timmers et al. 2008).

Dies setzt das sogenannte inflammatorische Schleifenmodell in  Gang. Die
Entziindungsreaktion wird durch gestresste oder geschiadigte Zellen angestof3en, die via IL-1a
abhingiger Rekrutierung von weiteren Chemokinen inflammatorische hamatopetische Zellen
zum Ort der Schadigung locken. Diese Zellen antworten wiederum auf das inflammatorische
Milieu mit der Produktion von IL-1a und IL-1f, die den Vorgang weiter verstdrken. So
kommt es zu einer, sich selbst aufrecht erhaltenden Entziindungsreaktion, die erst endet, wenn

die IL-1R1 Signalkette entweder erschopft ist, oder unterdriickt wird (Di Paolo 2016).

IL-1o vermittelt seine Wirkung iiber Bindung freier, sowie membrangebundener Formen an
den IL-1 Rezeptor (Garlanda et al. 2013). Dabei ist die Plasmamembran assoziierte Form von
IL-1oe voll biologisch aktiv. So kommt es nach Stimulation der Zellen mit pro-
inflammatorischen Signalen innerhalb von Stunden zum Erscheinen von IL-la auf der

duleren Plasmamembran hidmatopoetischer und nicht hdmatopoetischer Zellen  wie

Fibroblasten und Endothelzellen (Giri et al. 1985).

Im Infarkt-geschédigten Myokard erfolgt die Freisetzung von IL-1o aus Kardiomyozyten, die
neben der Aufrechterhaltung der Entziindungsreaktion zu einer Aktivierung von Fibroblasten
filhrt (Lugrin et al. 2015). Kardiale Fibroblasten sind die am hdufigsten vorkommenden
Zellen im menschlichen Herzen (Brown et al. 2005). Nach Stimulation mit IL-1a veréindern
sie ihren Phénotyp und transdifferenzieren zu Myofibroblasten, die eine Schliisselrolle in der

49



Reparatur und Narbenbildung nach abgelaufenen AMI spielen (Sun 2000). Zudem steigern
Myofibroblasten nach Stimulation mit IL-1a ihre Zytokin Expression.

Weitere Hinweise auf die Funktion von IL-la konnen die Expressionslevel seines
Rezeptorantagonisten IL-1Ra geben. So konnte eine deutliche Erhdhung der peripheren IL-
1Ra-Konzentration im Blut von Patienten mit AMI festgestellt werden (Patti et al. 2004). Die
Konzentrationen von IL-1Ra, das auch in aktivierten Monozyten synthetisiert wird,
korrelieren mit dem Ausmall der Inflammation nach AMI (Dinarello 1996).
Interessanterweise sind erhohte IL-1Ra Level auch assoziiert mit einer schlechteren Prognose
nach AMI (Patti et al. 2004). Dies unterstiitzt die Vermutung, dass IL-1a positive Effekte auf
die Infarktregeneration haben konnte. Allerdings konnte in tierexperimentellen Studien bei
IL-1a-defizienten Méusen eine verminderte Entziindungsreaktion festgestellt werden (Lugrin
et al. 2015). Eine verstirkte Inflammation erschwert die Heilung nach AMI und deutet die

Gegensitzlichkeit der von IL-1a unterstiitzten Prozesse an.

5.3 Limitationen der Arbeit

Zu beachten ist, dass es eine groe Zahl heterogener Einfliisse gibt, die Monozyten aktivieren
und somit auch die Produktion und Expression von Zytokinen beeinflussen konnen. Zudem
konnen Komorbititen, die bei Patienten mit kardiovaskuldrem Risikoprofil oft vorhanden
sind, das Immunsystem beeinflussen. Bei der klinisch gesunden Kontrollgruppe ist jedoch
zumindest nicht von einem Einfluss schwerwiegender Krankheiten auf das Immunsystem
auszugehen. Dadurch ist sichergestellt, dass die Anderungen der Monozytenkonzentrationen,
sowie deren Expressionsmuster nur Folge kardiovaskuldrer Erkrankungen sind.

Um in spdteren Studien den FEinfluss des tatsdchlichen akuten Ereignisses auf die
Expressionsmuster der Monozyten im Rahmen eines NSTEMI und STEMI zu untersuchen
wire die Wahl einer Kontrollgruppe mit vorbestehenden kardiovaskuldren Erkrankungen

sinnvoll.

Auch kann die Beriihrung von Fremdmaterialien zu einer Kontaktaktivierung von Monozyten
fiihren. Zwar wurde besonders darauf geachtet adhirente Zellen von der Oberfliche von
Untersuchungsmaterialien zuriickzugewinnen, dennoch kann ein gewisser Verlust von
Monozyten fiir die Analysen nicht ausgeschlossen werden. Um eine Verunreinigung der
Proben mit Erregern, die zu einer Aktivierung der Monozyten fiihren kdnnen, zu vermeiden,

wurde unter einer Sterilbank gearbeitet. Zudem konnte es im Verlauf der
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Dichtegradientenzentrifugation von peripheren mononukledren Blutzellen zu einer
Herunterregulierung der Expression von Oberflichenmolekiilen kommen, wie es im Falle des
L-Selectins schon beispielhaft beobachtet worden ist (Stibenz 1994). Um Lagerungsartefakte
zu vermeiden wurden die gewonnenen Vollblutproben bei Raumtemperatur gelagert und

innerhalb von 60 Minuten verarbeitet.

Da bei allen Patienten die Vollblutentnahme jeweils am folgenden Morgen der
intensivmedizinischen Aufnahme nach AMI durchgefiihrt wurden, konnte es zeitabhingig zu
Verdnderungen der Monozytenzahlen und Expressionsmuster seit dem akuten Ereignis
gekommen sein. Bei einer erweiterten, spiteren Analyse auf der Basis der vorliegenden
Ergebnisse sollte demnach eine Analyse der Monozytenexpressionsmuster zu einem fritheren
Zeitpunkt — direkt nach der Aufnahme im Krankenhaus — durchgefiihrt werden, um genauere
Aussagen iiber die Verdnderungen der Monozytenexpressionsmuster nach Infarkt treffen zu
konnen.

Selbst die Uhrzeit kann einen moglichen Einfluss auf die Hohe der Freisetzung von
Monozyten haben. So folgt die Monozyten Freisetzung aus dem Knochenmark einer
zitkadianen Rhythmik (Nguyen et al. 2013). Allgemein scheint es zu sehr hohe
Monozyten/Makrophagen Spiegeln wihrend der ersten 5 Tage nach AMI in der Infarktzone
zu kommen. Eine klinische Studie konnte zeigen, dass die InfarktgroBe ihr Maximum um
1:00 Uhr nachts am Tag nach STEMI hatte (Reiter et al. 2012). Um diese Beeinflussung

durch die Tageszeit zu vermindern erfolgte die Blutabnahme stets zur gleichen Uhrzeit.

5.4 Schlussfolgerung

Die aus dieser Studie gewonnen Daten und der bisherige Kenntnisstand zu IL-1a, sowie zu
Monozyten, legen nahe, dass es sich bei IL-1a auf Monozyten um den proximalen Anteil
einer entscheidenden Signalkaskade handelt. Da IL-la sowohl auf den friith nach AMI
auftretenden klassischen Monozyten, wie auch den spéter nach AMI auftretenden CD16+
Monozyten vorkommt, kann nicht von einer per se schiddigenden Wirkung nach AMI
ausgegangen werden. Vielmehr scheint membrangebundenes IL-1a das Bindeglied zwischen
Monozyten und betroffenem Gewebe im Herzen darzustellen. Das Zytokin kann als
molekularer Nexus der Entscheidungsfindung angesehen werden, der die Schwere der

Verletzungen nach Herzinfarkt misst und entweder die Inflammation im Korper aktiviert und

51



verstirkt oder die reparative Fibrose anstoft (Di Paolo 2016). Der Anteil IL-la
exprimierender peripherer Monozyten in der Kontrollgruppe war signifikant niedriger als in
den AMI Gruppen. Da sich dieser Anteil zwischen NSTEMI und STEMI Guppe jedoch nicht
malgeblich unterschied, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei IL-1o um einen
empfindlichen Parameter handelt, der schon bei leichteren Herzinfarkten vermehrt exprimiert

wird.

Es bleibt zu kldren, ob die Wirkung von Monozyten-assoziiertem IL-1o nach AMI nach
Abspaltung von der Membran erfolgt, oder membrangebunden. Verschiedene Proteasen sind
in der Lage IL-1a aus der Membran zu l6sen und die Pro-Form in die biologisch aktivere
reife Form umzuwandeln (Di Paolo et al. 2016). Zudem ist bis heute unklar welche Faktoren
die Translokation von Pro-IL-1a vom Zytosol zur AuBenseite der Plasmamembran bedingen,

sodass IL-1a als membrangebundenes Zytokin agieren kann.

Diese Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass das Zytokin IL-la nach akutem Myokardinfarkt
sowohl auf klassischen CD14+, als auch auf CD14+CD16+ Monozyten vermehrt exprimiert
wird. Diese beiden Monozyten Subsets spielen sowohl bei der Entstehung myokardialer
Schédden, als auch bei deren Regeneration und Heilung eine herausragende Rolle. Da
membrangebundenes IL-1o auf Monozyten ein zentraler Drehpunkt der Monozytenantwort
zu seien scheint, bietet das Ergebnis dieser Studie wichtige Erkenntnisse iiber post-infarzieller
Abldufe. Ein besseres Verstindnis iiber Signalwege und Abldufe im Rahmen von akuten
Myokardinfarkten konnte in Zukunft ein spezielles Targeting durch Medikamente
ermoglichen und so zu einer signifikanten Reduktion der Infarktgrofe und einer verbesserten

Regeneration fiihren.
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