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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Inflammation beim akuten Myokardinfarkt

Der akute Herzinfarkt zahlt in den Industrienationen zu den haufigsten
Todesursachen und stellt auch wirtschaftlich eine der folgenschwersten
Erkrankungen dar: Im Jahr 2002 starben in der Bundesrepublik Deutschland 841 686
Menschen, davon 393 778 an Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems . Mit
7,6% der Sterbefdlle war dabei der akute Myokardinfarkt nach der chronisch
ischamischen Herzkrankheit fir den zweitgroRten Anteil der Todesursachen
verantwortlich. Hochgerechnet auf die Lebenserwartung fuhrten die Herz-Kreislauf-
Erkrankungen im Jahr 2002 in Deutschland zu 3,4 Millionen verlorenen
Lebensjahren. Die Kosten, die dem Gesundheitswesen durch diese
Krankheitsgruppe im selben Jahr entstanden, betrugen insgesamt Uber 35 Milliarden
Euro. Diese Zahlen machen deutlich, wie wichtig fur den Betroffenen, aber dartber
hinaus auch im volkswirtschaftlichen Sinn eine umfassende Pravention zur
Verbesserung der Prognose ischamischer Herzerkrankungen ist. Flr dieses Ziel sind
ein besseres Verstandnis der Pathogenese der koronaren Herzkrankheit und das

Erkennen von Risikogruppen natig.

Im BemUhen um das Verstandnis der Pathophysiologie des akuten Myokardinfarkts
(AMI) wurde dem Faktor Entziindung in den letzten Jahren immer mehr Bedeutung
beigemessen °'. Als laborchemische Zeichen einer Entziindung dienen
beispielsweise die Zytokine Interleukin (IL)-6, IL-8, Monozyten chemotaktisches
Protein (MCP)-1 sowie das akute Phase Protein C-reaktives Protein (CRP). Nicht nur
sind diese Parameter im Blut von Patienten mit akutem Koronarsyndrom (ACS)
erhoht > ° % sie haben auch prognostische Relevanz fiir das Risiko eines

zukiinftigen kardiovaskuldren Ereignisses " & 1% 16 27. 3237

35, 36, 46

, und die langfristige
Mortalitat der Patienten
Darlberhinaus besitzen diese Entziindungszeichen auch bei offensichtlich gesunden
Personen eine Aussagekraft Uber das Risiko, in Zukunft einen Herzinfarkt zu erleiden
57,58,59.

Naturlich ist das Auffinden von unabhangigen Risikofaktoren noch kein Beweis flur
einen kausalen Zusammenhang. Doch es gibt auch experimentellen Studien, die den

Einfluss von systemischen Entziindungsreaktionen fir das Ausmal} des defekten
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Myokards und damit die Prognose bestatigen. Erhdht man beispielsweise durch
subkutane Crotondlinjektion CRP-Spiegel bei Kaninchen, so kommt es zu einer
VergroRerung der Infarktausdehnung nach 10minutiger Ischamie und 180minutiger
Reperfusion °.

Auf ahnliche Weise zeigten auch klinische Studien, dass die Hohe des CRP-Spiegels
bei Patienten mit akutem Herzinfarkt zum Anteil des geschadigten Herzmuskels, der

durch Reperfusion gerettet werden kann, indirekt proportional ist 8.

1.2 Zusammenhang zwischen Koagulation und Inflammation

Neben erhdhten Entzindungszeichen gibt es noch weitere Parameter flr eine
schlechte Prognose bei akutem Herzinfarkt, so z. B. eine Aktivierung der
Gerinnungskaskade.

Erhohte Spiegel an Prothrombinfragment F1+2 21 Fibrinopeptid A ® bzw. D-Dimer *’
spiegeln einen prokoagulatorischen Zustand wider und sind assoziiert mit einem
ungunstigen Verlauf bei instabiler Angina pectoris bzw. nach akutem Myokardinfarkt.
Da der Herzinfarkt in der Regel ein thrombotisches Geschehen ist, ist die Frage von
besonderer Bedeutung, ob die Koagulationsaktivierung als solche einen Effekt auf

die Pathophysiologie und die Auswirkungen eines akuten Myokardinfarkts hat.

1.2.1 Gerinnungskaskade

Auch wenn eine strikte Trennung zwischen extrinsischer und intrinsischer Gerinnung
der Physiologie nicht immer gerecht wird, spielt in diesem Zusammenhang der
extrinsische Weg der Gerinnungskaskade eine entscheidende Rolle. Er ist in der
Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Extrinsische Gerinnungskaskade

Die Blutgerinnungsfaktoren Thrombin, Faktor VII und Faktor X liegen im Plasma in
inaktiver Form als Zymogene vor. Durch proteolytische Spaltung werden sie zu
Serinproteasen aktiviert.

Die extrinsische Gerinnungskaskade wird durch eine Komplexbildung zwischen
Tissue factor (TF) und Faktor VII initiiert. Der dadurch entstehende Faktor Vlla
aktiviert im Komplex mit TF und in Anwesenheit von ionisiertem Kalzium und
Phospholipiden Faktor X zu Faktor Xa. Dieser bildet zusammen mit Kalziumionen,
Faktor Va und Phospholipiden die sogenannte Prothrombinase, die Prothrombin zu
Thrombin aktiviert. Bei diesem Schritt wird das Prothrombinfragment F1+2
abgespaltet. Thrombin katalysiert anschlieBend die Bildung von Fibrin, dessen
Polymerisierung zu einem Thrombus als dreidimensionales Maschenwerk aus

Fibrinfaden, Zellen und Thrombozyten flhrt.
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1.2.2 Tissue factor

Der wichtigste Initiator der extrinsischen Gerinnungskaskade ist das
transmembrandse Glykoprotein Tissue factor (TF), der Rezeptor und Kofaktor fir den
Gerinnungsfaktor VII / Vlla. Unter physiologischen Bedingungen wird TF haupt-
sachlich extravaskular exprimiert. Nach GefalBwandverletzung kommt es so zum
Kontakt zwischen TF und dem plasmatischen Gerinnungsfaktor VII / Vlla, wodurch
die extrinsische Gerinnungskaskade initiiert und — physiologisch sinnvoll — die
Blutung aus dem verletzten Gefal} terminiert wird.

Beim akuten Myokardinfarkt allerdings fuhrt die Ruptur von atherosklerotischen
Plaques zu einer Freilegung von TF-positiven Zellen aus dem Plaque gegenuber den
Gerinnungsfaktoren des Plasmas und initiiert eine lokale Thrombose, die daraufhin

zum Verschluss des KoronargefaRes fiihrt 4> 67,

Die Synthese von TF und damit auch seine Lokalisation wird jedoch von
verschiedenen Einflussgréf3en moduliert.
Mehrere Entziindungsmediatoren wie z.B. IL-6, IL-8 und MCP-1 induzieren die TF-

Expression von Monozyten 3% “®

. Auch im akuten Koronarsyndrom tritt eine
gesteigerte TF-Expression auf zirkulierenden Monozyten und Mikropartikeln auf und
kann dadurch zu einer Gerinnungsaktivierung beitragen * ° **. Ebenso wurde eine
I6sliche, gesplicte Variante von TF im zirkulierenden Blut gefunden, die die koronare
Thrombose fordern kénnte '*. Doch nicht nur am Ort des Plaques kommt es zu einer
Stimulation der TF-Thrombin-Kaskade, sondern auch innerhalb des ischamischen
Myokards. Im Kaninchenmodell konnte gezeigt werden, dass bei der Ligatur von
KoronargefiaRen die TF-Expression im betroffenen Myokard gesteigert ist ?°. Eine
Thrombininhibition  reduziert hierbei sowohl InfarktgroRe als auch die
Entzindungsreaktion in Form von Chemokinexpression und Leukozyteninfiltration.
Anders ausgedruckt steigern aktivierte Gerinnungsfaktoren die Entzlindungsreaktion

und kénnen somit die InfarktgroRe ausdehnen 2°.
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1.2.3 Tissue factor pathway inhibitor

Tissue Factor Pathway Inhibitor-1 (TFPI) hemmt die Initiierung der TF-induzierten
Blutgerinnung *°. Der endogene Proteaseinhibitor TFPI besteht aus drei sogenannten
Kunitz-Domanen (K1 - K3, Abb. 2). Mit der zweiten Domane bindet TFPI an das
aktive Zentrum des Gerinnungsfaktors Xa (FXa) und inhibiert dadurch seine
proteolytische Aktivitat. Anschlielend bindet der TFPI-FXa Komplex Uber die erste
Domane des TFPI den Gerinnungsfaktor Vlla (FVlIla) — sofern dieser an TF
gebunden ist — und inaktiviert ihn durch Bildung des tetramolekularen Komplexes TF-
FVlla-TFPI-FXa. Uber die Funktion der dritten Kunitz-Doméane bestehen bisher keine

Erkenntnisse.

TFPI

Abbildung 2: Schema des Tissue factor pathway inhibitors

In dieser Arbeit wurde die Eigenschaft von TFPI genutzt, FXa zu binden, um indirekt
FXa-Spiegel im Blut von Patienten zu messen. Grundlage fur diese Methode sind
Publikationen, in denen gezeigt werden konnte, dass erhdhte Konzentrationen des
TFPI-FXa Komplexes sowohl eine vermehrte FXa-Bildung als auch erhohte TFPI-

31, 51

Konzentrationen wiederspiegeln kdnnen und mit einer gesteigerten

Gerinnungsaktivierung assoziiert sind *2.
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1.2.4 Protease-aktivierte Rezeptoren

Ein wichtiger Baustein beim Zusammenspiel von Gerinnung und Inflammation sind
die sogenannten Protease-aktivierten Rezeptoren (PAR). Dies sind G-Protein
gekoppelte  Rezeptoren, die verschiedene zellulare  Reaktionen  wie
Zytokinfreisetzung, Expression von Adhasionsmolekilen, Zellmigration oder

-proliferation vermitteln kdnnen.

Im Gegensatz zu anderen Rezeptoren werden sie nicht durch einen léslichen,
externen Liganden aktiviert, sondern durch Proteasen '/, wie dies auch
Gerinnungsfaktoren sind. Die Proteasen spalten ein Stlck des extrazellularen Teils
am NH.-Ende des Rezeptors ab *° (Abb. 3 A), wodurch es zu einer
Konformationsanderung des Rezeptors kommt und er sich durch den sogenannten
gebundenen Liganden (,tethered ligand“) selbst aktiviert (Abb. 3 B). Dieser

aktivierende Teil ist nur sechs Aminosauren lang 65

. In Experimenten kann der
Protease-aktivierte Rezeptor deshalb auch statt durch Proteasen mit Hilfe von

Peptiden mit der stimulierenden Aminosaurensequenz aktiviert werden (Abb. 3 C).
Anders als bei loslichen Liganden ist die Aktivierung durch die enzymatische

Spaltung irreversibel. Nach der proteolytischen Aktivierung muss der Rezeptor daher

internalisiert, degradiert und neu synthetisiert werden.
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roteas“ /

Abbildung 3: Schema der Protease-aktivierten Rezeptoren

Bisher sind vier verschiedene Protease-aktivierte Rezeptoren bekannt, die durch

unterschiedliche Proteasen aktiviert werden. Tabelle 1 zeigt Beispiele einiger der

wichtigsten Lokalisationen, Wirkungen und Aktivatoren dieser vier Rezeptoren .

Tabelle 1: Beispiele von Expressionsort, Effekt und Aktivatoren der Protease-aktivierten

Rezeptoren

Aktivierende

Expressionsort Effekt Proteasen und
Peptide
PAR-1 | Thrombozyten Aggregation Thrombin, FXa
Vaskulare glatte Muskelzellen | Mitogenese SFLLRN (Amino-

Endothelzellen

Permeabilitatssteigerung

Monozyten

Aktivierung

Neuronale Zellen, Fibro- und

Osteoblasten

Proliferation

saurensequenz)
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Aktivierende

Expressionsort Effekt Proteasen und
Peptide
PAR-2 |Bronchiale glatte Muskelzellen | Proliferation Mastzelltryptase,
Enterozyten Intrazell. Ca™*-Anstieg Trypsin, FXa,
FVlla
Pankreatozyten Pankreassaftsekretion SLIGKV (Amino-
Keratinozyten Aufnahme von Melanin | saurensequenz)
PAR-3 |Herz, Gehirn, DUnndarm, Prasentation von Thrombin
Knochenmark Thrombin fur PAR-4 ?
PAR-4 | Thrombozyten Aggregation Thrombin,
Trypsin,
Lunge, Pankreas, Schilddruse |Intrazell. Ca™ -Anstieg Cathepsin G

In Bezug auf die Gerinnungsfaktoren, die fur die vorliegende Arbeit relevant sind,

bedeutet dies:

Die Signaltransduktion von FXa wird Uber PAR-1 und PAR-2 vermittelt, wie

genetische Studien und Experimente zur Rezeptordesensitivierung zeigten '

60

Fir die zellularen Effekte von Thrombin sind PAR-1, PAR-3 und PAR-4

verantwortlich *°.

FVlla dagegen scheint hauptsachlich (iber den Rezeptor PAR-2 zu wirken 2,

der offensichtlich durch Thrombin nicht aktiviert wird *°.
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1.3 Fragestellung

Die Interaktionen zwischen Koagulation und Inflammation sind komplex und bisher
unzureichend erforscht. Diese Arbeit soll zum Verstandnis dieser Zusammenhange

beitragen.

Nach ihrer Aktivierung beeinflussen sich Entzindung und Gerinnung gegenseitig.
Einerseits induzieren Entzindungsmediatoren die TF-Expression auf der Oberflache
von zirkulierenden Monozyten und méglicherweise auch Endothelzellen *°. Auf der
anderen Seite konnen Serinproteasen wie z.B. Gerinnungsfaktoren Protease-
aktivierte Rezeptoren auf der Oberflache der Monozyten und Endothelzellen

aktivieren und so zu einer zusatzlichen Entziindungsreaktion fiihren *°.

Mittlerweile ist unumstritten, dass
¢ sich erstens im akuten Myokardinfarkt eine Entzindung abspielt, und
e zweitens die Prognose durch das Ausmal} dieser Entzindung entscheidend
beeinflusst wird.
Uber die Rolle der Gerinnungsaktivierung bei diesen Entziindungsreaktionen

bestehen hingegen bisher wenige Erkenntnisse.
Ziel dieser Arbeit war es daher, die Beziehung zwischen Aktivierung der

Gerinnungskaskade und systemischer Entzindung im akuten Herzinfarkt zu

untersuchen und den zugrundeliegenden Mechanismus in vitro zu erforschen.

Seite 12



2 Material und Methoden

2.1 Patientenauswabhl

Um den Zusammenhang zwischen einer Gerinnungsaktivierung und der
nachfolgenden systemischen Entziindung im akuten Herzinfarkt zu analysieren,
wurde Blut einer Gruppe von Patienten mit akutem Myokardinfarkt und einer

Kontrollgruppe untersucht.

21 Patienten mit akutem Herzinfarkt ohne vorausgegangene instabile Angina
pectoris bildeten die Infarktgruppe. Ausschlaggebend fur die Diagnose waren
folgende Kriterien:
e Mehr als 30 Minuten dauernder Brustschmerz
e Signifikante ST-Streckenhebungen (mindestens 1 mm in mindestens 2
aufeinanderfolgenden Ableitungen)
e Das Enzym Creatinkinase (CK) wurde im Verlauf beobachtet und musste auf

Uber das Dreifache der Norm ansteigen.

Als Kontrollgruppe dienten 20 Patienten mit stabiler Angina pectoris, die sich einer
elektiven Koronarangioplastie mit Stentimplantation unterzogen.

Die Ausschlusskriterien bei der Patientenauswahl umfassten nicht-kardiale
entzundliche oder maligne Erkrankungen. Die Studie wurde von der Ethikkommission
der medizinischen Fakultat der Technischen Universitat Munchen genehmigt. Von
allen Patienten wurde das schriftliche Einverstandnis eingeholt.

Die periinterventionelle Therapie beider Gruppen beinhaltete Abciximab (0,25 mg / kg
Kdrpergewicht als Bolus und eine anschlieiende kontinuierliche Infusion von 0,125
Mg / kg Korpergewicht / min fur 12 Stunden), Heparin (7500 IE) und 500 mg Acetyl-
salicylsaure i.v.. Postinterventionell erhielten die Patienten 2 x / Tag 250 mg
Ticlopidin fur die Dauer von 4 Wochen und 2 x / Tag 100 mg Acetylsalicylsaure auf
unbefristete Zeit.

Unmittelbar vor der Intervention sowie 24, 48 und 96 Stunden danach wurde den
Patienten peripher vendses Blut abgenommen. Die gewonnene Probe wurde auf Eis

gelegt und ohne Verzdgerung weiterverarbeitet.
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2.2 Immunoassays

Die Konzentrationen von TFPI-Xa, F1+2, IL-6, IL-8 und MCP-1 wurden mittels
Immunoassays gemessen (Imubind® TFPI-Xa, American Diagnostica, Pfungstadt;
Enzygnost® F1+2 micro Behring Diagnostica, Marburg; IL-6, IL-8 und MCP-1
Quantikine®, R&D Systems, Minneapolis, MO, USA).

Dabei wird das Zielmolekul tUber einen spezifischen Antikdrper auf einer Mikroplatte
immobilisiert und im Sandwichverfahren mit einem zweiten enzymgebundenen
Antikorper markiert. In einem anschliellenden Schritt erfolgt eine Farbreaktion, deren
Intensitat photometrisch bestimmt wird und die proportional zur gebundenen
Enzymmenge und damit zur Konzentration der zu untersuchenden Substanz ist.

Der untere Schwellenwert betrug 0,02 nmol/l fir TFPI-Xa, 0,02 nmol/l fir F1+2, 0,7
pg/ml fur IL-6, 10 pg/ml fur IL-8 und 5 pg/ml fur MCP-1. Die Variabilitat im unteren

Messbereich innerhalb eines Assays belief sich dabei auf unter 10%.

2.3 Praparation und Stimulation von Endothel- und
mononuklearen Zellen

Endothelzellen von humanen Umbilikalvenen (human umbilical veins endothelial
cells, HUVEC-c, PromoCell, Heidelberg) wurden in Zellkulturflaschen mit CELL+
Wachstumsoberflache (Sarstedt, Numbrecht) bei 37°C und 5% CO, in Endothelial
Cell Growth Medium (PromoCell) kultiviert, dem fotales bovines Serum (FBS,
Biochrom, Berlin) zu einer Endkonzentration von 10% hinzugefligt wurde. Zum
Passagieren der Zellen wurde der Detach Kit von PromoCell verwendet.

Vor der Stimulation wurden HUVEC der Passagen 4 - 6 bei 90% Konfluenz je nach
Versuch in Zellkulturflaschen oder gelatinebeschichteten multiple-wells-Platten
zunachst mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS, Sigma, Deisenhofen)
gewaschen, 3 Stunden mit serumfreiem Medium vorinkubiert und anschlieRend die
Stimulation durchgefiihrt. Nach Ablauf der Zeit wurden die Uberstéande abpipettiert
und bis zur weiteren Verwendung bei —20°C eingefroren. Die Endothelzellen wurden
mit Hilfe von Trypsin aus dem Detach Kit (PromoCell) von der Wachstumsoberflache
geldst und wie unten beschrieben flr die Durchflusszytometrie oder RNA-Isolierung

aufbereitet.
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Mononukleare  Zellen von gesunden Spendern  wurden mit  der
Dichtegradientenmethode isoliert ®®. 2 mal 20 ml vendses Vollblut wurde unter
sterilen Bedingungen in Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Ro6hrchen abgenommen
und ohne Vermischung auf die gleiche Menge Ficoll-Paque™ Plus (Amersham
Biosciences, Freiburg) geschichtet. Nach 30minutiger Zentrifugation bei 2100
Umdrehungen pro Minute bildet sich eine Interphase mit mononuklearen Zellen
zwischen den unten gelegenen Erythrozyten und Granulozyten und dem oben

gelegenen Serum:

<«— Serum

Interphase mit
mononuklearen Zellen

<«— Ficoll-Paque

Erythrozyten und
Granulozyten

Abbildung 4: Monozytenisolierung durch einen Dichtegradienten

Diese Interphase wurde abpipettiert und drei mal mit PBS (Sigma) gewaschen.
AnschlieRend wurden die mononuklearen Zellen in serumfreiem RPMI 1640 Medium
(Biochrom) resuspendiert, mit dem Zellzdhlautomaten KX-21N (Sysmex,
Norderstedt) gezahlt und sofort im Anschluss stimuliert. Danach erfolgte eine
Zentrifugation mit 2000 Umdrehungen pro Minute, so dass die Uberstéande
abgenommen werden konnten. Die Verwendung der Uberstande und die weitere
Behandlung der mononuklearen Zellen (RNA-Isolierung oder Farbung fur die

Duchflusszytometrie) wurde analog zu den Endothelzellen durchgefuhrt.

Die Stimulation der Endothel- und mononuklearen Zellen erfolgte mit FXa (American
Diagnostica), rekombinantem FVila (NovoSeven®, Novo Nordisk, Bagsvaerd,
Danemark), oder den synthetischen Peptiden SFLLRN und SLIGKV (Bachem,
Heidelberg), deren Bezeichnungen ihre Aminosaurensequenzen wiedergeben. Die
stimulierenden Substanzen wurden jeweils in serumfreiem Medium geldst und zu den
Zellen gegeben, die Stimulation erfolgte bei 37°C und 5% CO..
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Zunachst wurden in Vorversuchen die Zeit- und Dosisabhangigkeit der Stimulationen
auf die Zytokinfreisetzung untersucht. Dazu wurden HUVEC mit unterschiedlichen
Konzentrationen und Uuber verschiedene Zeitraume stimuliert, anschliel3end
mikroskopisch auf gleiche Zelldichte untersucht und die freigesetzten Zytokine in den

Uberstanden mit Immunoassays gemessen.

Fir die Inhibitionsversuche wurden HUVEC eine Stunde vor Zugabe von FXa
prainkubiert mit 1 pmol/ml des am aktiven Zentrum wirkenden, Antithrombin IlI-
unabhangigen FXa-Inhibitor MC53255 (Morphochem, Miunchen), 100 nmol/l des
Thrombininhibitors Lepirudin (Refludan®, Pharmion, Hamburg), 10 pg/ml des
monoklonalen anti-PAR-1 Antikorpers ATAP2 (Santa Cruz Biotechnologies, CA,
USA) oder 10 pmol/l des PAR-2 inhibierenden Peptids YFLLRNP (Bachem,
Heidelberg).

2.4 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie wurden die Endothelzellen im Anschluss an die
Stimulation auf die Oberflachenantigendichte von CD 54 (Intercellular Adhesion
Molecule oder ICAM-1) untersucht. Dazu wurden die Zellen nach Abnahme der
Uberstdnde mit Trypsin aus dem Detach Kit (PromoCell) von der
Wachstumsoberflache gelost. Die Farbungen fur die Durchflusszytometrie erfolgten
mit Phycoerythrin (PE)-markiertem anti-CD54 Antikorper (Immunotech, Marseille,
Frankreich), die Messungen wurden am Gerat FACSCalibur™ (Becton Dickinson

Biosciences, Heidelberg) durchgefihrt.

2.5 RNA-Isolierung und Real-time PCR

2.5.1 Prinzip der Real-time PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein sehr sensitives Verfahren, um
Genexpression zu analysieren und kann im Idealfall einzelne DNA-Molekule
amplifizieren. Durch die Kombination von reverser Transkription von RNA in DNA
und anschlieRender PCR (sogenannte RT-PCR) ist auch der Nachweis von RNA mit

sehr viel groRerer Sensitivitdt moglich als mit den traditionellen Blotting-Methoden.
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Allerdings sind quantitative Aussagen nur in eingeschranktem Mal} zu treffen. Da die
PCR per Definition eine Kettenreaktion ist, steigt die Menge der produzierten
Molekule zunachst exponentiell an. Durch diesen Anstieg einerseits und sinkende
Konzentrationen der Substrate andererseits nimmt die Produktion neuer Molekule
nach einer gewissen Anzahl von Zyklen ab und erreicht schliel3lich ein Plateau.
Dabei unterscheidet sich jedoch diese Anzahl von Zyklen je nach Sequenz und
Menge der eingesetzten RNA, wodurch ein linearer Zusammenhang zwischen der
Zahl der eingesetzten und der amplifizierten Molekule, und damit exakte quantitative
Aussagen erschwert werden.

Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgt in dieser Arbeit durch Detektion eines
fluoreszierenden Signals, das proportional zu ihrer Menge ist. Diese Fluoreszenz
wird ,real time“ wahrend jedes Zyklus in jedem einzelnen Feld der 96-well Platte
gemessen. Das Prinzip der Real-time PCR beruht auf einer fur die zu amplifizierende
Sequenz spezifischen Sonde (,probe®), die zwei Farbstoffe enthalt: den ,reporter am
5 und den ,quencher am 3’ Ende, das aul’erdem blockiert ist, um eine Extension
der Sonde wahrend der PCR zu verhindern.

Ist die Sonde intakt, so unterdrickt die Nahe des quenchers die Fluoreszenz des

reporters durch eine zwischenmolekulare Energielibertragung nach Férster %

(s.
Abb. 5 A). Im Laufe der Polymerisation spaltet die Tag-Polymerase aufgrund ihrer
Nukleaseaktivitat die Sonde zwischen reporter und quencher genau dann, wenn
diese mit einem DNA-Strang hybridisiert 2 (s. Abb. 5 B). Die Fragmente |6sen sich
und die Polymerisation wird fortgesetzt, ohne dass die exponentielle Vervielfaltigung
beeintrachtigt wird (s. Abb. 5 C). Die Trennung von reporter und quencher bewirkt
einen Anstieg des Fluoreszenzsignals des reporters, das in jedem Zyklus gemessen
wird. Dieser Anstieg tritt nur dann ein, wenn erstens die Zielsequenz komplementar

zur Sonde ist und zweitens wahrend der PCR amplifiziert wird.
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Abbildung 5: Prinzip der Real-time PCR

Die Fluoreszenzstarke der Felder wird in jedem Zyklus gemessen und zeigt

typischerweise einen sigmoidalen Kurvenverlauf:
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Abbildung 6: Beispiel einer Real-time PCR Messung
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Nach anfangflicher Hintergrundfluoreszenz folgt die Phase der exponentiellen
Amplifikation, die sich im logarithmischen Malstab als linearer Anstieg darstellt. In
spateren Zyklen kommt es auch hier zum oben beschriebenen Plateaueffekt, durch
den genaue Quantifizierungen unmoglich werden. Daher ist es ndétig, die
Berechnungen in der exponentiellen Phase durchzufiihren. Dazu wird im Bereich des
linearen Kurvenverlaufs ein Schwellenwert gesetzt. Die Zykluszahl (cycle), bei der
die jeweilige Kurve diesen Schwellenwert (threshold) kreuzt, wird als Cr-Wert
bezeichnet. Je groRer die Menge an eingesetzter DNA ist, desto fruher kommt es

zum Anstieg der Kurve und desto kleiner ist der Cr-Wert.

Um Unterschiede in der Amplifikationseffizienz und der RNA-Praparation zu
minimieren, wird der Ct-Wert jedes Zielgens auf einen internen Standard bezogen. In
dieser Arbeit wurde dazu Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als
endogenes Kontrollgen verwendet.

Die relative Menge an DNA oder RNA, beispielsweise von stimulierten Zellen
bezogen auf unstimulierte, kann mit folgender Formel berechnet werden

(komparative Real-time PCR) %

AACt bedeutet dabei (Ct zielgen - Ct gaPDH)stimutiert = (CT zZielgen = CT GAPDH )unstimutiert

Um die komparative Methode benutzen zu dirfen, muss zuvor in einem
Validierungsexperiment gezeigt werden, dass die Amplifikationseffizienz von Zielgen
und endogener Kontrolle ungefahr gleich ist. Kriterium hierfir ist, dass bei Auftragen
von ACr gegen die logarithmische Menge an eingesetzter DNA bzw. RNA der
Anstieg der Regressionsgeraden < 0,1 ist. Abbildung 7 zeigt hierfir die Beispiele von
IL-6 und MCP-1.
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Abbildung 7: Validierungsexperiment

2.5.2 Versuchsdurchfuhrung

Zur RNA-Isolierung wurden die Zellen nach Stimulation unter den oben

beschriebenen Konditionen bereits nach zwei Stunden geerntet.

Lyse:
Nach Zentrifugation mit 2000 Umdrehungen pro Minute wurde das Zellpellet in 600 pl

Guanidin-Isothiocyanat-haltiger Pufferlésung (Buffer RLT, QIAGEN, Hilden) geldst,
der gemal} Protokoll zuvor R-Mercaptoethanol hinzugeflgt wurde. Der Puffer hat eine
starke denaturierende Wirkung und inaktiviert dadurch intrazellulare RNasen. Eine
vollstandige Lyse der Zellmembranen ist wichtig, um die gesamte RNA der Probe zu
gewinnen. Die Zelllysate wurden daraufhin bis zur Weiterverarbeitung bei —70°C

gelagert.

Homogenisierung:

Zur RNA-Isolierung wurden die Zelllysate nach Auftauen zunachst mit Hilfe von
QlAshredder™ (QIAGEN) homogenisiert. Dieser Schritt dient dazu, die Viskositat der

Zelllysate zu reduzieren und erhoht die Ausbeute der RNA-Isolierung.

RNA-Isolierung:
AnschlieRend wurde die RNA mit dem RNeasy® Mini Kit (QIAGEN) gewonnen. Das
Prinzip dabei beruht auf einer Bindung der RNA an eine Silica-Gel-Membran,

wahrend verunreinigende Substanzen weggewaschen werden konnen. Zuletzt wurde
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die isolierte RNA in RNase-freiem H;O gelést und die Konzentration

spektrophotometrisch bei 260 nm bestimmt.

Reverse Transkription:

Um die RNA in DNA umzuschreiben, wurde eine reverse Transkription mit
Omniscript™ RT Kit (QIAGEN), SUPERase*In™ (Ambion, Austin, USA) als RNase-
Inhibitor, und Random Primers (Invitrogen, Carlsbad, USA) durchgefuhrt. Dabei
entsteht mit Hilfe einer DNA-Polymerase RNA-komplementare DNA. Die RNA wird
im Anschluss daran durch das Enzym RNase H degradiert. Diese RNase ist
spezifisch fir RNA in RNA:DNA-Hybriden und greift reine RNA nicht an.

Real-time PCR:
Die PCR erfolgte am Thermocycler ABI Prism™ 7700 Sequence Detection System

von Applied Biosystems (Darmstadt). Primer und 6-carboxy-fluorescein (FAM)- bzw.
VIC™ (nur GAPDH)-markierte Sonden stammten als Assays-on-Demand® ebenso
wie der TagMan® Universal PCR Master Mix und das notige PCR
Verbrauchsmaterial ebenfalls von Applied Biosystems (Darmstadt). Ansatz und
Zyklusprogrammierung der PCR sind in den Tabellen 2 und 3 angegeben. Als C+-
Wert jeder Probe wurde der arithmetische Mittelwert aus zwei Messungen

genommen.

Tabelle 2: PCR Ansatz

Reagenzien Endkonzentration Eingesetzte Menge

TagMan® Universal PCR Master Mix 1x

Forward Primer 900 nmol/I

Reverse Primer 900 nmol/I

Sonde 250 nmol/I

DNA 150 ng (HUVEC) bzw.
100 ng (Mononcl. Zellen)

RNase-freies H,O ad 25 pl
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Tabelle 3: PCR Programmierung

Vorgang Temperatur Dauer
AmpErase® UNG Aktivierung 50°C 2 min
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase Aktivierung 95°C 10 min
Amplifikation (40 Zyklen): Denaturierung 95°C 15 sec

Annealing/Extension 60°C 1 min

Der erste Schritt dient zur Aktivierung des Enzyms Uracil-N-Glykosylase (UNG). Es

baut kontaminierende Amplikons ab und vermeidet so “carry-over“-Kontaminationen.

2.6 Weitere Methoden

Serum-Creatinkinase-Konzentrationen wurden im klinisch-chemischen Labor des
Deutschen Herzzentrums Miinchen bestimmt.
Es wurden keinerlei Kontaminationen der Leukozytensuspensionen oder Puffer mit

Endotoxin festgestellt (E-Toxate®, Sigma, Deisenhofen).

2.7 Statistische Auswertung

Auswertung der Patientendaten:

Die Vergleichbarkeit der zwei Patientengruppen wurde mit dem Chi-Quadrat-Test
Uberpruft. Die Gerinnungsparameter wurden auf Nomalverteilung mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Test mit der Lilliefors-Korrektur getestet. Da das Ergebnis eine
signifikante Abweichung von der Normalverteilung belegte, wurden nicht-
parametrische Tests fur die Auswertung benutzt. Zum Vergleich der Daten zu den
verschiedenen Zeitpunkten wurde der globale Friedman-Test flr verbundene
Stichproben durchgefuhrt. Bei Signifikanz wurde der Wilcoxon-Test fur verbundene
Stichproben entsprechend der Methode von Marcus, Peritz und Gabriel berechnet 2.
Vergleiche zwischen der Patienten- und der Kontrollgruppe wurden mit dem Mann-
Whitney-Test durchgeflhrt. Zusammenhange zwischen zwei quantitativen Variablen
wurden mit dem Spearman-Korrelationskoeffizienten gepruft, und die Beziehung mit

der linearen Regression aufgestellt.
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Auswertung der in vitro-Versuche:
Differenzen zwischen Absolutwerten wurden mit dem t-Test, Differenzen zwischen

Relativwerten mit 95%-Konfidenzintervallen getestet.

Alle Tests wurden zweiseitig durchgefuhrt und p-Werte kleiner als 5% wurden als
signifikant beurteilt. Die Grafiken stellen Mittelwert und Standardfehler dar, ein Stern
symbolisiert Signifikanz. Die Analysen wurden mit dem Programm SPSS Version
11.5 durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zytokine und Gerinnungsaktivierung in vivo

3.1.1 Klinische Charakteristika der Patientengruppen

Bezlglich der klinischen Charakteristika wurden keine signifikanten Unterschiede

zwischen der Patientengruppe mit stabiler Angina pectoris und der mit akutem

Myokardinfarkt festgestellt (vgl. Tab. 4). Die mittlere Serum-Creatinkinase der

Patienten mit akutem Herzinfarkt betrug 1383 U / I. Wahrend des Klinikaufenthaltes

kam es in keinem Fall zu Reinfarkt oder Tod. Bei der Intervention konnte allen

Patienten erfolgreich ein Stent implantiert werden. Am Ende der Intervention bestand

ein Fluss vom TIMlI Grad 3 und die Stenose betrug unter 30% des
Gefalldurchmessers.
Tabelle 4: Charakteristika der Patientengruppen

Stabile Angina Akuter

pectoris Myokardinfarkt P

Geschlecht W=4;,M=15 W=4;M=16 1,0
Alter in Jahren [MW + SD] 63,6 £ 12,1 58,1+ 10,8 0,7
Aktive Raucher [n (%)] 10 (50) 5 (24) 0,1
Hypercholesterinamie [n (%)] 15 (75) 14 (67) 0,7
Arterielle Hypertonie [n (%)] 14 (70) 14 (67) 1,0
Diabetes mellitus [n (%)] 6 (30) 10 (48) 0,3
Eingefallerkrankung [n (%)] 6 (30) 9 (43)
Zweigefalerkrankung [n (%)] 8 (40) 7 (33) 0,8
Dreigefalderkrankung [n (%)] 6 (30) 5 (24)
LAD [n (%)] 8 (40) 12 (57)
RCx [n (%)] 7 (35) 4 (19) 0,5
RCA [n (%)] 5 (25) 5 (24)
Max. CKin U /| [MW % SD] <80 1383 £ 1444 < 0,01
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3.1.2 Plasmakonzentrationen von TFPI-Xa, F1+2, IL-8 und IL-6
In den Abbildungen sind die Gruppen durchgehend einheitlich markiert. Die Gruppe

der Patienten mit elektiver Intervention bei stabiler Angina pectoris (SAP) wird durch
die Farbe Grau, die der Patienten mit akutem Myokardinfarkt (AMI) durch Gelb
reprasentiert.

Um den Einfluss von FXa und Thrombin auf die Entzindungsaktivitat beim akuten
Herzinfarkt abzuschatzen, wurden TFPI-Xa, Prothrombinfragment F1+2, das bei der
Thrombinbildung entsteht, sowie die inflammatorischen Zytokine IL-8 und IL-6 im
Patientenplasma gemessen.

Die Plasmakonzentrationen von TFPI-Xa, F1+2, IL-8 und IL-6 vor Intervention waren
bei den Patienten mit akutem Myokardinfarkt signifikant erhéht im Vergleich zu denen

der Kontrollgruppe:

A B
TFPI-FXa [nmol/I] F1+2 [nmol/l]
*
0,6 1 * 1,4
L 121 I
0,5 1 ,
04 1 1,0
0,81
0,3 ]
0,6
0,2 041
0,1 1 _ 0,2 1
0 4 0
SAP AMI SAP AMI
C D
IL-8 [pg/ml] IL-6 [pg/ml]
35 * 140 ] T
30 1 + 120 1 I
25 1 100 1
20 1 80
15 1 60
10 1 40 1
51 20 1
0 0 eT—
SAP AMI SAP AMI

Abbildung 8: Plasmakonzentrationen von TFPI-Xa, F1+2, IL-8 und IL-6 bei stabiler Angina
pectoris (SAP) und akutem Myokardinfarkt (AMI)
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Im zeitlichen Verlauf der Infarktgruppe tUber 96 Stunden nahmen die TFPI-Xa Spiegel
signifikant ab (Abb. 9 A), wahrend sich die F1+2 Spiegel, die die Thrombinproduktion
darstellen, weiterhin signifikant erhohten (Abb. 9 B). Die Konzentrationen der
inflammatorischen Zytokine IL-8 und IL-6 zeigten ein Maximum bei 24 Stunden nach
Intervention, das im Vergleich zu den Ausgangswerten signifikant erhéht war und
nach 96 Stunden wieder sank (Abb. 9 C und D). Die Werte aller vier Parameter bei
den Patienten mit elektiver Intervention zeigten dagegen keine signifikanten

Anderungen im Verlauf.

A B
TFPI-FXa [nmol/l] F1+2 [nmol/l]
0,60 2,0 4 ’f
0,55 1 T 181
1,6 -
0,50
T * 14 I I
0,45 1 T 12
0,40 H 1,0
0,35 1 0,8 1
0 0,6 ;
vor 24 96 vor 24 96
Stunden nach Intervention Stunden nach Intervention
C D
IL-8 [pg/ml] IL-6 [pg/ml]
*
60 . 210 -
50 i 180 1 [
40 150 A
120 A
30 . T
90 -
20 1 60 T L
10 30 -
0 0
vor 24 96 vor 24 96
Stunden nach Intervention Stunden nach Intervention

Abbildung 9: Zeitverlaufe von TFPI-Xa, F1+2, IL-8 und IL-6 im AMI
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Um Hinweise auf den Einfluss der Gerinnungsparameter auf die
Entziindungszeichen zu erhalten, wurden die Korrelationen zwischen den Spiegeln
von TFPI-Xa und F1+2 einerseits und IL-8 bzw. IL-6 andererseits berechnet. Dabei
ergab sich im akuten Myokardinfarkt ein signifikanter Zusammenhang zwischen FXa,
gemessen als TFPI-Xa Komplex, und IL-8 vor und 24 Stunden nach Intervention. Im
Gegensatz dazu korrelierte das Prothrombinfragment F1+2, das die

Thrombinproduktion in vivo reprasentiert, nicht mit den IL-8 Spiegeln.

A B
IL-8 [pg/mi] IL-8 [pg/ml]
60 60
(@] (@]
50 50
(@]
40 40 o
(e/e) 1) o
30 30 ° o % o
o o
§o ° °©
20 20 %o
10 p=0,01;R=0,54 10 p =0,86; R =-0,042
0 S - . . 0 °
02 03 04 05 06 07 08 09 0 1 2 3
TFPI-Xa [nmol/l] F1+2 [nmol/l]

Abbildung 10: Korrelationen zwischen TFPI-Xa bzw. F1+2 und IL-8 im akuten Myokardinfarkt

vor Intervention

Das andere untersuchte Zytokin, IL-6, zeigte bei Aufnahme in die Klinik zunachst
keine Assoziation zu den TFPI-Xa Spiegeln (s. Tab. 5). Erst nach 24 und 48 Stunden

korrelierten die Werte mit den TFPI-Xa Spiegeln vor Intervention:

Tabelle 5: Korrelationen zwischen TFPI-Xa und IL-6 im akuten Myokardinfarkt

p R

bei Aufnahme 0,08 0,74

nach 24 Stunden | 0,006 | 0,46

nach 48 Stunden | 0,001 | 0,52
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Entsprechend den Ergebnissen fur IL-8 fand sich auch fur IL-6 kein Zusammenhang
mit dem Prothrombinfragment F1+2. Ebenso zeigten sich in der Kontrollgruppe der
Patienten mit SAP keinerlei Assoziationen zwischen den Spiegeln der

Gerinnungsparameter und denen der Entzindungszeichen.

3.2 Zytokine und Gerinnungsaktivierung in vitro

Da die TFPI-Xa Spiegel eine Aktivierung der Gerinnungskaskade an einem Schritt
vor der Thrombinbildung wiederspiegeln, wurden nun die Effekte von FXa und FVlla
auf die Zytokinexpression in mononukledren Zellen und Endothelzellen (HUVEC)
untersucht, da diese Zellen in direktem Kontakt mit dem zirkulierenden Blut stehen

und daher zu den beobachteten Entzindungsreaktionen beitragen kdnnen.
In den Abbildungen sind die Gruppen wiederum einheitlich markiert. Unstimulierte

Zellen werden durch blaue Balken, mit FXa stimulierte durch rote Balken dargestelit.

Die Farben orange und grun stehen fir PAR-1 bzw. PAR-2.
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3.2.1 Dosis-Wirkungskurven und Zeitabhangigkeit

Zunachst wurde in Vorversuchen mit Immunoassays nach einer geeigneten
Konzentration und Dauer far die Stimulationen gesucht. Die
Dosisfindungsexperimente wurden mit einer Dauer von 20 Stunden durchgeflhrt, die
Zeitversuche mit einer FXa-Konzentration von 15 pg/ml. Diese Werte stellten sich als

sinnvoll heraus und wurden fur die weiteren Experimente beibehalten.

IL-8 [pg/ml] MCP-1 [ng/ml]
1600 ~ * 12 ~ .
1200 * * *
8 .
800 -
4 -
400 | j
0 T T T T 0 i T T T
0 5 10 15 0 5 10 15
FXa [ug/mi] FXa [ug/ml]
ICAM-1
IL-6 [pg/mi] . [mittlere Fluoreszenz.]
60 7 200
*
150 A
40 A *
100 - *
20 A
0 T T T T 0 1 T T T
0 5 10 15 0 5 10 15
FXa [ug/mi] FXa [ug/ml]

Abbildung 11: Dosisabhéngige Steigerung der Freisetzung von IL-8, MCP-1 und IL-6 sowie der
Expression von ICAM-1 durch FXa bei Endothelzellen
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120 *
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0..

Stunden

Abbildung 12: Zeitabhangige Steigerung der Freisetzung von IL-8, MCP-1 und IL-6 sowie der
Expression von ICAM-1 durch FXa bei Endothelzellen

Analoge Versuche wurden statt mit FXa auch mit FVlla und den agonistischen
Peptiden SFLLRN und SLIGKV durchgefiihrt. Diese aktivieren selektiv den PAR-1
bzw. PAR-2 Rezeptor.
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3.2.2 Spezifitat

Um nachzuweisen, dass die beim FXa beobachteten Effekte spezifisch flr diesen
Faktor sind, wurde der synthetische FXa-Inhibitor MC53255 (Morphochem)
eingesetzt. Er fihrte zu einer dosisabhangigen Inhibition der IL-8 Freisetzung in
Endothelzellen, wobei die IC50, also die Konzentration, die fur eine 50%ige Inhibition
bendtigt wird, 230 nmol/l betrug. Die beobachtete IL-8 Produktion wurde dabei nicht
durch sekundar generiertes Thrombin verursacht, da die Anwesenheit des
Thrombininhibitors Lepirudin keinen Einfluss auf die IL-8 Freisetzung durch FXa hatte

(Abb. 13). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich flir mononukleére Zellen.

IL-8 [ng/ml]
1,6 -

1,2 1
0,8 1

0,4

0_
-+ -+ - + FXa
Medium MC53255 Lepirudin

Abbildung 13: Wirkung einer Thrombininhibition (Lepirudin) und FXa-Inhibition (MC53255) auf
die FXa-induzierte IL-8 Freisetzung

3.2.3 Endothelzellen

FXa fuhrte bei HUVEC zu einem signifikanten Anstieg der Freisetzung der
proinflammatorischen Zytokine IL-8, IL-6 und MCP-1 (Abb. 14 A, C, E) sowie des
Adhasionsmolekiils ICAM-1 (Abb. 15). Im Gegensatz dazu lie sich nach
zweistundiger Stimulation mit FXa eine erhohte RNA-Konzentration nur fur IL-8 und
MCP-1 nachweisen, nicht jedoch fur IL-6 (Abb. 14 B, D, F).
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Abbildung 14: zZytokinproduktion nach FXa Stimulation in Endothelzellen
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Abbildung 15: ICAM-Dichte auf Endothelzellen ohne (blau) und mit (rot) Stimulation mit FXa
(Beispiel)

3.2.4 Mononukleare Zellen

Ahnliche Ergebnisse wie bei den Endothelzellen ergaben sich auch fir
mononukleare Zellen. Auch hier induzierte FXa eine Freisetzung der Zytokine IL-8,
IL-6 und MCP-1 (Abb. 16 A, C, E). Signifikant erhohte RNA-Spiegel wurden fur IL-8
gefunden, nicht jedoch fir IL-6 oder MCP-1 (Abb. 16 B, D, F).
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Abbildung 16: Zytokinproduktion nach FXa Stimulation in mononukleédren Zellen
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3.2.5 Gerinnungsfaktor Vlla

Im Gegensatz zu FXa fuhrte FVlla weder bei Endothelzellen noch bei
mononukledren Zellen zu einer nennenswerten Steigerung der Zytokinfreisetzung.
Vereinzelt waren die Unterschiede zu unstimulierten Zellen zwar signifikant (IL-8 bei
HUVEC: Steigerung um den Faktor 1,3; MCP-1 bei mononuklearen Zellen: Faktor
1,8), jedoch sowohl fur sich gesehen als auch besonders im Vergleich zu FXa
(Faktoren 2,3 bzw. 42,0) minimal. Abbildung 17 verdeutlicht diesen Eindruck auch
auf RNA-Ebene. Als Positivkontrolle wurde in diesem Beispiel eine Stimulation mit IL-
113 durchgefihrt.

ARN
o
1
=
R
t7s)
NZ.
L
Q
N
1
Q
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o 2 4 & 2 10 12 14 16 18 20 22 24 26 22 30 ZE 34 Zg Z8 40

Cycle

Abbildung 17: Stimulation von Endothelzellen mit FXa (rot) und FVlla (gelb); IL-13 (griin) als

Positivkontrolle, unstimulierte Zellen (pink und griin rechts) als Negativkontrollen
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3.2.6 Protease-aktivierte Rezeptoren

Es ist bekannt, dass FXa Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR) aktivieren kann (s.
Kapitel 1.2.4). Um die unterschiedlichen Effekte von FXa auf mononukleare Zellen
und Endothelzellen genauer zu untersuchen, wurden die RNA-Konzentrationen von

PAR-1 und PAR-2 in Proben beider Zelltypen mit quantitativer PCR gemessen.

Gleichzeitig mit den Proben wurde eine Verdiunnungsreihe von bekannten
Molekulmengen der beiden Rezeptoren-RNAs mitgemessen, was nicht nur relative
sondern auch absolute Mengenangaben ermdglichte. Dabei ergab sich eine viermal
groRere Menge von PAR-1 in HUVEC im Vergleich zu mononukledren Zellen (40 000
bzw. 10 000 Molekule / 150 ng RNA). Im Gegensatz dazu war die PAR-2 Expression
der HUVEC gering (200 Molekule / 150 ng RNA) und nur Spuren davon fanden sich
in mononuklearen Zellen (8 Molekule / 150 ng RNA).

Da bekannt ist, dass FXa Uber PAR-1 und PAR-2 Zellen stimulieren kann (s.0.),
wurden die Auswirkungen der PAR-1 und PAR-2 Aktivierung auf die ICAM-Dichte
von Endothelzellen und die Zytokinfreisetzung durch Endothel- und mononukleare
Zellen mit Hilfe der PAR-agonistischen Peptide SFLLRN und SLIGKV parallel zu FXa
untersucht.

Da die einzelnen Substanzen z.T. in verschiedenen Versuchen getestet wurden, und
sich die Zellzahlen zwischen den Versuchen deutlich unterschieden, wurden die
Berechnungen auf die jeweilige unstimulierte Kontrolle bezogen. Die Angaben in

diesen Abbildungen sind deshalb keine Absolut-, sondern Relativwerte.
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Wie schon gezeigt, fuhrte FXa zu einem klaren Anstieg der Parameter. Die Wirkung
von SFLLRN, das PAR-1 aktiviert, war bei Endothelzellen sogar noch ausgepragter,
wahrend der Effekt des PAR-2 Agonisten SLIGKV dagegen deutlich geringer ausfiel.

IL-8 [relativ] MCP-1 [relativ]
12 . 9 *
10
8 6
6
4 3
| o B
unstimuliert FXa SFLLRN SLIGKV unstimuliert FXa SFLLRN SLIGKV
IL-6 [relativ] ICAM-1 [relativ]
10 . 8
*
8
6

. . 2

| om 1

0
unstimuliert FXa SFLLRN SLIGKV unstimuliert FXa SFLLRN SLIGKV

Abbildung 18: Effekte von FXa sowie der PAR-1 und PAR-2 agonistischen Peptide auf die

Freisetzung von IL-8, MCP-1 und IL-6 sowie der Expression von ICAM-1 bei Endothelzellen
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Bei den mononuklearen Zellen war der Effekt von SFLLRN nicht so ausgepragt wie

der von FXa, dagegen bewirkte die PAR-2 Stimulation Uberhaupt keine
nennenswerte Steigerung der Zytokinfreisetzung:

IL-8 [relativ]

MCP-1 [relativ]
10 48 *
46
8
44
6 42
40
‘ I L
4 T
2
2
. | —
unstimuliert FXa SFLLRN SLIGKV unstimuliert FXa SFLLRN SLIGKV
IL-6 [relativ]

9

- B

unstimuliert FXa SFLLRN SLIGKV

Abbildung 19: Effekte von FXa sowie der PAR-1 und PAR-2 agonistischen Peptide auf die
Freisetzung von IL-8, MCP-1 und IL-6 bei Endothelzellen
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Die Ergebnisse legen nahe, dass die Zytokinfreisetzung nach Stimulation mit FXa
uberwiegend durch eine Aktivierung von PAR-1 verursacht wird.

Um diese Hypothese zu bekraftigen, wurde bei HUVEC gleichzeitig mit Stimulation
durch FXa entweder PAR-1 oder PAR-2 gehemmt. Das Peptid YFLLRNP, das
insbesondere die PAR-2 Aktivierung inhibiert *, zeigte keinen Effekt auf die
Freisetzung von IL-8, wahrend der anti-PAR-1 Antikorper ATAP2 die Wirkung von
FXa vollstandig aufhob.

IL-8 [ng/ml]
1,4
1,2 A
1,0 A
0,8 1
0,6
0,4
0,2

0 -

- - -+ FXa
Medium ATAP2 YFLLRNP

Abbildung 20: Wirkung einer PAR-1 (ATAP2)- und PAR-2 (YFLLRN)-Inhibition auf die FXa-

induzierte IL-8 Freisetzung
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt finden sich erhohte Zeichen einer

Gerinnungsaktivierung sowie einer Entzindungsreaktion.

2. Nur der TFPI-Xa-Komplex korreliert mit den Entzundungszeichen im AMI,

nicht jedoch das Prothrombinfragment F1+2.

3. Bei Endothel- und mononuklearen Zellen induziert FXa eine spezifische,
dosis- und zeitabhangige Freisetzung inflammatorischer Zytokine auf Protein-
und RNA-Ebene.

4. FVila dagegen bewirkt weder bei Endothel- noch bei mononuklearen Zellen

eine nennenswerte Zytokinfreisetzung.

5. Die Wirkung von FXa wird Uberwiegend uber eine Aktivierung von PAR-1

vermittelt.

4.2 Zusammenhang zwischen erhéhten TFPI-Xa-Spiegeln und
zirkulierenden  inflammatorischen  Zytokinen  beim  akuten
Myokardinfarkt

Erhohte Spiegel von TFPI-Xa und dem Prothrombinfragment F1+2 weisen auf eine
Aktivierung der Gerinnungskaskade im akuten Myokardinfarkt hin. Unter normalen
Bedingungen ist die Beziehung zwischen TFPI-Xa Komplexen und F1+2 indirekt
proportional und lasst vermuten, dass TFPI-Xa die Aktivitat der Prothrombinase in

25

vivo reguliert In Situationen, in denen es zu einer Aktivierung der

Gerinnungskaskade kommt, treten jedoch erhdhte Plasmaspiegel von TFPI-Xa auf "
51,52
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Bei der Gerinnungsaktivierung im akuten Myokardinfarkt sind diese erhdhten TFPI-
Xa Spiegel, nicht aber F1+2, mit erhdhten Plasmakonzentrationen des
proinflammatorischen Zytokins IL-8 assoziiert. Dartber hinaus korrelieren im Verlauf
des akuten Myokardinfarkts die IL-6 Spiegel mit den anfanglichen TFPI-Xa Spiegeln.
Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass FXa eine proinflammatorische

Rolle im akuten Myokardinfarkt spielt, die unabhangig von Thrombin ist.

Bekannt ist, dass aktivierte GefalRendothelzellen, die die Grenze bilden zwischen
zirkulierenden Entziindungszellen und umgebendem Gewebe, zur Entstehung von
Entzindungsreaktionen beitragen, indem sie proinflammatorische Zytokine und
Chemokine sezernieren '°, wie z.B. IL-8. Die starke chemotaktische Eigenschaft von
IL-8 fir polymorphonukleare neutrophile Zellen steht im Zusammenhang mit

%8 und einem erhdhten Risiko fir ein

postischamischen Reperfusionsschaden
systemic inflammatory response syndrome (SIRS) '°. Da proinflammatorische
Vorgange bei akuten Koronarsyndromen eine der wichtigsten Einflussgréf3en fir die
Prognose zu sein scheinen " & 1% 16. 27,32 35,36, 37, 46. 64 "y ann die Kenntnis Uber
Ursachen flur derartige Entzindungsreaktionen zur Entwicklung von neuen

Therapieansatzen beitragen, die den klinischen Verlauf verbessern.

Bisher zeigten antiinflammatorische Behandlungen keinen eindeutigen Nutzen fur
Patienten mit akutem Myokardinfarkt 2*. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass eine
Therapie mit FXa Inhibitoren Thrombininhibitoren tberlegen ist. Insbesondere konnte
gezeigt werden, dass eine Behandlung mit niedermolekularem Heparin, das im
Gegensatz zu unfraktioniertem Heparin auch anti-FXa Aktivitat besitzt,

Entziindungsreaktionen in vitro und in vivo reduziert 123444,

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Protease FXa Uuber
inflammatorische Fahigkeiten verfugt, die nicht durch Thrombin vermittelt sind. Darin
konnten die nicht nur antikoagulatorischen sondern auch antiinflammatorischen
Wirkungen von FXa-Inhibitoren im akuten Myokardinfarkt begriindet sein. Auch in
experimentellen Studien wurde belegt, dass eine antikoagulatorische Therapie nicht
nur die Gerinnungsaktivierung hemmt, sondern auch Entziindung reduziert ™ 2> %,
Diese Resultate bekraftigen die Hypothese eines Zusammenhangs zwischen

Gerinnungsaktivierung und Zytokinfreisetzung in vivo.
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4.3 Bedeutung von FXa und FVila und Rolle der Protease-
aktivierten Rezeptoren

Die Feststellung, dass TFPI-FXa, nicht jedoch Prothrombinfragment F1+2, mit IL-8
bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt korreliert, l1asst vermuten, dass FXa mehr
noch als Thrombin zu den akuten Entzindungsreaktionen im akuten Myokardinfarkt
beitragt.

In genetischen Studien

wurde eine Aktivierung von Protease-aktivierten
Rezeptoren als Voraussetzung flr die Signaltransduktion von FXa identifiziert. Die
Bedeutung der PAR-Aktivierung fur die Zytokinfreisetzung von Endothelzellen und
mononuklearen Zellen wird in der vorliegenden Arbeit durch die in vitro Experimente
mit agonistischen Peptiden untermauert. In diesen Versuchen wird die Rolle von
PAR-2 zwar madglicherweise unterschatzt, da PAR-2 auf Endothel- und
mononuklearen Zellen in viel geringerem Maly vorhanden ist als PAR-1, aber im
Gegensatz zu PAR-1 nach Stimulation mit Zytokinen verstarkt exprimiert 0 und in
atherosklerotischen GefaRen hochreguliert wird 2°. AuRerdem besteht die
Mdglichkeit, dass das PAR-1 aktivierende Peptid SFLLRN auch PAR-2 aktivieren
kann "% 3% 34 Jedoch wurde die FXa induzierte Zytokinfreisetzung nach Inhibition von
PAR-1 vollstandig aufgehoben, was darauf hinweist, dass die Aktivierung von PAR-1

fur die beobachtete Entziindungsreaktion nach Stimulation mit FXa ausreichend ist.

Im Gegensatz zu FXa bewirkte FVlla keine nennenswerte Steigerung der
Zytokinproduktion sowohl von Endothel- als auch von mononuklearen Zellen. Dabei
mussen allerdings zwei Faktoren berucksichtigt werden: Zum einen bendtigt FVlla
als Rezeptor auf der Zelloberflache Tissue factor, der auf Endothel- und
mononukledren Zellen nur gering bzw. fast gar nicht exprimiert wird *°. Zum anderen
ist PAR-2, der hauptsachlich fur die Signalubermittlung von FVlla verantwortlich ist
12 auf diesen Zellen in wesentlich geringerem Mal vorhanden als PAR-1. Doch auch
hier muss darauf hingewiesen werden, dass auller PAR-2, wie oben beschrieben,
auch Tissue factor nach Zytokinstimulation verstarkt exprimiert wird ** *°. Dadurch

kdnnte FVlla in atherosklerotischen GefaRen ® und im akuten Herzinfarkt * eine
weitaus groflere Bedeutung besitzen, als die Ergebnisse dieser Arbeit vermuten

lassen.
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Die Aktivierung von kardialen Leukozyten im akuten Myokardinfarkt und ihre
Freisetzung von IL-8 und Thrombomodulin spiegeln die Stimulierung der
Endothelzellen und Leukozyten im reperfundierten Herzmuskel wider und konnten
zur Entstehung von systemischen Entziindungsreaktionen beitragen *°. Da die
Bildung eines intrakoronaren Thrombus der Entwicklung eines Myokardinfarkts
vorausgeht, konnten aktivierte Gerinnungsfaktoren Endothelzellen und Leukozyten
stimulieren. Somit entsteht moglicherweise uber die Aktivierung von PARs im
Infarktareal ein Zusammenhang zwischen der Bildung von FXa und der Freisetzung
inflammatorischer Zytokine.

Dies konnte der Mechanismus sein, der der beobachteten Korrelation von
zirkulierendem TFPI-Xa und IL-8 im akuten Myokardinfarkt zugrunde liegt. Eine
antikoagulatorische Therapie mit anti-FVlla oder anti-FXa Komponente ist daher
einer reinen Thrombininhibition eventuell Uberlegen, weil sie neben der
Thrombinbildung auch die PAR-Aktivierung verhindert. Auf diesem Weg besitzt sie
eine zusatzliche antiinflammatorische Wirkung, die einer Therapie mit

Thrombininhibitoren oder Heparin alleine fehlt.

4.4 Spezifitat

Bei Experimenten, die sich mit den =zellularen Effekten verschiedener
Gerinnungsfaktoren befassen, besteht stets die Gefahr der Aktivierung
interferierender Proteasen. Aus diesem Grund wurden die beschriebenen Versuche
in Abwesenheit von Serum durchgeflhrt, welches derartige Proteasen enthalt. Da die
Stimulation der IL-8 Freisetzung durch FXa einzig durch die Gegenwart eines FXa-
Inhibitors, nicht jedoch eines Thrombininhibitors, neutralisiert wurde, kann von einer

Spezifitat der beobachteten Effekte fur FXa ausgegangen werden.

Seite 43



4.5 Interleukin-6

Die Auswirkungen von FXa auf die Produktion der verschiedenen Zytokine sind
unterschiedlich. Interleukin-8 wurde sowohl bei Endothel- als auch bei
mononuklearen Zellen auf RNA- und Proteinebene induziert. Fur Interleukin-6
dagegen zeigte sich zwar nach 20stindiger Stimulation ein Anstieg der
Proteinfreisetzung, die RNA-Konzentrationen waren nach nur 2 Stunden aber nicht
erhoht. Berlcksichtigt man, dass bei den Patienten mit akutem Myokardinfarkt die IL-
6 Spiegel erst nach 24 Stunden mit den anfanglichen TFPI-FXa Spiegeln korrelierten,
liegt die Vermutung nahe, dass IL-6 nicht unmittelbar durch FXa induziert wird,

sondern eventuell erst durch die Freisetzung anderer Zytokine wie IL-8.

Um dieser Vermutung nachzugehen, konnte in Experimenten, die uber die
vorliegende Arbeit hinausgehen, die IL-6 Freisetzung von Endothelzellen durch einen
anti-IL-8-Antikérper gehemmt werden, der produziertes IL-8 bindet und inaktiviert.
Allerdings war IL-8 alleine fur die Induktion von IL-6 nicht ausreichend, da eine
Stimulation mit rekombinantem IL-8 keinen Anstieg der IL-6 Konzentrationen
bewirkte. Mdglicherweise ist die Bildung von IL-8 also eine notwendige, aber nicht
hinreichende Bedingung fur die Produktion von IL-6. Die genauen Mechanismen

mussten jedoch noch in weiteren Versuchen erforscht werden.

Seite 44



5 Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine Gerinnungsaktivierung im akuten
Myokardinfarkt und legen einen Mechanismus dar, wie Gerinnungsfaktor FXa

systemische IL-8 Konzentrationen erhéhen kann.

Bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt sind Entzindungszeichen und Parameter
der Gerinnungsaktivierung erhoht. Dabei besteht eine Korrelation zwischen den
Spiegeln von TFPI-FXa Komplex und proinflammatorischen Zytokinen. Im Gegensatz
dazu steht die Bildung von Thrombin, die anhand des Prothrombinfragments F1+2

gemessen wurde, in keinem Zusammenhang mit den Entzindungsparametern.

In vitro induziert FXa die Freisetzung der proinflammatorischen Mediatoren IL-8, IL-6
und MCP-1 durch Endothelzellen und mononukleare Zellen. In Weiterfihrung

bisheriger Studien 3 ©2

wurde die Transkriptionsaktivierung von IL-8 und MCP-1
durch FXa bei Endothelzellen und die Zytokinfreisetzung durch FXa bei
mononuklearen Zellen nachgewiesen. Die Funktionsweise der IL-6 Freisetzung

erfordert weitergehende Untersuchungen.

FXa Inhibitoren kdonnen somit die Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren
reduzieren, die moglicherweise uber eine Aktivierung von Protease-aktivierten
Rezeptoren vermittelt wird. Da das Ausmal® der Entzindungsreaktionen fir die
Prognose von Patienten mit akutem Myokardinfarkt entscheidend ist, kdnnte die
Inhibition der Gerinnungskaskade an einem Schritt vor der Bildung von Thrombin den

klinischen Verlauf glinstig beeinflussen.
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6 Verzeichnisse

6.1 Abkilrzungen

AMI
ATAP2
CK
CRP

Cr

DNA
EDTA
F1+2
FAM
FVlla
FXa
GAPDH
HUVEC
ICAM
IE

IL

LAD
MC53255
MCP
MW
PAR
PBS
PCR
PE
RCA
RCx
RNA
RPMI
SAP

akuter Myokardinfarkt
anti-PAR-1 Antikorper
Creatinkinase

C-reaktives Protein

Zykluszahl bei Uberschreiten des Schwellenwerts

Desoxyribonukleinsaure
Ethylendiamintetraacetat
Prothrombinfragment
6-carboxy-fluorescein

aktivierter Gerinnungsfaktor VII
aktivierter Gerinnungsfaktor X
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Endothelzellen von humanen Umbilikalvenen
interzellulares Adhasionsmolekul
internationale Einheiten

Interleukin

left anterior descending coronary artery
synthetischer FXa-Inhibitor
Monozyten-chemotaktisches Protein
Mittelwert

Protease-aktivierter Rezeptor
Phosphat-gepufferte Salzlésung
Polymerasekettenreaktion
Phycoerythrin

right coronary artery

ramus circumflexus

Ribonukleinsaure

Roswell Park Memorial Institute

stabile Angina pectoris
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SD
SFLLRN
SIRS
SLIGKV
TIMI

TF

TFPI
UNG

Standardabweichung

aktivierendes Peptid fir PAR-1 (Aminosaurensequenz)
systemic inflammatory response syndrome
aktivierendes Peptid fur PAR-2 (Aminosaurensequenz)
Thrombolysis in Myocardial Infarction

Tissue factor

Tissue factor pathway inhibitor

Uracil-N-Glykosylase
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