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Abstrakt

Hintergrund:  Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a) wird infolge eines akuten
Myokardinfarktes (AMI) vermehrt freigesetzt und spielt eine relevante Rolle bei der Entstehung
von ungiinstigen kardialen Remodeling im Verlauf. Die Interaktion zwischen dem vor kurzem
bekannt gewordenen inaktiven Rhomboid-Protein 2 (iRhom2) und des TNF-alpha converting
enzyme (TACE) ist essentiell fiir die Abspaltung von 16slichem TNF-o von der Zelloberfliche
myeloischer Zellen. Wir nehmen daher an, dass die mRNA-Expression von iRhom2 in Monozyten

infolge eines AMI ansteigt.

Methoden: Aus dem peripheren Blut von 50 Patienten mit AMI (NSTEMI, n = 16; STEMI, n =
34) wurden innerhalb von 24 Stunden (Tag 1) nach Krankenhausvorstellung sowie 3 Tage danach
Monozyten mittels des MACS-Isolations-Kits isoliert. AnschlieBend wurde die mRNA der
Monozyten extrahiert und die mRNA-Expression von iRhom2, TACE und TNF-a mit
quantitativer Echtzeit-Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR)
quantifiziert. Zudem wurde an Tag 1 und Tag 3 nach AMI die TNF-a-Konzentration im Serum
erhoben und die Monozyten-Subpopulationen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Als
Vergleichsgruppen dienten 50 Patienten mit koronarer Herzerkrankung (KHK) sowie 25 junge,

gesunde Probanden.

Ergebnisse: Von Tag 1 zu Tag 3 nach AMI zeigte sich ein signifikanter Anstieg der mRNA-
Expression von iRhom2 in Monozyten sowie der TNF-a-Konzentration im Serum (p = 0.012 bzw.
p <0.001). Das mRNA-Expressionsniveau an Tag 3 nach AMI war dhnlich dem von Patienten mit
KHK. Die iRhom2-Expression in Monozyten war 3 Tage nach AMI positiv mit der mRNA-
Expression von TACE (r=0.72, p <0.001), der Serum-TNF-a-Konzentration (»=0.33, p=0.019)

und dem Anteil zirkulierender intermedidrer Monozyten (r = 0.37, p = 0.009) assoziiert.

Schlussfolgerung: Infolge eines AMI steigt die iRhom2-mRNA-Expression parallel zu der
Serum-TNF-a-Konzentration und dem Anteil intermedidrer Monozyten im Blut an und erreicht
jeweils Level vergleichbar mit denen von Patienten mit manifester KHK. Diese Beobachtungen
suggerieren, dass iRhom?2 {iber die Modulation der TNF-a-Sekretion in myeloischen Zellen an
den potentiell schddlichen inflammatorischen Prozessen nach einem AMI beteiligt ist und daher

als neuartiges therapeutisches Target in Frage kommt.
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Abstract

Purpose: Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) is released by immune cells in the course of acute
myocardial infarction (AMI) and involved in impaired recovery of myocardial function and
adverse cardiac remodeling. The interaction of recently discovered inactive rhomboid protein 2
(IRhom2) with the TNF-alpha converting enzyme (TACE) is required for proper shedding of
soluble TNF-a from the cell surface of immune cells. We hypothesized that iRhom?2 expression

increases in monocytes of patients with AMI.

Methods: Monocytes were MACS-sorted from peripheral blood from 50 patients with AMI
(NSTEMI, n = 16; STEMI n = 34) at the day of admission (day 1) and 3 days after admission as
well as from 50 patients with stable coronary artery disease (CAD), and 25 young and healthy
volunteers as comparison groups. mRNA was isolated from sorted monocytes and expression
levels of iRhom2, TACE and TNF-a were evaluated by real-time quantitative reverse transcription
PCR (RT-gPCR). TNF-a protein levels were assessed in the serum. Levels of circulating classical,

intermediate and non-classical monocyte subsets were determined by flow cytometry.

Results: There was a significant increase of iRhom2 mRNA expression in monocytes and TNF-a
levels in the serum at day 3 after AMI compared to day 1 (p=0.012 and p<0.001, respectively).
Expression levels on day 3 were similar to those observed in patients with stable CAD. The
increased iRhom?2 expression in monocytes on day 3 was associated with increased levels of TACE
mRNA expression (r=0.72, p<0.001), elevated serum TNF-a levels (r=0.33, p=0.019) and higher

levels of circulating intermediate monocytes (r=0.37, p=0.009).

Conclusions: Following AMI, iRhom?2 expression in monocytes increases in parallel to TNF-a. in
the serum and levels of intermediate monocytes in the blood, reaching levels found in individuals
with manifest CAD. These findings suggest that iRhom?2 contributes to the potentially harmful
inflammatory processes during AMI via regulation of TNF-oo and may therefore serve as a

potential therapeutic target.
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1. Einleitung

1.1. Definitionen: Koronare Herzerkrankung und akutes Koronarsyndrom

Als koronare Herzerkrankung (KHK) bezeichnet man die Manifestation der Arteriosklerose an
den Koronararterien des Herzens. Die Arteriosklerose ist eine chronisch entziindliche Erkrankung
der Arterien, die zur Einengung des Lumens der betroffenen Gefdle und in der Folge zu einer
Minderperfusion (Ischdmie) des Herzmuskels mit konsekutivem Ungleichgewicht zwischen
Sauerstoff-Angebot und Sauerstoff-Bedarf fiihren kann.! In Abhéngigkeit vom Auspragungsgrad
der Perfusionseinschrinkung tritt ein solches Missverhiltnis erst bei vermehrter Herzarbeit, zum
Beispiel unter korperlicher Belastung, oder bereits in Ruhe auf.? Typische klinische Korrelate des
myokardialen Sauerstoffmangels sind der retrosternale Brustschmerz, Angina pectoris (AP)

genannt, oder auch Luftnot (Dyspnoe).

Die KHK wird in das chronische Koronarsyndrom (CCS) und das akute Koronarsyndrom (ACS)
unterteilt. Der Terminus der stabilen KHK wurde mit der aktuellen European Society of
Cardiology (ESC)-Leitlinie 2019 verlassen und durch das CCS ersetzt, um der Dynamik der
Erkrankung hinsichtlich arteriosklerotischen Plaqueverdnderungen im Verlauf Rechnung zu
tragen und um dem Eindruck eines allzeit stabilen oder nicht verdnderbaren Zustandes

entgegenzuwirken.’

Klinisch wichtig ist dariiber hinaus die klinische Unterscheidung zwischen der stabilen und
instabilen AP. Wihrend ein symptomatischer Sauerstoffmangel am Herzen (Myokardischdmie)
bei der stabilen AP reversibel und typischerweise erst durch korperliche oder auch psychische
Belastung ausldsbar und reproduzierbar ist, tritt die instabile AP bereits in Ruhe oder unter
minimaler Belastung auf.? Bei der stabilen AP bessern sich die anfallsartigen und meist nur wenige
Minuten andauernden Beschwerden infolge korperliche Ruhe oder der Applikation von
Vasodilatatoren wie Nitroglycerin. Bei der instabilen AP ldsst sich auf diese Weise hingegen keine
sichere Besserung der Symptomatik erreichen und sie stellt einen per Definition
lebensbedrohlichen Zustand dar. Die instabile AP kann aus einer initial stabilen AP-Symptomatik

(AP-S) hervorgehen.

Gemeinsam mit dem Myokardinfarkt und ploétzlichen Herztod gehort die instabile AP zu der

Gruppe der akuten Koronarsyndrome, welche den stabilen Phasen des CCS gegeniiberstehen.

10
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In Abgrenzung zum akuten Myokardinfarkt (AMI) kommt es bei der instabilen AP zu keinem
irreversiblen Untergang von Kardiomyozyten (Myokardnekrose) und somit nicht zu einem
Anstieg von Biomarkern (wie z.B. Troponin) einer Myokardnekrose im Blut. Ischdmie-typische
Elektrokardiogramm (EKG)-Verdnderungen konnen wéhrend des Anfalls auftreten, aber auch
fehlen. Die tempordr ischdmische Stoffwechsellage der instabilen AP kann sich entweder
stabilisieren oder in einen dauerhaft ischimischen Zustand mit Myokardnekrose und somit einem

AMI tiibergehen.

Der AMI ist definiert als eine regionale Myokardnekrose infolge eines anhaltenden Verschlusses
einer oder mehrerer Koronararterien. Im klinischen Setting kann die Diagnose gestellt werden,
wenn sich diagnostische Hinweise auf den Untergang von Herzmuskelgewebe in Verbund mit dem
Auftreten infarkt-typischer Symptome ergeben.* Leitsymptom des AMI ist die AP-S. Eine
Schmerzausstrahlung in den linken Arm, Kiefer oder Schmerzen im Epigastrium sind moglich.
Zusitzlich kénnen Luftnot und vegetative Begleitsymptome wie KaltschweiBigkeit, Ubelkeit
sowie Angst auftreten. Grundsitzlich gilt es jedoch zu beachten, dass ein Infarkt auch ohne
typische Symptome ablaufen kann (stummer Infarkt), z.B. bei Patienten mit einem Diabetes

mellitus.* Haufig stellt ein AMI die klinische Erstmanifestation einer KHK dar.’

Pathophysiologisch kommt es in der Mehrzahl der Fille zur Ruptur eines instabilen,
arteriosklerotischen Plaque mit intraluminaler Thrombus-Bildung, der die Koronararterie verlegt
und den Blutfluss distal der Ruptur limitiert.® Es kommt zur Ischdmie des distal des Verschlusses

gelegenen Myokardareals mit moglicher Myokardnekrose.*

Es wird der ST-Hebungs-Myokardinfarkt (STEMI) von dem Nicht-ST-Hebungs-Myokardinfarkt
(NSTEMI) anhand des vorliegenden elektrokardiographischen Befundes unterschieden. Wéhrend
es beim STEMI zu einer Hebung der ST-Strecke oder einem neu aufgetretenen
Linksschenkelblock im EKG kommt, zeigen sich beim NSTEMI keine oder unspezifische
elektrokardiographische Verdnderungen wie ST-Senkungen, transiente ST-Hebungen und/oder T-
Wellen-Veridnderungen.” Pathologisches Korrelat der ST-Strecken-Hebungen ist die transmurale

Ausdehnung eines Infarktes.

1.2. Komplikationen des akuten Myokardinfarkts

Obwohl die Fortschritte in der akuten und langfristigen Therapie des AMI zu einer deutlichen

Reduktion der Todesraten gefiihrt haben, zdhlt der AMI weiterhin zu den héufigsten

11
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Todesursachen weltweit.*®° In Deutschland stellt die KHK gemeinsam mit dem AMI sowohl bei

Minnern als auch bei Frauen die hiufigste Todesursache dar.!°

Patienten, die einen Herzinfarkt {iberleben, sind dariiber hinaus einem deutlich erhéhten Risiko fiir
das Auftreten von weiteren schwerwiegenden kardiovaskuldren Komplikationen wie
Herzrhythmusstorungen, erneuten Myokardinfarkten, Schlaganféllen sowie der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz ausgesetzt.!''!> Dabei stellt die Herzinsuffizienz die zahlenmiBig héufigste
Komplikation nach einem AMI dar und ist gleichzeitig einer der bedeutendsten Faktoren
hinsichtlich der Prognose betroffener Patienten.'* Etwa 30-45% der Patienten mit AMI entwickeln
im Anschluss an das Ereignis eine Herzinsuffizienz, deren Ursache im sogenannten kardialen bzw.
ventrikuldren Remodeling liegt.!! Obwohl die Mortalitit der Patienten mit Herzinsuffizienz
infolge eines AMI in den letzten Jahrzehnten durch gezielte therapeutische Mafinahmen wie der
Perkutanen transluminalen coronaren Angioplastie (PTCA)/Stentimplantation oder dem Einsatz

5 reduziert werden

von Angiotensinkonversionsenzym (ACE)-Hemmern und Beta-Blockern®!
konnte, bleibt insbesondere die ldngerfristige Sterblichkeit hoch und die Herzinsuffizienz eine
hdufige und ernstzunechmende Komplikation mit hoher Krankheitslast.!! Ein Umstand, der die

Notwendigkeit neuartiger spezifischer Therapien verdeutlicht.

1.3. Grundlagen des kardialen Remodeling

Durch den Untergang von Kardiomyozyten und dem Verlust kontraktiler Einheiten kommt es nach
dem AMI zu einem plotzlichen Anstieg der himodynamischen Belastung des Herzens.!¢ In der
Folge werden eine Vielzahl von neurohumoralen, molekularen, zelluldren und interstitiellen
Prozessen in Gang gesetzt, die im Verlauf zu tiefgreifenden Verdnderungen der ventrikuldren
Topographie und Architektur fiihren konnen.!%!8 Diese Umbauprozesse werden unter dem Begriff
des kardialen Remodelings zusammengefasst und beschreiben die strukturelle Verdnderung des

Herzens hinsichtlich GroBe, Masse, Form und Funktion.!'%-?°

Erste Verdnderungen am Herzen treten in der Regel bereits in den ersten Stunden?! nach einem
AMI auf und schreiten in den darauffolgenden Wochen und Monaten bis zu zwei Jahre nach dem
Ereignis voran.?>? Betroffen sind sowohl das Infarktareal selbst als auch, mit etwas Verzégerung,
die ibrigen Areale des Herzens.>*?¢ Die initialen morphologischen Folgen umfassen die
Ausdiinnung, Dehnung und Vernarbung des infarzierten Areals, was zu einer Dilatation der

Ventrikel fithren kann.?’?8 Dieser Prozess wird als Infarktausbreitung bezeichnet.?
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Am Ende dieses Prozesses steht der Verlust der elliptischen Herzform hin zu einer zunehmend
dilatierten sphérischen Form, eine reduzierte linksventrikulire Ejektionsfraktion (LVEF) sowie

eine reduzierte diastolische Fiillung des Herzens.3%3!

Wihrend die initiale Phase des Remodelings bis zu einem gewissen Grad eine kompensatorische
Wirkung erfiillt und die Funktion des Herzens nach einem Infarkt stabilisiert bzw. aufrechterhélt,
kommt es bei einem progressiven Umbau zunehmend zu maladaptiven Effekten, welche die
Pumpfunktion des Herzens einschrinken und zu einer manifesten linksventrikuldren Dysfunktion

fiihren konnen.2226:32.33

Insbesondere das Ausmal} der linksventrikuldren Dilatation stellt noch vor der Reduktion der
Ejektionsfraktion den wichtigsten Priidiktor hinsichtlich des langfristigen Uberlebens von
Patienten nach einem AMI dar.!8223233 Sje ist mit einer progressiven linksventrikuldren
Dysfunktion, malignen ventrikuliren Arrhythmien sowie einer schlechteren Uberlebensrate

assoziiert.'$222332 Ein Umstand, der die kritische Bedeutung des Remodelings unterstreicht.

Auf zelluldrer Ebene sind sowohl die Myozyten als auch die nicht-myozytiren Zellen und
Kompartimente des Herzens involviert.!” Seitens der Myozyten sind die Umbauprozesse zunéchst
vom Verlust funktioneller Einheiten durch Nekrose und Apoptose geprigt.”” Bei den
verbleibenden vitalen Myozyten kommt es zu strukturellen Anpassungen wie Hypertrophie
infolge gesteigerter Druckbelastung und zur Zell-Elongierung infolge einer verstirkten
Volumenbelastung des Herzens.>* Im nicht-myozytiren Kompartiment dominieren Inflammation,
Bindegewebeabbau, Kollagensynthese und Fibroblastenproliferation, was zu Narbenbildung,
interstitieller Fibrose sowie einer Reorganisierung und Auflockerung des interstitiellen

Bindegewebes fiihrt.2%-?’

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Phase des kardialen Remodelings zu einer Reihe von
ungiinstigen hdmodynamischen und strukturellen Verdnderungen am Herzen fiihrt, die in einer
kardialen Dysfunktion resultieren konnen. Insbesondere das AusmalBl der linksventrikuldren
Dilatation ist dabei von prognostischer Bedeutung.’?> Gemeinsam sind die Umbauprozesse
unmittelbar an der Entstehung sowie Progression von Herzinsuffizienzen beteiligt und haben
wesentlichen Einfluss auf die Prognose von Patienten nach einem AMI.!%2%33 Der Entwicklung
neuer Therapiekonzepte zur Begrenzung von ungiinstigem kardialen Remodeling kommt daher

auch in Zukunft eine wichtige Bedeutung zu.
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1.4. Inflammation als Ursprung des Remodelings

Infolge der Freisetzung intrazelluldrer Bestandteile aus nekrotischen und geschédigten Myozyten
wird das angeborene Immunsystem aktiviert und eine intensive inflammatorische Reaktion

ausgelost.*

Es kommt zur Freisetzung von zahlreichen Zytokinen, Chemokinen und Hormonen durch
Leukozyten, Endothelzellen, Kardiomyozyten und Fibroblasten sowie zur konsekutiven Migration
und Akkumulation verschiedener Leukozyten im Myokard.’® Das Resultat ist eine komplexe
sterile Entziindung, an deren Ende die Abheilung des Gewebeschadens sowie der Ersatz des

nekrotischen Areals durch kollagenes Narbengewebe steht.?”

Fiir einen optimalen Heilungsprozess ist eine angemessene, lokal begrenzte und rechtzeitige
Initiierung sowie Auflosung des Entziindungsprozesses entscheidend.’® Umgekehrt fiihrt eine
iiberschieende oder verldngerte Entziindungsreaktion zu einer unzureichenden Abheilung,
langfristigen Gewebeschidden, erhohten Zellverlusten, der Ausbildung von minderwertigem
Narbengewebe.**#! Auch die ortliche Ausbreitung der Entziindungsprozesse auf das nicht
infarzierte Myokard kann den Gewebeschaden vergroern und sich nachteilig auf die

41,42

Herzfunktion im Verlauf auswirken. Zustinde chronischer, exzessiver und Ortlich

ausgebreiteter Inflammation stellen daher eine wichtige Ursache fiir das Auftreten von

ungiinstigem und progressivem Remodeling dar.3%3

Eine Fiille an wissenschaftlicher Evidenz deutet mittlerweile darauf hin, dass pro-
inflammatorische Zytokine eine wichtige Rolle bei der Regulierung von Funktion und Struktur
des Herzens spielen. Bereits 1996 postulierten Seta et al. die sogenannte ,,Zytokin-Hypothese®,
wonach die Progression der Herzinsuffizienz zumindest in Teilen das Resultat von Zytokin-

Wirkungen in der Zirkulation und am Herzen darstellt.*

Eines der Schliissel-Zytokine ist dabei Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a). TNF-a ist ein pro-
inflammatorisches Zytokin, welches von nahezu allen Zellen des Korpers in Reaktion auf Stress
freigesetzt werden kann.** Aufmerksam wurde man auf TNF-o in Zusammenhang mit der
Herzinsuffizienz, als sich zeigte, dass TNF-a bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz in
erhohten Konzentrationen im Serum vorkommt und diese Patientenpopulation folglich Zeichen
einer systemischen Inflammation aufweist.**’ Auch im Myokard konnten bei bestehender
Herzinsuffizienz erhohte TNF-o-Konzentrationen nachgewiesen werden, wéihrend es im gesunden

Herzen nicht wesentlich vorliegt.*®
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Nachfolgende Untersuchungen zeigten, dass die TNF-o-Konzentration im Serum mit dem
Schweregrad der Herzinsuffizienz korreliert* und gleichzeitig einen unabhingigen Pradiktor fiir

die Mortalitit und Prognose herzinsuffizienter Patienten darstellt.>%->

Tierexperimentelle Studien zur kausalen Untersuchung dieser Zusammenhinge zeigten, dass sich
durch die Gabe ausreichend hoher Konzentrationen von TNF-a sowohl peripher als auch
intrakardial die fiir eine Herzinsuffizienz typischen Verdnderungen, einschlieBlich Hypertrophie,
Fibrose, Ventrikeldilatation, Wandverdiinnung und kontraktiler Dysfunktion hervorrufen
lassen.*>¢ Verschiedene Mausmodelle mit gezielter kardialer Uberexpression von TNF-a
resultierten ebenfalls in Abhiingigkeit vom Ausmal der Uberexpression in unterschiedlich schnell
auftretender und unterschiedlich schwer ausgeprégter linksventrikuldrer Dysfunktion aufgrund

543657 Diese Erkenntnisse unterstiitzen die Giiltigkeit der

von Remodelingprozessen.
Zytokinhypothese und deuten darauf hin, dass TNF-a eine pathophysiologisch relevante Rolle

beim Remodeling sowie der Entstehung von Herzinsuffizienzen zukommt.

Die Myokardischdamie stellt gemeinsam mit der mechanischen Dehnung des Herzmuskelgewebes
die beiden potentesten Trigger flir die Freisetzung von TNF-a durch kardiale
Gewebekompartimente dar.’® Eine weitere wichtige Quelle fiir Zytokine stellen ins Myokard

eingewanderte Leukozyten dar.>

TNF-a hat diverse Wirkungen auf nahezu alle Zellen, die vom Gewebeschaden infolge eines AMI
betroffen und an den Reparaturmechanismen im Herzmuskel beteiligt sind.>” Effekte entfaltet
TNF-a iiber die Bindung und Aktivierung der beiden Zelloberflachenrezeptoren TNF-Rezeptor
Typ 1 (TNFR1) und TNF-Rezeptor Typ 2 (TNFR2).* Beide Rezeptoren finden sich an der
Zelloberfliche der meisten Zellen des Herzens, einschlieBlich der Kardiomyozyten selbst.%
Wihrend TNF-a im gesunden Herzen nicht wesentlich exprimiert wird™®, ist es im Rahmen eines
AMI eines der ersten Zytokine, die lokal freigesetzt werden und in erhohten Konzentrationen
sowohl im geschidigten als auch intakten Myokard nachweisbar sind.?*#435-6! Parallel dazu kommt

es zu einem systemischen Anstieg von peripherem TNF-o im Serum. 666

Wiéhrend TNF-o genau wie die Entziindungsreaktion insgesamt in einem kurzfristigen und
selbstlimitierenden Rahmen eine adaptive, sich glinstig auswirkende Antwort auf den
Gewebeschaden darstellt und der Heilung dient, kommt es bei einer langfristigen und iibermaBigen

Zytokin-Freisetzung zunehmend zu maladaptiven und dysfunktionalen Effekten auf das Herz.*
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So scheinen geringe TNF-o-Konzentrationen protektive Effekte zu haben, wihrend hohe

Konzentrationen eher schiddliche Wirkungen auf das Myokard entfalten konnen.®’

Die Stimulation von Kardiomyozyten durch TNF-a hat zahlreiche Effekte auf die Funktion und
Struktur der Zellen, die beim kardialen Remodeling von Bedeutung sind. Hierzu gehoren erhdhte
Zellverluste durch eine Steigerung der Apoptoserate®®7°, Hypertrophie’! sowie eine Abnahme der

Kontraktilitit von Kardiomyozyten’>7?,

Neben den Myozyten wird auch die extrazellulire Matrix (ECM) des Herzens durch TNF-a
beeinflusst. TNF-a aktiviert Kollagen-abbauende Matrix-Metalloproteasen (MMP) einerseits und
hemmt die Kollagensynthese andererseits.”* Dies fiihrt zu einer Auflockerung des kollagenen
Bindegewebes, welches die Myozyten umgibt und zusammenhidlt, und in der Folge

Verinderungen in der Architektur des Herzens verursachen kann.”

Verschiedene Studien an Mausmodellen, die kardiales TNF-a {iberexprimierten, fiihrten zu
progressiver linksventrikuldrer Dilatation und ergaben, dass die vermehrte MMP-Aktivierung
durch TNF-o und der daraus resultierende Kollagen-Abbau in Teilen dafiir verantwortlich
war,>3457.76 Hierzu passen auch die Erkenntnisse von Ono et al., die im Tiermodell (Ratten)
feststellten, dass die Konzentration von TNF-o in der Ventrikelwand nach AMI mit dem
enddiastolischen linksventrikulédren Durchmesser und somit dem Ausmafl der Kammerdilatation
korrelierte.®! Ein Mausmodell ohne TNF-o-Produktion fiihrte hingegen zu einer geringeren
Expression von MMPs im Vergleich zum Wildtyp und entwickelten eine signifikant geringere

linksventrikuldre Dilatation infolge eines AMIL.”

Neben Konzentration und Wirkdauer von TNF-a, spielen auch die Rezeptoren TNFR1 und
TNFR2 eine wichtige Rolle dabei, ob das Zytokin eher schddliche oder protektive Wirkungen auf
das Myokard entfaltet. So konnte man im Mausmodell zeigen, dass TNF-a in Abhédngigkeit vom
gebundenen TNF-a-Rezeptor zu entgegengesetzten Effekten hinsichtlich Inflammation,
Remodeling und ventrikuldrer Dysfunktion nach einem AMI fithren kann. Widhrend die
Stimulation von TNFR1 durch TNF-a all diese Prozesse verschlechterte, zeigten Mduse mit
ausschlieflicher TNFR2-Expression und Stimulation einen signifikant giinstigeren Verlauf
hinsichtlich des kardialen Remodelings.”®-%° Ungiinstiges, linksventrikuldres Remodeling durch

TNF-a scheint daher am ehesten iiber die Bindung an TNFR1 vermittelt zu werden.
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Zusammengenommen verdeutlichen diese Erkenntnisse, dass TNF-a nach einem AMI zu
Ventrikeldilatation, Ausdiinnung der Infarktnarbe sowie Fibrosierung der Ventrikel beitriagt.>>768!1
Die prd- oder postischdmische, pharmakologische oder genetische Inhibition von TNF-a in
diversen Tiermodellen des AMI oder der Herzinsuffizienz fiithrte umgekehrt zu einer signifikanten
Reduktion der InfarktgroBe®?®’, weniger Nekrose®, verbesserter kardialer Funktion®’%,

verbesserten linksventrikuldren Driicken® sowie Uberleben®.

Es ist dariiber hinaus beschrieben, dass erhohte TNF-a-Konzentrationen im Serum kardiales
Remodeling unabhédngig von hdmodynamischen Verdanderungen infolge eines AMI bewirken
kénnen und daher pathophysiologisch relevant sind. So konnte in einem
Herztransplantationsmodell der Ratte gezeigt werden, dass ein zusdtzlich ins Abdomen
transplantiertes und an den Koronararterien ligiertes Herz morphologische und funktionelle
Auswirkungen auf das rdumlich von ihm entfernte thorakale Herz hatte; das vom Infarkt nicht
direkt betroffene thorakale Herz zeigte ebenfalls typische Zeichen des kardialen Remodelings.
Diese Verdanderungen am Herzen gingen mit einem signifikanten Anstieg von TNF-oo sowohl im
Serum als auch im Gewebe des eigentlich gesunden Herzens einher. Die negativen Effekte von
TNF-a auf das thorakale Herz konnten durch die Gabe eines TNF-a-Antagonisten aufgehoben

werden.”!

Zusammenfassend lésst sich ableiten, dass eine anhaltende und/oder exzessive TNF-a-Freisetzung
infolge eines AMI im Rahmen kardialer Inflammation sowohl durch die Beeinflussung der
Myozyten selbst als auch durch seine Effekte auf die restlichen Kompartimente des Herzens eine
relevante Rolle bei der Entstehung und Progression von linksventrikuldren Remodeling einnimmt.
Aufgrund der tragenden Rolle kardialer Inflammation nach AMI konnte die therapeutische
Beeinflussung ausgewihlter inflammatorischer Zytokine wie TNF-a Moglichkeiten bieten,
kardiale Reparaturprozesse zu optimieren und das Auftreten von ungiinstigem Remodeling sowie

die Entstehung einer Herzinsuffizienz zu verhindern.

Dass eine therapeutische Beeinflussung des kardialen Remodelings einen positiven Effekt auf die
langfristige Prognose eines Patienten nach AMI haben kann, zeigt bereits heute der Einsatz von
ACE-Hemmern sowie einigen Beta-Blockern, welche nachweislich die pathologischen

Umbauprozesse positiv beeinflussen und sogar riickgéingig machen konnen. %1%

17



Phillip van Dijck: Die Rolle von inaktivem Rhomboid-Protein 2 (iRhom?2) im akuten Myokardinfarkt

1.5. Monozyten-Subpopulationen im akuten Myokardinfarkt

Monozyten stellen einen phinotypisch und funktional heterogenen Zelltyp dar, der als Teil des
angeborenen Immunsystems wichtige Schutzfunktionen gegeniiber Pathogenen sowie bei der
Regulation von Immunantworten einnimmt. Beim Menschen werden drei Subpopulationen
anhand der Expression der zelluldren Oberflichenproteine Cluster of differentiation (CD)14 und
CD16 unterschieden.

Eine seit 2010 bestehende Nomenklatur unterteilt Monozyten dementsprechend in klassische
(CD14++, CD16-), intermedidre (CD14++, CD16+) und nicht-klassische (CD14+, CD16++)

Monozyten. 't

Wihrend die klassischen Monozyten mit einem Anteil von 80-90% die grofite Gruppe der
Monozyten im Blut darstellen, liegt der Anteil der CD16-positiven Monozyten gemeinsam bei

etwa 10-20%.101.102

Im Gegensatz zum Menschen werden im Tiermodell der Maus lediglich zwei Subpopulationen
anhand der Expression des Markers lymphocyte antigen 6 complex, locus CI (Ly6C)
unterschieden: Ly6C-high- oder Ly6C-low-Monozyten.!9:1% Vorausgegangene Untersuchungen
zu Abstammung, Transkriptom und Genexpression der beiden Monozyten-Subpopulationen
erlauben die Annahme, dass die Ly6C-low-Monozyten der Maus den nicht-klassischen
Monozyten des Menschen dhneln, wihrend die Ly6C-high-Subpopulation am ehesten mit den

klassischen und intermediéren Monozyten vergleichbar sind.!%1-19

Aus funktioneller Sicht gelten die Ly6C-high-Monozyten der Maus gemeinhin als pro-
inflammatorische Subpopulation. Ly6C-high-Monozyten infiltrieren friih entziindete Gewebe, wo
sie grofle Mengen pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a freisetzen und zum Gewebeabbau

beitragen.!96:107

Ly6C-low-Monozyten haben intravasal hingegen eher eine patrouillierende
Funktion und bilden vornehmlich anti-inflammatorische Zytokine wie Interleukin (IL)-10. Im

Gewebe sind sie insbesondere an der Abheilung von Gewebeschiden beteiligt.!6:107

Beim Menschen ist die funktionale Einteilung entsprechend ihres inflammatorischen Potentials
bislang weniger eindeutig definiert. Klassische Monozyten haben insbesondere eine
phagozytische Funktion, bilden ROS und setzen in Reaktion auf eine Stimulation mit
Lipopolysacchariden (LPS) IL-10 frei.!9%!19719 Intermediére Monozyten gelten als Subpopulation

mit hohem inflammatorischen Potential, da sie nach LPS-Stimulation die gro3ten Mengen pro-
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inflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-1p sezenieren. %8101 Im Gegensatz dazu setzen
nicht-klassische Monozyten TNF-a und IL-1[3 vor allem nach Kontakt mit Viren sowie RNA- und
DNA-Fragmenten frei.!!!

Im Rahmen eines AMI steigt die Anzahl der Monozyten im Blut signifikant an und erreicht nach
etwa 2 bis 3 Tagen ein Maximum.!'!>!!*> Monozyten sind neben den Neutrophilen die ersten

Immunzellen, die das infarzierte Myokard infiltrieren!!4!15

und représentieren wiahrend der ersten
zwei Wochen den dominierenden Zelltyp.'!'%!'” Im Myokard differenzieren die Monozyten zu
gewebsstindigen Makrophagen und sind an wichtigen Prozessen wie Phagozytose, Angiogenese

und ECM-Degradierung beteiligt.!0"-!18

Die Zellzahlen der verschiedenen Monozyten-Subpopulationen scheinen nach einem AMI
bestimmten Dynamiken zu folgen. Eine erste Studie zu diesem Thema stellte eine zweiphasige
Rekrutierung mit einem frithen Anstieg der absoluten Anzahl von klassischen Monozyten im Blut
und einem Gipfel dieser Zunahme am 3. Tag (+ 0,8 d) nach dem Ereignis fest.!'"” Hingegen war
die Anzahl an CD16-positiven Monozyten zum Zeitpunkt des AMI noch gering und stieg erst im
Verlauf kontinuierlich bis Tag 5 (£ 2,9 d) an; danach blieben diese bis Tag 12 auf stabilem Niveau
erhoht. In dieser Studie wurde innerhalb der CDI16-positiven Monozyten nicht zwischen
intermedidren und nicht-klassischen Monozyten unterschieden. In einer nachfolgenden Studie
haben Tapp et al. diese Unterscheidung vorgenommen.!?’ Hier erreichte die Anzahl der
klassischen und intermediéren Monozyten im Blut bereits innerhalb der ersten 24 Stunden einen
Gipfel und behielt diesen bis zum etwa dritten Tag nach dem Ereignis bei, bevor die Anzahl der
intermedidren Monozyten bis Tag 7 wieder abnahm. Dabei war der Anstieg der intermedidren
Monozyten besonders prominent. Wahrend die Zahl zirkulierender intermediérer und klassischer
Monozyten nach AMI anstieg, blieb die Anzahl der nicht-klassischen Monozyten weitestgehend
unverdndert.'?® Die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden Studien zeigen, dass die genaue
Dynamik und Rolle der einzelnen Monozyten-Subpopulationen beim AMI noch nicht umfassend

erforscht ist.

In der Maus ldsst sich eine biphasische Rekrutierung der Monozyten-Subpopulationen infolge
eines experimentell induzierten AMI nachweisen: In der ersten Phase wandern vornehmlich
inflammatorische =~ Ly6C-high-Monozyten ins Myokard ein und differenzieren zu
inflammatorischen M1-Makrophagen. Die Einwanderung von Ly6C-high-Monozyten erreicht am
etwa 3. Tag nach AMI einen Gipfel. Diese erste Phase ist geprdgt von Proteolyse, Phagozytose

sowie der Freisetzung von TNF-a und IL-1 und daher inflammatorischer Natur.
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In der darauffolgenden zweiten Phase dominieren ab Tag 4 Ly6C-low-Monozyten die Prozesse,
wihrend die Inflammation im Myokard zunehmend abklingt. Die Anzahl der Ly6C-low-
Monozyten erreicht am etwa 7. Tag nach AMI einen Hohepunkt. Im Gewebe differenzieren sie zu
anti-inflammatorischen M2-Makrophagen. Diese zweite Phase hat funktionell einen eher
reparativen, anti-inflammatorischen Charakter. Eine &hnliche Kinetik der Monozyten-

Subpopulationen findet sich gleichzeitig im peripheren Blut wieder.!!’

Die koordinierte Rekrutierung von Monozyten in zwei Phasen ist fiir einen ziigigen
Heilungsprozess und die Ausbildung einer stabilen Infarktnarbe von groBer Bedeutung.''4
Tierstudien, in denen das Myokard infiltrierende Makrophagen entfernt wurden, zeigten

signifikant schlechtere Heilungstendenzen und klinische Outcomes.!?!:122

Hingegen kann eine
gesteigerte oder andauernde Pridsenz von inflammatorischen Monozyten auch schidigende
Wirkungen auf das Herz entfalten und den Heilungsprozess durch dysregulierte Inflammation,
Gewebezerstorung und Fibrose storen.!?* Insbesondere eine verldngerte inflammatorische sowie
eine verklirzte reparative zweite Phase scheinen einen maladaptiven Prozess darzustellen und
konnen daher fiir das Auftreten von Remodeling priadisponierend sein.'?>!?* In mehreren
Mausmodellen konnte die Reduktion der Einwanderung von Ly6C-high-Monozyten sowohl ins
ischdmische als auch nicht-ischdmische Myokard Parameter des linksventrikuldren Remodeling
nachweislich reduzieren.'?>'? Infolge der Abwesenheit inflammatorischer Monozyten war die
126,129

Aktivitdt von MMPs sowie die Expression von TNF-a im Infarktgebiet signifikant geringer

was das reduzierte Remodeling in Teilen pathophysiologisch erkldren konnte.

Obwohl Monozyten und Makrophagen fiir die Abheilung eines Infarkts unabdingbar sind,
verdeutlichen diese Ergebnisse, dass insbesondere die inflammatorischen Monozyten zu
dysregulierter Inflammation und einer beeintrdchtigten Infarktheilung beitragen konnen. Es
konnte daher therapeutisch sinnvoll sein, die Akkumulation inflammatorischer Monozyten und
Zytokine im Myokard zu limitieren, um ungiinstiges kardiales Remodeling nach einem AMI

abzuschwéichen.

1.6. Inaktives Rhomboid Protein 2 (iRhom?2)

Vor der Freisetzung von l16slichem TNF-a (sTNF-a) wird das Zytokin zunichst als ein
transmembranes Protein (mTNF-o) an der Zelloberfldche exprimiert. Fiir die Abspaltung seiner

Ektodomine ist die Metalloprotease TNF-alpha converting Enzyme (TACE, ADAMI17)
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erforderlich.!3%13! Das dabei entstehende sSTNF-q ist primér fir die vielen biologischen Effekte

des Zytokins verantwortlich, indem es seine Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 bindet. '3

TACE wird im endoplasmatischen Retikulum (ER) als inaktives Proenzym synthetisiert. Damit
TACE in seine biologisch aktive Form tiberfiihrt wird, muss es in den Golgi-Apparat transportiert
werden, wo seine Pro-Doméne durch die Furin-Type-Pro-Protein-Convertase (Furin) abgespalten
wird.!3® Das aktivierte TACE wird dann weiter zur Zelloberfliche transferiert, wo es seine

Substrate wie TNF-a, durch Abspaltung der Ektodoméne freisetzt.!**

Mittlerweile ist bekannt, dass die erst vor einigen Jahren erstmals beschriebene Pseudoprotease
inaktives Rhomboid Protein 2 (iRhom2), ein katalytisch inaktives Mitglied aus der Familie der
Rhomboid-Proteasen, eine entscheidende Rolle bei diesem Prozess spielt. iRhom2 ist
hauptséchlich im ER sowie im Golgi-Apparat lokalisiert.!**!3> Im ER bindet iRhom2 inaktives
TACE und ist fiir den Transfer in den Golgi-Apparat mitverantwortlich.!3%!3¢ iRhom2 wird primér
in Leukozyten und insbesondere in Makrophagen exprimiert, wahrend es in allen anderen Zellen
lediglich in vergleichsweise geringen Mengen vorkommt.!3%136 In Reaktion auf inflammatorische
Stimuli konnen iRhom2 und TACE innerhalb kurzer Zeit aktiviert werden und die Freisetzung von

TNF-a und somit eine Entziindungsreaktion initiieren.'3’

Aufgrund dieser Funktion weisen iRhom?2-defiziente Maiuse spezifische inflammatorische
Verdnderungen auf. So zeigen sie nach Stimulation mit LPS nahezu keinen Anstieg von TNF-a
im Serum wihrend andere pro-inflammatorische Zytokine weiterhin in normalen Konzentrationen
freigesetzt werden.!3%!135 Urséchlich fiir die fehlende TNF-a Freisetzung ist dabei die ausbleibende
Abspaltung des Zytokins von der Zelloberflaiche durch TACE. Anders als beim Wildtyp findet
sich in Abwesenheit von iRhom?2 keinerlei TACE an der Zelloberfliche von Makrophagen.
Gleichzeitig ist die Konzentration von mTNF-a signifikant hoher. Durch den Verlust von iRhom?2
gelangt das im ER gebildete TACE nicht mehr in den Golgi-Apparat, weshalb die Aktivierung von
TACE ausbleibt und es nicht weiter zu seinem Wirkort, der Zelloberfldche, transportiert werden
kann.!3%13> Die Ergebnisse der Mausversuche zeigen, dass iRhom2 unmittelbar fiir den
Reifungsprozess von TACE erforderlich ist und nur in Anwesenheit von iRhom2 die TACE-
abhingige Abspaltung von mTNF-a in Immunzellen stattfinden kann. Neben TNF-a ist TACE
auch flir die Abspaltung weiterer Substrate verantwortlich. Insbesondere die Freisetzung von
Liganden des epidermal growth factor receptor (EGFR) wie TGF-a sind von TACE
abhingig.!*l!138 Midusen ohne TACE fehlen diese Liganden und waren im Modell nicht
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138 iIRhom2-defiziente Méuse sind hingegen lebensfihig und phéanotypisch normal, da

lebensfahig.
die Reifung von TACE in den nicht-myeloischen Zellen durch ein zweites inaktives Mitglied der
Rhomboid-Proteasen-Familie, iRhom1, kompensiert wird.!** Das mit iRhom2 eng verwandte
iRhom1 wird in allen somatischen Zellen mit Ausnahme myeloischer Zellen in groBen Mengen
exprimiert.'*® Wihrend die Aktivierung von TACE in fast allen Zellen durch die Koexpression
von iRhom1 und iRhom?2 gesichert ist, ist die Funktion von TACE in myeloischen Zellen aufgrund
der Abwesenheit von iRhom1 nur von iRhom?2 abhhéngig.!*® Dadurch kann die Abspaltung der
EGFR-Liganden — aber auch von TNF-a — durch TACE in allen iibrigen Zellen des K&rpers auch
ohne iRhom?2 aufrechterhalten werden und es ergeben sich keine im Uberleben beeintrichtigten
Phénotypen, wie man sie bei einem genetischen Knock-Out von TACE beobachtet.!3! Mause ohne
iRhom1 sterben hingegen nach wenigen Wochen und zeigen schwere Schiaden in verschiedenen

Geweben.!*¢ Die Existenz und physiologische Relevanz der iRhom2/TACE/TNFa-Signalachse

konnte auch in menschlichen Zellen nachgewiesen werden. !4

Im Hinblick auf inflammatorische Erkrankungen stellt die Modulation von iRhom?2 eine neuartige
Moglichkeit zur immunzell-spezifischen Blockade der TACE-abhingigen TNF-o Freisetzung dar,
bei der die wichtigen physiologische Funktionen von TACE in nicht-myeloischen Zellen erhalten

bleiben.

Zellmembran

TACE (aktiv)

o
*
o
o
o

TACE (inaktiv)

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Rolle von iRhom?2 beim Reifungsprozess von TACE

TACE wird im ER als inaktives Proenzym synthetisiert. Im Golgi-Apparat erfolgt die Aktivierung von TACE nach
Abspaltung seiner Pro-Doméne durch Furin. Aktives TACE spaltet an der Zelloberfldche u.a. membrangebundenes
TNF-a und iiberfiihrt es somit in seine 16sliche Form. iRhom?2 bindet TACE im ER und ist fiir den Transport von
TACE in den Golgi-Apparat unmittelbar erforderlich. Abbildung modifiziert nach Adrain et al.!3*
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2. Fragestellung

iRhom? spielt eine entscheidende Rolle bei der Freisetzung des inflammatorischen Zytokins TNF-
o durch Immunzellen wie Monozyten und Makrophagen.!3%13%136 TNF-q ist ein zentraler
Bestandteil der inflammatorischen Reaktion nach einem AMI und infolgedessen in erhdhten
Konzentrationen in Blut und Myokard nachweisbar.#!:4463:141 Monozyten und Makrophagen sind
an den Entziindungs-, Heilungs- und Umbauprozessen im ischdmischen Herz beteiligt und setzen
groBe Mengen an TNF-q frei.!!%!4!18 Zahlreiche Studien konnten belegen, dass TNF-o unter
bestimmten Bedingungen schidliche Wirkungen auf das Myokard ausiibt, ungiinstiges kardiales
Remodeling verursacht und mit dem Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse im Verlauf assoziiert
ist.!41:142 Bisher existieren keine etablierten therapeutischen Ansitze, die auf eine Begrenzung der

schidlichen Wirkung von TNF-a nach einem AMI abzielen.

Bis zum gegenwirtigen Zeitpunkt ist nicht untersucht, wie die iRhom2-Expression im Rahmen
eines AMI reguliert ist. Priméres Ziel dieser Pilotstudie war es deshalb zu untersuchen, ob es nach
einem AMI zu Verdnderungen in der Genexpression von iRhom2 in Monozyten kommt und ob es
Assoziationen zu weiteren Determinanten kardialer Inflammation gibt. Die erlangten Ergebnisse
sollen als Basis fiir weiterfiihrende Studien zur Evaluierung des Effektes einer Modulation von
iRhom?2 auf das kardiale Remodeling und kardiovaskuldre Folgeereignisse nach einem AMI

dienen.
Primirer Endpunkt:

1. Evaluation der Expression von iRhom2 in Monozyten nach einem AMI (Tag 1 vs. Tag 3)
Sekundire Endpunkte:

2. Vergleich der Expression von iRhom?2 in Monozyten zwischen Patienten mit AMI, KHK

sowie gesunden jungen Kontrollen

3. Evaluation der Expression von TNF-o und TACE in Monozyten sowie der Konzentration

von TNF-a im Serum nach einem AMI (Tag 1 vs. Tag 3)

4. Evaluation der Assoziation zwischen der Expression von iRhom2, TACE und TNF-a in

Monozyten sowie der Serum-TNF-a-Konzentration nach einem AMI (Tag 1 vs. Tag 3)
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5. Evaluation der Assoziation zwischen der Expression von iRhom2 in Monozyten und den

Monozyten-Subpopulationen im Blut nach einem AMI (Tag 1 vs. Tag 3)

6. Evaluation der Dynamik der Serum-TNF-o-Konzentration und relativen Anteile der

Monozyten-Subpopulationen nach einem AMI (Tag 1 vs. Tag 3)

Hypothese:

Die Expression von iRhom?2 in Monozyten steigt infolge eines AMI an.

3. Materialien

3.1. Gerite

Tabelle 1: Gerdte
Geriit Hersteller
QuadroMACS Separator Miltenyi Biotec
MACS MultiStand Miltenyi Biotec
NanoDrop™ 2000 Thermo Scientific™

CyAn™ ADP Flow Cytometer

QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System

DM IL Lichtmikroskop

Zihlkammer Neubauer

Hiamozytometer Deckgléser

Mastercycler 5333 PCR Thermal Cycler 96 Well
Centrifuge 5415 R

Centrifuge 5417 C

Centrifuge 5810 R

Research plus-Pipetten 10ul, 20 pl, 100ul, 200ul, 1000ul
Research Pro elektronische Pipette
Pipettierhelfer accu-jet

Pipettierhelfer Pipetboy acu

Vibrationsmischer Vortex-Genie 2

Eisbad

Eismaschine

Kiihlschrank, 4°C

Gefrierschrank, -20 °C

Gefrierschrank, -80 °C

Beckman Coulter, Inc.
Applied Biosystems™
Leica Microsystem
Hecht-Assistent®
Hecht-Assistent®
Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Eppendorf

Brand

Integra Biosciences
Scientific Industries SI™
neolLab

Scotsman Ice Systems
Liebherr

Liebherr

Liebherr
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3.2. Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalien

Chemikalie Hersteller
EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Carl Roth
Ethanol > 99,5 % Carl Roth
Bovines Serumalbumin Fraktion V Carl Roth
Aqua ad Injectabilia B. Braun
UltraPure™ DNase/RNase freies destilliertes Wasser Invitrogen™
3.3. Verbrauchsmaterialien
Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung Hersteller

VACUETTE® Blutentnahmerdéhrchen (Natriumcitrat,
EDTA, Heparin)

Fliigelkaniile

HOLDEX® Einweghalter

Konische Zentrifugenréhrchen (15ml, 50ml)

40 um Cell Strainer

Serologische Einwegpipetten (10ml, 25ml)
Rundbodenr6hrchen

Eppendorf Safe-Lock Tubes (0,5ml, 1,5ml, 2,0ml)
epT.L.P.S.-Pipettenspitzen (10ul, 20ul, 200ul, 1000ul)
SurPhob SafeSeal® Filterspitzen (20ul, 100ul)
SafeSeal-Tips Premium Filterspitzen (100pul)

LS Trennséule

Greiner Bio-One International

Greiner Bio-One International
Greiner Bio-One International
Falcon™

Falcon™

Falcon™

Sarstedt

Eppendorf

Eppendorf

Biozym Scientific

Biozym Scientific

Miltenyi Biotec

MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate Applied Biosystems™
MicroAmp™ Optical Adhesive Film Applied Biosystems™
Vasco® Nitril weill Untersuchungshandschuhe B. Braun

3.4. Kits und kommerzielle Fertigreagenzien

Tabelle 4: Kits und kommerzielle Lésungen
Bezeichnung Hersteller
Ficoll® Paque Plus GE Healthcare
RNeasy Mini Kit QIAGEN
Pan Monocyte Isolation Kit, human Miltenyi Biotec
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems™
mit RNase Inhibitor
TagMan™ Gene Expression Master Mix Applied Biosystems™
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3.5. Durchflusszytometrie-Antikorper

Tabelle 5: Durchflusszytometrie-Antikorper

Antigen Flourochrom Klon Hersteller
CD86 (human) PE 1T2.2 BioLegend
CD14 (human) Pacific Blue™ MS5E2 BioLegend
CD16 (human) APC 3G8 BioLegend
CD11b (human) PE/Cy7 ICRF44 BioLegend
3.6. TagMan®-Sonden
Tabelle 6: TagMan-Sonden
Gen Assay ID Hersteller
iRhom?2 Hs01078106_ml Applied Biosystems™
TACE Hs01041915 ml Applied Biosystems™
TNF-a Hs01113624 gl Applied Biosystems™
RPL-19 Hs02338565 gH Applied Biosystems™
3.7. Pufferlosungen
Tabelle 7: Pufferlosungen
Puffer Zusammensetzung Hersteller
Dubecco‘s phosphatgepufferte Salzlosung Gibco™
ohne Ca2+ und Mg (DPBS)
MACS-Puffer DPBS
pH 7.2

0.5% Bovine Serum Albumin
2 mM EDTA

3.8. Software

Tabelle 8: Software

Software

Hersteller

Summit V4.4

NanoDrop 2000/2000c Software V1.6
QuantStudio Software V1.3
Microsoft® Excel 2016

Microsoft® Word 2016

SPSS Statistics 25

Beckman Coulter, Inc.
Thermo Scientific™
Applied Biosystems™
Microsoft Corporation
Microsoft Corporation
IBM
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4. Methodik

4.1. Studiendesign und Studienpopulation

Im Zeitraum von Juni 2015 bis Februar 2017 wurden Studienteilnehmer in der Medizinischen
Klinik fiir Kardiologie und Angiologie der Charité — Universitdtsmedizin Berlin am Campus Mitte

rekrutiert und in folgende drei Studiengruppen unterteilt:

1. Akuter Myokardinfarkt (n = 50)
2. Stabile koronare Herzerkrankung (n = 50)
3. Junge und gesunde Kontrollen (n = 25)

Die Akuter-Myokardinfarkt-Gruppe (AMI-Gruppe) setzt sich aus insgesamt 50 Patienten mit
STEMI oder NSTEMI entsprechend der Definition der ESC zusammen.”® Fiir die Stabile-
Koronare-Herzerkrankung-Gruppe (sCAD-Gruppe) wurden 50 Patienten mit stabiler KHK
ebenfalls entsprechend der Definition der ESC rekrutiert.!* Hierfiir wurde die entsprechende
Leitlinie aus dem Jahr 2013 herangezogen, da die gegenwiértige Leitlinie aus dem Jahr 2019 zum
Zeitpunkt der Patientenrekrutierung noch nicht existierte. Folglich wurde die Patientengruppe als
Stabile-Koronare-Herzerkrankung-Gruppe und nicht, entsprechend der aktuellen Leitlinie, nach
dem neuen Terminus des chronischen Koronarsyndroms benannt. Als weitere Kontrollgruppe

wurden 25 junge und gesunde Probanden in die Studie eingeschlossen.

Die Diagnosen STEMI, NSTEMI (AMI-Gruppe) und stabile koronare Herzerkrankung (sCAD-
Gruppe) wurden jeweils mittels Koronarangiographie bestitigt. Patienten der AMI-Gruppe
wurden innerhalb von 24 Stunden nach Krankenhausaufnahme in die Studie eingeschlossen.

Patienten der sSCAD-Gruppe innerhalb von 24 Stunden nach der Koronarangiographie.

Zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses erfolgte jeweils eine symptomorientierte Anamnese, eine
klinische Untersuchung sowie eine Blutentnahme. Bei Probanden der AMI-Gruppe erfolgte am

dritten Tag nach Studieneinschluss eine weitere Blutentnahme.

Ausschlusskriterien waren die Notwendigkeit einer kardiopulmonalen Reanimation,
hdmodynamisch relevante, interventionspflichtige Koronarstenosen bei Patienten mit sCAD,
Fieber, akute oder chronische Infektionen, rheumatische oder nicht-rheumatische
Autoimmunerkrankungen, = Immunsuppression,  hochgradige akute oder  chronische

Niereninsuffizienz (GFR < 30 ml/min/1.73 m?), hochgradige Aortenklappen-Stenosen,
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maligne Erkrankungen sowie Schlaganfille oder Operationen in den letzten 30 Tagen vor

Studieneinschluss.

Alle Studienteilnehmer waren mindestens 18 Jahre alt und haben in Anschluss an eine Autklarung
schriftlich in die Studienteilnahme eingewilligt. Das Studienprotokoll wurde von der

Ethikkommission der Charité — Universitidtsmedizin Berlin bewilligt (EA1/246/14).

4.2. Blutentnahme

Jedem Studienteilnehmer wurden pro Zeitpunkt 30 ml Blut per peripherer Venenpunktion zur
Untersuchung im Labor entnommen und in R6hrchen mit EDTA als Antikoagulanz aufgefangen.
Sechs weitere Milliliter wurden zur Bestimmung der folgenden laborchemischen Parameter mit
Hilfe etablierter Standardmethoden abgenommen: Kreatinin, Harnstoff, Myoglobin, Troponin,
Creatin-Kinase (CK), Muscle-Brain type CK (CK-MB), Lactatdehydrogenase (LDH), N-terminal
pro-B-type natriuretic peptide (NT-proBNP), C-reaktives Protein (CRP), IL-6, TNF-q,
Thyreoidea-stimulierendes Hormon (TSH), Low Density Lipoprotein (LDL), High Density
Lipoprotein (HDL), Gesamtcholesterin, Triglyceride (TGL), groBes Blutbild, Quick, Partielle
Thromboplastinzeit (aPTT) und International Normalized Ratio (INR). Die Analyse dieser Werte
erfolgte durch das Labor Berlin — Charité Vivantes Services GmbH.

4.3. Methoden zur Isolation von Monozyten aus Vollblut

4.3.1. Dichtegradientenzentrifugation

Die Isolation von mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC), also Monozyten und
Lymphozyten, aus Vollblut erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation. Als Trennldsung
wurde Ficoll-Paque PLUS verwendet. Die Methode beruht auf den Dichteunterschieden zelluldrer
Bestandteile des Bluts, aufgrund derer sich die verschiedenen Zellpopulationen bei Zentrifugation
in separaten Phasen sammeln und getrennt isoliert werden konnen (siche Abbildung 2).!4* Es
wurden je 3 ml Ficoll-Trennlésung auf vier 15 ml Falcon-Réhrchen verteilt und pro Réhrchen 7
ml Blut auf die Trennldsung geschichtet, ohne dass sich die beiden Phasen miteinander
vermischten. Die gefiillten Rohrchen wurden anschlieBend bei 160 g fiir 14 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Beendigung wurden jeweils 2 ml der obersten Plasma-Phase

abpipettiert und verworfen.

Danach wurden die R6hrchen bei 400 g fiir weitere 15 Minuten zentrifugiert und anschlieBend der

PBMC haltige Leukozytenfilm (Buffy-Coaf) vorsichtig aus allen 4 Rohrchen mit einer Pipette
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aspiriert und in einem 15 ml Falcon-Rohrchen gesammelt. Das Rohrchen mit der PBMC-
Suspension wurde anschlieBend mit Dulbecco‘s phosphatgepufferter Salzlosung (DPBS) bis 15
ml aufgefiillt und bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten bei 200 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das gewonnene Zellpellet erneut in 15 ml DPBS resuspendiert. Dieser Waschschritt
dient der Entfernung von Thrombozyten und erhoht die Reinheit der isolierten PBMC. Der
Waschschritt wurde zwei weitere Male wiederholt. Nach Ablauf der letzten Zentrifugation wurde
das PBMC-Pellet in 5 ml DPBS resuspendiert. Es wurden 20 pl dieser Suspension zur Zellzéhlung
unter dem Lichtmikroskop mit Hilfe der Neubauer-Zéhlkammer entnommen. Durchschnittlich

wurden circa 30.000.000 PBMC aus 30 ml Blut pro Studienteilnehmer gewonnen.

Zentrifugation

»
»

Blut Serum

PBMC

Ficoll

Granulozyten

[
Ficoll Blut '

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Prinzips der Ficoll-Dichte-Zentrifugation

4.3.2. MACS®-Monozytenisolation

Zur Isolation von Monozyten aus der PBMC-Suspension wurde das humane Pan Monocyte
Isolation Kit der Firma Miltenyi Biotec verwendet. Diese Methode beruht auf dem Prinzip der
negativen Selektion, folglich dem Entfernen von nicht-monozytiren Zellen. Dafiir werden
Lymphozyten, natiirliche Killerzellen, dendritische Zellen und basophile Granulozyten mit Hilfe
von monoklonalen Antikorpern zunidchst indirekt magnetisch markiert und durchlaufen
anschlielend eine Sdule in einem starken magnetischen Feld. Wéahrend die Lymphozyten aufgrund
threr magnetischen Markierung im Magnetfeld der Sdule gehalten werden, durchlaufen
Monozyten die Sdule ungehindert und kénnen in einem Réhrchen aufgefangen und unverdndert

isoliert werden (sieche Abbildung 3).

Zunidchst wurden 20 ml MACS-Puffer entsprechend des Herstellerprotokolls angesetzt (siche
Tabelle 7). Zur Beseitigung von Zellklumpen, welche die Trennsédulen verstopfen konnten, wurde

die PBMC-Suspension auf einen mit MACS-Puffer befeuchteten 40um Cell-Strainer gegeben und
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in einem 50 ml Falcon-Rohrchen aufgefangen. Um die PBMC von der wissrigen Phase zu trennen
wurde das Filtrat bei 300 g fiir 10 Minuten erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach
Abschluss abpippetiert und verworfen. AnschlieBend wurden die Zellen gemdll des
Herstellerprotokolls indirekt magnetisch markiert. Dafiir wurde das Zellpellet zundchst in 30 pl
MACS-Puffer pro 107 Zellen resuspendiert und mit 10 pl FcR-Blocking-Reagent pro 107 Zellen
sowie 10 pl Biotin-Antibody Cocktail pro 107 Zellen fiir 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Im nichsten
Schritt wurden dem Ansatz weitere 30 ul MACS-Puffer pro 107 Zellen sowie 20 pl Anti-Biotin
MicroBeads pro 107 Zellen hinzugefligt und fiir 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Eine LS-Trennsdule
wurde im magnetischen Feld (QuadroMACS™ Separator) platziert und durch Zugabe von 3 ml
MACS-Puffer vorbehandelt. Die markierte Zellsuspension wurde dann auf die Trennsdule
pipettiert. Die Trennsdulen wurde drei Mal mit je 3 ml MACS-Puffer gewaschen, um die nicht-
markierten Monozyten auszuspiilen und in einem 15 ml Falcon-R6hrchen aufzufangen. Es wurden
20 pl der gewonnenen Monozyten-Suspension zur erneuten Zellzdhlung mittels Neubauer-
Zihlkammer entnommen. Im Mittel wurden auf diese Weise etwa 7.000.000 Monozyten aus einer
Blutprobe isoliert. Die mittels Durchflusszytometrie bestimmte Reinheit der gewonnenen

Monozyten-Suspension lag bei tiber 90%.

1.) Magnetische Markierung 2.) Magnetische Separation
o
*“®
, (
~% j ® ;¢

®oe. .
A
@

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Isolation humaner Monozyten mit dem MACS®-
Monozyten-Isolations-Kit von Miltenyi Biotec

Lymphozyten, natiirliche Killerzellen, dendritische Zellen und basophile Granulozyten (gelb dargestellt) werden
mittels monoklonaler Antikorper indirekt magnetisch markiert (1.) und durchlaufen anschlieBend gemeinsam mit den
nicht markierten Monozyten (blau dargestellt) eine Sdule in einem magnetischen Feld (2.). Die Monozyten kdnnen
die Sdule durchlaufen und in einem Réhrchen aufgefangen werden. Modifiziert nach Miltenyi Biotec.!*
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4.4. Methoden zur Quantifizierung der Monozyten-Subpopulationen

4.4.1. Durchflusszytometrie

Zur Identifizierung und Quantifizierung der verschiedenen Monozyten-Subpopulationen wurde
die Expression der Oberflichenmolekiile CD86, CD14, CD16 und CD11b auf den isolierten Zellen
mittels Durchflusszytometer bestimmt. 200 pl der Monozyten-Suspension wurden entnommen
und mit folgenden Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern fiir 15 Minuten bei 4 °C in Dunkelheit
inkubiert: 1 ul CD86, PE; 2 ul CD14, PB; 1 ul CD16, APC; 5 ul CD11b, PECy7. Anschlieend
wurde die Zelllosung mit 2 ml DPBS gewaschen, 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das zuriickbleibende Zellpellet wurde in 400 pl DPBS resuspendiert und
mittels Durchflusszytometer unter Verwendung der Software Summit™ 4.4 vermessen. Um die
Monozyten-Subpopulationen zu quantifizieren wurde eine Gating-Strategie modifiziert nach

Zawada et al.!®®

angewandt (siche Abbildung 4): Zunichst wurden alle erfassten Zellen im
Forward-Scatter (FSC) / Side-Scatter (SSC)-Dot-Plot ausgewihlt. Diese Zellen wurden in ein
CD86-Histogramm geplottet (Gate 1). Gate 1 erlaubt die Identifizierung und isolierte Erfassung
von Monozyten als CD86-positive Zellen. Durch die Gegeniiberstellung von CD86-positiven
Zellen zu allen erfassten Zellen kann die relative Reinheit der isolierten Monozyten bestimmt
werden. Als néchstes wurden alle CD86-positiven Zellen in einem zweiten FSC/SSC-Dot-Plot
dargestellt und anhand ihrer monozytenspezifischen ortlichen Verteilung im Dot-Plot ausgewihlt
(Gate 2). Die Zellen, die sowohl CD86-positiv (Gate 1) waren, als auch dem
monozytenspezifischen Verteilungsmuster in Gate 2 entsprachen, wurden als Monozyten definiert.
Zur Differenzierung der drei Monozyten-Subpopulationen wurden die Monozyten in einem Dot-
Plot nach CD14/CD16-Positivitit dargestellt (Gate 3). Entsprechend der Expression von CD14
und CD16 ermdglicht diese Darstellung eine Aufteilung in die drei definierten Subpopulationen:
CD14++CD16- (klassische), CD14++CD16+ (intermedidre) und CD14+CD16++ (nicht-
klassische). Um zwischen CD14-positiven (intermedidre und klassische) und -negativen Zellen
(nicht-klassische) zu unterscheiden, wurde im CD14/CD16-Dot-Plot auf der CD14-Achse links
der klassischen Monozyten eine vertikale Linie gezogen. Dieses Verfahren folgte den etablierten
Methoden von Zawada et al. und Ziegler-Heitbrock et al. und erlaubt die Bestimmung der relativen

Anteile der drei Monozyten-Subpopulationen an der Monozytengesamtpopulation,!%%-146

Die oben beschriebene Auswertung der Monozyten-Subpopulationen-Messung erfolge durch zwei
unabhéngige, verblindete Auswerter. Aus beiden Analysen wurde fiir jede Monozyten-

Subpopulation jeweils der Mittelwert gebildet.
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Abbildung 4: Exemplarische Darstellung der Gating-Strategie zur Differenzierung der Monozyten-

Subpopulationen mittels Durchflusszytometrie

Alle erfassten Zellen werden im FSC/SSC-Dot-Plot ausgewéhlt (1.) und in einem Histogramm nach CD86-Positiviat
dargestellt (2.). CD86-positive Zellen werden in einem FSC/SSC-Dot-Plot dargestellt und anhand ihrer
monozytenspezifischen ortlichen Verteilung im Dot-Plot ausgewéhlt (3.). Zur Differenzierung der drei Monozyten-
Subpopulationen werden die mittels Gate 1 und Gate 2 identifizierten Monozyten in einem Dot-Plot nach
CD14/CD16-Positivitat dargestellt (4.). Abkiirzungen. CD, cluster of differentiation; FSC/SSC, Forward-Scatter/Side-
Scatter.

4.5. Methoden zur Quantifizierung der Genexpression

4.5.1. Ribonukleinsaure (RNA)-Isolation

Zur Isolation der RNA aus den isolierten Monozyten wurde das RNeasy Mini Kit von Qiagen
verwendet. Die Anwendung erfolgte entsprechend des Herstellerprotokolls. Alle Arbeitsschritte

wurden auf Eis durchgefiihrt.

Nach Isolation der Monozyten wurden jeder Probe in Abhéngigkeit von der gewonnenen Zellzahl
350 ul (bei < 5.000.000 Zellen) oder 700 pl (bei > 5.000.000 Zellen) RLT-Puffer zur Zelllyse

zugegeben. AnschlieSend wurden die Proben bis zur Weiterverarbeitung bei - 20°C eingefroren.
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Zur RNA-Isolation wurden die gesammelten Proben auf Eis aufgetaut und mit 1 Volumen (350 pl
oder 700 pul) 70%-igem Ethanol homogenisiert. AnschlieBend wurde das Lysat in ein RNeasy-
Spin-Column pipettiert und bei 21°C mit 12.000 rounds per minute (rpm) fiir 20 Sekunden

zentrifugiert.

Dieser Schritt 1adt die RNA auf die im Spin-Column befindliche Membran. Das Spin-Column
wurde vorher in einem 2 ml Collection-Tube platziert. Das im Collection-Tube aufgefangene Eluat
wurde verworfen. AnschlieBend wurden 700 pul RWI-Puffer in das Spin-Column pipettiert und
dieses bei 12.000 rpm fiir 20 Sekunden (21°C) zentrifugiert, um die Membran zu waschen. Das
Eluat wurde erneut verworfen. Im nédchsten Waschschritt wurden 500 pl RPE-Puffer in das Spin-
Column gegeben und abermals bei 12.000 rpm fiir 20 Sekunden (21°C) zentrifugiert. Dieser Schritt
wurde wiederholt, wobei dieses Mal fiir 2 Minuten bei 12.000 rpm (21°C) zentrifugiert wurde.
Das Spin-Column wurde dem Collection-Tube entnommen, in einem neuen 2 ml Collection-Tube
platziert und fiir 1 Minute bei 12.000 rpm (21°C) zentrifugiert, um die Membran zu trocknen. Um
die isolierte und gereinigte RNA nun aus der Membran zu l6sen und aufzufangen wurde das Spin-
Column in ein 1,5 ml Collection-Tube gesetzt und 15 pl RNase-freies Wasser auf die Membran
pipettiert. Nach Ablauf von 5 Minuten Inkubationszeit wurden die Rohrchen bei 12.000 rpm fiir
20 Sekunden (21°C) zentrifugiert. Es wurden weitere 15 pul RNase-freies Wasser auf die Membran
pipettiert und nach Ablauf weiterer 5 Minuten Inkubationszeit bei 12.000 rpm fiir 1 Minute (21°C)

zentrifugiert.

4.5.2. Konzentrationsbestimmung der Ribonukleinsduren

Zur Konzentrationsbestimmung der RNA-Losung wurde das Spektralphotometer NanoDrop™
2000 von ThermoFisher Scientific verwendet. Fiir die Vermessung wurde 1 ul pro Probe
verwendet. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte tiber die Messung der Extinktion/Absorption
bei einer Wellenlinge von 260 nm (A260). Die Bewertung der Reinheit der isolierten RNA
erfolgte anhand der Verhiltnisse der Absorption bei 260 nm zu 280 nm (A260/A280) und 260 nm
zu 230 nm (A260/A230). Die Reinheit gibt Aufschluss iiber eventuelle Kontaminationen mit
Proteinen oder Chemikalien wahrend der RNA-Extraktion. Wahrend bei A260/A280 ein Wert von
2 im Allgemeinen als ,rein® gilt, liegt dieser Wert bei A260/A230 zwischen 1.8 und 2.2.

Nur Proben mit ausreichend hoher Konzentration und entsprechender Reinheit wurden fiir die
Bestimmung der Genexpression verwendet. Nach der Vermessung wurden die RNA-Proben bei

- 80 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert.
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4.5.3. Reverse Transkription

Die Reverse Transkription (RT) ist die Umschreibung von RNA in einen komplementéren DNA-
Strang (cDNA) durch die RNA-abhingige DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase). Dieser
Schritt ist notwendig, da RNA im Gegensatz zu cDNA nicht direkt in die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) als Matrize eingesetzt werden kann. Erst nach der Umschreibung in cDNA
konnen spezifische Teile der DNA in der PCR amplifiziert werden.

Fiir die RT wurde das High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit inklusive eines RNase-
Inhibitors von Applied Biosystems verwendet. Die Anwendung erfolgte entsprechend des

Protokolls des Herstellers. Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt.

Zunidchst wurde das erforderliche Volumen des R7-Mastermix entsprechend der Anzahl der
Proben/Reaktionen berechnet und hergestellt (siche Tabelle 9). Pro Probe wurden je 10 ul des

Mastermix in ein 0,5 ml Roéhrchen pipettiert

Tabelle 9: Pipettierschema RT-Mastermix (10 pi) fiir eine Probe nach Vorgabe des Herstellers

Reagenz Volumen (ul)
10 x RT Buffer 2,0
10 x RT Random Primers 2.0
25 x ANTP Mix (100 mM) 0,8
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/uL) 1,0
Nuclease-freies Wasser 32
RNase-Inhibitor (20 U/ul) 1,0

Im nédchsten Schritt wurden 500 ng RNA in einem separaten Rohrchen bis zu einem
Gesamtvolumen von 10 pul mit Nuclease-freiem Wasser aufgefiillt. Diese RNA-Proben wurden
anschliefend in jeweils eines der vorbereiteten Rohrchen mit 10 ul Mastermix gegeben und
vermischt. Das Reaktionsvolumen betrug somit jeweils 20 pl. Der Thermozykler wurde mit den
Proben beladen und nach dem vom Hersteller vorgegebenen Temperaturprofil programmiert
(siche Tabelle 10). Nach Beendigung des Programms wurde die hergestellte cDNA bis zur
quantitativen Real-time-PCR (qPCR) bei - 20°C gelagert.

Tabelle 10: Temperaturprofil fiir Reverse Transkription nach Vorgabe des Kit-Herstellers

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
Temperatur (°C) 25 37 85
Zeit 10 Min. 120 Min. 5 Min.
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4.5.4. Quantitative Real-time PCR (TagMan®-PCR)

Die qPCR ist eine Methode zur Amplifikation und Quantifizierung ausgewihlter Zielgene. Sie
beruht auf dem Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Die zuvor hergestellten cDNA-
Matrizen werden dabei mit Hilfe von Oligonukleotiden (Primern) in mehreren
aufeinanderfolgenden PCR-Zyklen durch die DNA-Polymerase exponentiell vervielfiltigt und das
Ausmall der Amplifikation anhand von Fluoreszenzsignalen in Echtzeit (engl. real-time)
detektiert. Dabei nimmt die Fluoreszenz proportional zur Menge des PCR-Produkts (Zielgen) zu.

Die Detektion in Echtzeit unterscheidet dieses Verfahren von der konventionellen PCR.

Fiir die Entstehung der Fluoreszenz-Signale wurden TagMan Minor Groove Binder (MGB)-
Sonden der Firma Applied Biosystems verwendet. TagMan-Sonden sind genspezifische
Oligonukleotidsonden, die stromabwirts der Primer an die zu amplifizierende Sequenz binden. An
dem 5°-Ende dieser Sonden befindet sich ein Fluoreszenzmolekiil, der sogenannte Reporter. Am
3°-Ende liegt ein sogenannter Quencher, welcher das Fluoreszenzsignal des Reporters unterdriickt,
solange sich beide in einem Zustand rdumlicher Ndhe befinden. Das zugrunde liegende
physikalische Phinomen nennt sich Forster-Resonanzenergietransfer (FRET). Nachdem sich
Primer und TagMan-Sonde an ihre Zielsequenzen angelagert haben, synthetisiert die 7ag-DNA-
Polymerase anhand der Primer und der cDNA-Matrize neue DNA-Stringe. Jedes Mal, wenn die
Polymerase eine der genspezifischen TagMan-Sonden erreicht, wird diese durch die 5'-
Nukleaseaktivitit der Taq-DNA-Polymerase gespalten. Diese Spaltung trennt den Quencher vom
Reporter, sodass das Fluoreszenzsignal des Reporters nicht ldnger unterdriickt wird und detektiert
werden kann. Da die TagMan-Sonde dabei komplett entfernt wird, wird die DNA-Synthese durch
die Tag-DNA-Polymerase weiter fortgesetzt. Mit jedem Zyklus erhoht sich so die Menge der
freigesetzten Fluoreszenzmolekiile. Die Zunahme des Fluoreszenzsignals ist dabei proportional

zur PCR-Produktmenge und ldsst somit Riickschliisse auf die Expression des Zielgenes zu.

Mit Hilfe der qPCR wurde die Genexpression von iRhom2, TACE und TNF-a in Monozyten
bestimmt. Es wurden entsprechende Sonden sowie TagMan-Gene-Expression-Master-Mix der
Firma Applied Biosystems, verwendet (siche Tabelle 6). Im Rahmen dieser Genexpressionsstudie
erfolgte eine relative Quantifizierung der Zielsequenzen. Hierbei wird die Expression des Zielgens
auf die Expression eines in der Zelle konstant exprimierten und nicht regulierten Referenz-Gens,
dem sogenannten Housekeeping-Gen, normalisiert. Die Expression wird folglich nicht absolut,
sondern in Relation zum Housekeeping-Gen bestimmt. Als Housekeeping-Gen wurde

Ribosomales Protein L19 (RPL19) verwendet.
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Zur Auswertung wurde der Cycle Threshold (Ct)-Wert jeder Probe verwendet. Er stellt die
Zyklusnummer dar, bei der das Fluoreszenzsignal eines Gens zum ersten Mal signifikant {iber die
Hintergrundfluoreszenz ansteigt. Je niedriger der Ct-Wert fiir ein Gen ausfillt, desto mehr Kopien
des Genes liegen in einer Probe vor. Um die relative Expression zu erhalten wurde die
arithmetische Formel 2-24CT (ACt = Ct (Zielgen) — Ct (Referenz-Gen)) angewandt. Die AACT-
Methode erlaubt die Normalisierung der Genexpression gegeniiber dem Housekeeping-Gen

RPL19.

Von jeder cDNA-Probe wurden Doppelwerte mittels Real-time PCR bestimmt. Proben, bei denen
die Doppelwerte um mehr als 0,5 Ct-Werte voneinander abwichen wurden erneut vermessen. Bei
jedem Experiment wurde =zusétzlich eine Negativkontrolle (Aqua) mitgefithrt, um eine

Kontamination der Reaktion mit Fremd-DNA auszuschlieBen.

4.6. Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistik-Software SPSS Version 25.0 von SPSS Inc..
Ergebnisse sind als arithmetischer Mittelwert (M) = Standardabweichung (SD) fiir normalverteilte
Daten oder als Median mit Interquartilsabstand (IQA = 25. - 75. Perzentile) fiir nicht-
normalverteilte Daten dargestellt. Kategoriale Daten sind als absolute Zahlen mit entsprechenden
Prozentangaben (%) angegeben. Die Normalverteilung der Daten wurde anhand der Schiefe und
Kurtosis  (Exzess) sowie analytisch anhand des  Shapiro-Wilk-Tests  gepriift.
Signifikanzberechnungen erfolgten bei verbundenen Stichproben mit Hilfe des Wilcoxon-Tests
bei nicht-normalverteilten Stichproben. Unverbundene Stichproben, die nicht normalverteilt
waren, wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests verglichen. Normalverteilte Stichproben
wurden mittels T-Test fiir entweder verbundene oder unverbundene Stichproben analysiert. Ein p-
Wert < 0.05 wurde als statistisch signifikant erachtet. Korrelationen zwischen Parametern wurden
bei unzureichender Linearitdt im Streudiagramm mittels Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten
(rs) bestimmt, bei gegebener Linearitit ohne Ausreiler mittels Pearson-Produkt-Moment-
Korrelation (r). Korrelationskoeffizienten von || = 0,1 wurden als schwacher Zusammenhang, |r|
=~ 0,3 als mittlerer Zusammenhang und |r] = 0,5 als starker Zusammenhang gewertet.!#’ Zur

Veranschaulichung wurden ausgewéhlte Daten in Tabellen oder Diagrammen dargestellt.
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S. Ergebnisse

5.1. Basischarakteristika der Studienpopulation

Tabelle 11 zeigt die Basischarakteristika der Studienteilnehmer, unterteilt nach der jeweiligen
Studiengruppe zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses. Insgesamt wurden im Rahmen der Studie
die Daten von 125 Probanden erhoben. Je 50 Patienten mit AMI oder sCAD sowie 25 junge und
gesunde Probanden als zusitzliche Kontrollgruppe. Der Anteil weiblicher Teilnehmer betrug in
der AMI-Gruppe 28%, in der sSCAD-Gruppe 14% und in der Kontrollgruppe 44%. Wahrend das
mittlere Alter der Patienten mit AMI 55 Jahre betrug, lag das der Patienten mit sCAD bei 69,5
Jahren und in der Kontroll-Gruppe bei 22,8 Jahren. Der jlingste Proband mit AMI war zum
Zeitpunkt des Studieneinschlusses 33 Jahre alt, wihrend der élteste Proband mit AMI 85 Jahre alt
war. 32% der Probanden mit AMI hatten die Diagnose NSTEMI und 68% die Diagnose STEMI.
98% der AMI-Gruppe gaben zum Aufnahmezeitpunkt eine typische AP-S an. In der sCAD-
Gruppe berichteten lediglich 42% der Probanden, situativ unter AP-S zu leiden. Die zahlenmifBig
hiufigsten kardiovaskuldren Risikofaktoren bei Probanden mit AMI und sCAD stellten die
arterielle Hypertonie (58% vs. 70%), die Hyperlipoproteindmie (58% vs. 40%) sowie insbesondere
in der AMI-Gruppe der Nikotinabusus (52%) dar. Probanden der Kontrollgruppen wiesen den
Einschlusskriterien entsprechend weder Vorerkrankungen noch bekannte kardiovaskuldre
Risikofaktoren auf. Der durchschnittliche Body-Mass-Index (BMI) war sowohl in der AMI-
Gruppe (28,6 kg/m?) als auch in der sCAD-Gruppe (27,1 kg/m?) im iibergewichtigen Bereich.
Wiéhrend bei Patienten mit sCAD gemid3 der Einschlusskriterien kein angiologischer
Interventionsbedarf bestand, wurde bei 49 Patienten mit Herzinfarkt eine Stentimplantation oder
Ballondilatation durchgefiihrt. Bei einem Patienten mit AMI ergaben sich im Rahmen der
Koronarangiographie keine sinnvollen Interventionsmdglichkeiten. Bei 82% der Patienten mit
AMI wurde im Rahmen des Ereignisses die Erstdiagnose einer KHK gestellt. Tabelle 12 zeigt die
erhobenen Laborparameter in den jeweiligen Studiengruppen mit den entsprechenden

Signifikanzniveaus im Gruppenvergleich.
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Tabelle 11: Basischarakteristika der Studienpopulation

AMI (d1) sCAD Kontrollen
Charakteristika n =50 n =50 n =25
Alter, M (Spannweite) 55 (33-85) 69,5 (44-84) 22,8 (19-27)
Geschlecht, n (%) ménnlich 36 (72,0) 43 (86,0) 14 (56,0)

weiblich 14 (28,0) 7(14,0) 11 (44,0)

BMI (kg/m?), M (SD) 28,6+ 5,8 27,1 +4,1 22,22 +2,6
NSTEMI, n (%) 16 (32,0) - -
STEMI, n (%) 34 (68,0) - -
Kardiovaskulire Risikofaktoren
IDDM, n (%) 3(6,0) 2 (4,0) -
NIDDM, n (%) 5(10,0) 3 (6,0) -
Arterielle Hypertonie, n (%) 29 (58,0) 35(70,0) -
Hyperlipoproteindmie, n (%) 29 (58,0) 20 (40,0) -
Raucher, n (%) 26 (52,0) 4(8,0) -
Positive Familienanamnese, n (%) 11 (22,0) 1(2,0) -
Kardiovaskulire Anamnese
vorausgehendes ACS, n (%) 6 (12,0) 7 (14,0) -
vorausgehende PCI, n (%) 8(16,0) 24 (48,0) -
vorausgehende CABG, n (%) 0 6 (12,0) -
vorausgehende TIA, n (%) 1(2,0) 1(2,0) -
Herzkatheter-Befunde
Erstdiagnose KHK, n (%) 41 (82,0) 17 (34,0) -
1-GefaB-KHK, n (%) 22 (44,0) 23 (46,0) -
2-Gefa3-KHK, n (%) 11 (22,0) 13 (26,0) -
3-GefdB3-KHK, n (%) 17 (34,0) 14 (28,0) -
Hauptstammbeteiligung, n (%) 2 (4,0) 1(2,0) -
PTCA, n (%) 49 (98,0) - -
DES, n (%) 46 (92,0) - -

Anmerkung. Angabe der Daten als Mittelwerte (M) + Standardabweichung (SD) oder absolute Zahlen mit zugehdrigen
Prozenten (%). Abkiirzungen. BMI, Body-Mass-Index; NSTEMI, Nicht-ST-Hebungsinfarkt; STEMI, ST-
Hebungsinfarkt; IDDM, insulinabhidngiger Diabetes mellitus; NIDDM, nicht-insulinabhéngiger Diabetes mellitus;
ACS, Akutes Koronarsyndrom; PCI, Perkutane koronare Intervention, CABG, coronary artery bypass grafting; TIA,
transitorische ischdmische Attacke; PTCA, perkutane transluminale Koronarangioplastie; DES, drug eluting stent.
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5.2. Laborparameter

Tabelle 12: Laborparameter im Gruppenvergleich mit Signifikanzniveaus

p-Wert; p-Wert; p-Wert;
Parameter AMI d1 AMI d3 sCAD Kontrollen AMIdlI  AMId1 AMI d1 vs.
vs. SCAD  vs.d3 Kontrollen
Leukozyten, 11,83 9,92 7,39 5,32
*10/pL. (943-1470)  (199-11,58)  (634-873)  (474-626) ~_-o0b <001 <001
CRP, mg/L 3,30 19,50 2,20 0,70 001 <.001  <.001

(2,00-12,30)  (11,60-41,80) (1,20-5,60) (0,40-1,50)

1L-6, ng/L (10,;&2?,10) (7,4101-’19 95,20) (7,38112,30) (1,416?20,00) <001 007 <.00
I;/(}?Oﬂin’ (419,10%531?(?3,00) (439,102033’05608,00) (8,0104{’20(?,00) (2,926-950,00) <001 001 <.001
CICUL 65 00-104.00) (1270031100) (5800-12100) 010030300 <001 <001 <001
I(;EMB’ (39,0702-’1525,60) (15,%’2;,80) (12,%&%,90) (16,411313?,00) <001 <.001  <.001
NT-Pro- 642,00 569,50 206,00 26,00

BNP, ng/L. (212,00-1359,00) (308,00-1411,00) (80,00-763,00) (8,00-53,00) 004 273 <00

Kreatinin, 0,84 0,86 1,01 0,83

mg/dl 077:093)  (077-1,01)  (0.8-1,16)  (0,76:0,86) 00T 021459

C:;‘;ﬁstte““ 187,50 175,00 169,00 169,00 017 <001 020

Bl (167.02240)  (156.0197.0)  (13002080) (1500-1940) ’ :
41,50 38,50 46,50 60,00

HDL,mg/dl 33 004700 (34,004500)  (38,00-57,00) (53,00-6000) 0% 965 <001
127,00 114,00 103,00 97,00

LDL mg/dl (109,00-164,00)  (91,00-132,00)  (70,00-142,00) (81,00-111,00) 00 <001 <.001

TGL mgal . 13950 142,00 119,50 75,00 8wl ool

(92,00-175,00)  (113,00-181,00) (89,00-183,00) (56,00-112,00)

Anmerkung. Angabe der Daten in Medianen mit Interquartilsabstand und Signifikanzniveaus im Gruppenvergleich.
Abkiirzungen. CRP, C-reaktives Protein; IL-6, Interleukin-6; CK, Creatinkinase; CK-MB, Creatinkinase Muscle-
Brain type; NT-Pro-BNP, N-terminales pro brain natriuretic peptid; HDL, High Density Lipoprotein; LDL, Low
Density Lipoprotein; TGL, Triglyceride.

5.3. mRNA-Expression von iRhom?2 in Monozyten

Die mRNA-Expression von iRhom2, TACE und TNF-a in Monozyten wurde mittels qPCR
bestimmt. Die n-fache mRNA-Expression wurde in Bezug zu der jungen und gesunden
Kontrollgruppe berechnet. Abbildung 5 zeigt die relative mRNA-Expression von iRhom?2 in den
jeweiligen Studiengruppen. In der AMI-Gruppe kam es von Tag 1 zu Tag 3 zu einem statistisch

signifikanten Anstieg der Expression von iRhom2 in Monozyten um 14,52 % (p = .012).
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Die iRhom2-Expression bei Patienten mit sSCAD war signifikant hoher als in der AMI-Gruppe an
Tag 1 (p < .001) (siche Tabelle 13). An Tag 3 nach AMI fand sich hingegen kein statistisch
relevanter Unterschied hinsichtlich der iRhom2-Expression im Vergleich zur sCAD-Gruppe. Die
iRhom2-Expression der AMI Gruppe unterschied sich an Tag 1 nicht signifikant von der
Kontrollgruppe (sieche Tabelle 13). An Tag 3 war die mRNA-Expression von iRhom2 in
Monozyten in der AMI-Gruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (p <.001). Die sCAD-
Gruppe zeigte eine signifikant hohere iRhom2-Expression als die Kontrollprobanden (p <.001).
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Abbildung 5: Relative mRNA-Expression iRhom2 in Monozyten

Dargestellt ist die relative mRNA-Expression von iRhom?2 in Monozyten in den jeweiligen Studiengruppen. Auf der
Y-Achse ist die n-fache mRNA-Expression (2724 normalisiert auf die Expressionslevel von RPL-19 und in Bezug
zur Kontrollgruppe aufgetragen, auf der X-Achse die Gruppen: AMI an Tag 1 und Tag 3, n=50; sCAD, n=50;
Kontrollen, n=25; oberer Whisker, Maximum ohne Ausreifler; unterer Whisker, Minimum ohne Ausreif3er.
Abkiirzungen. AMI, akuter Myokardinfarkt; sCAD, stabile koronare Herzerkrankung; d, Tag; n, Anzahl.

Tabelle 13: Relative mRNA-Expression von iRhom?2 in Monozyten in der AMI-, sCAD- und
Kontroll-Gruppe

Gruppen relative mRNA-Expression p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert
iRhom2 AMIdlvs. AMId3vs. AMIdI vs. AMI d3 vs.
sCAD sCAD Kontrollen Kontrollen
AMI d1 1.095+0.26
AMI d3 1.254 +£0.44
SCAD 1.41 + 0.45 <.001 .09 21 <.001
Kontrollen 1.00+0.21

Anmerkung. Angabe der Daten als Mittelwerte + Standardabweichung mit Signifikanzniveaus im Gruppenvergleich;
zur Vergleichbarkeit wurden die Gruppen auf das Expressionsniveau der Kontrollen normalisiert. Abkiirzungen. AMI,
akuter Myokardinfarkt; sCAD, stabile koronare Herzerkrankung; d, Tag.
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5.4. mRNA-Expression von TACE in Monozyten

Abbildung 6 und Tabelle 14 zeigen die relative mRNA-Expression von TACE in den jeweiligen
Studiengruppen. Von Tag 1 zu Tag 3 nach einem AMI zeigte sich eine geringe, statistisch nicht
signifikante, Zunahme der mRNA-Expression von TACE in Monozyten. Es fanden sich keine
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der mRNA-Expression von TACE zwischen AMI-
Patienten an Tag 1 und Tag 3 und der sCAD- und Kontrollgruppe. Die TACE-Expression war in
der sCAD-Gruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (p = .003).
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Abbildung 6: Relative mRNA-Expression TACE in Monozyten

Dargestellt ist die relative mRNA-Expression von TACE in Monozyten in den jeweiligen Studiengruppen. Auf der
Y-Achse ist die n-fache mRNA-Expression (2 24" normalisiert auf die Expressionslevel von RPL-19 und in Bezug
zur Kontrollgruppe aufgetragen, auf der X-Achse die Gruppen: AMI an Tag 1 und Tag 3, n=50; sCAD, n=50;
Kontrollen, n=25; oberer Whisker, Maximum ohne Ausreifler; unterer Whisker, Minimum ohne Ausreif3er; ©, milde
Ausreiler (1.5*IQA - 3.0*IQA); *, extreme AusreiBler (>3,0¥*IQA) Abkiirzungen. AMI, akuter Myokardinfarkt;
sCAD, stabile koronare Herzerkrankung; d, Tag; n, Anzahl; IQA, Interquartilsabstand.

Tabelle 14: Relative mRNA-Expression von TACE und TNF-« in Monozyten in AMI-, sCAD- und
Kontroll-Gruppe

Gen AMI d1 AMI d3 sCAD Kontrollen p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert
AMIdl AMId3 AMIdl AMI d3 sCAD
Vs. Vs. Vs. Vs. Vs.
sCAD sCAD Kontrollen Kontrollen Kontrollen

1.07 1.10 1.24 0.96
(0.90-1.35) (0.79-1.45) (1.02-1.50) (84-1.17)

1.0 1.11 1.20 0.91
(0.68-1.47) (0.82-1.51) (0.94-1.48) (0.72-1.23)

TACE 52 .16 13 37 .003

TNF-a .16 46 45 .10 01

Anmerkung. Angabe der Daten in Medianen mit Interquartilsabstand und Signifikanzniveaus im Gruppenvergleich;
zur Vergleichbarkeit wurden die Gruppen auf das Expressionsniveau der Kontrollen normalisiert. Abkiirzungen. AMI,
akuter Myokardinfarkt; sCAD, stabile koronare Herzerkrankung; d, Tag.
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5.5. mRNA-Expression von TNF-o in Monozyten

Abbildung 7 und Tabelle 14 zeigen die relative mRNA-Expression von TNF-a in den jeweiligen
Studiengruppen. Die mRNA-Expression von TNF-a in Monozyten nahm innerhalb der AMI-
Gruppe von Tag 1 zu Tag 3 gering, jedoch statistisch nicht signifikant, zu. Sowohl an Tag 1 als
auch an Tag 3 nach einem AMI fanden sich keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der TNF-
a-Expression zwischen der AMI- und sCAD-Gruppe. Die sCAD-Gruppe zeigte eine signifikant
hohere mRNA-Expression von TNF-a in Monozyten als die Kontroll-Gruppe (p = .01). Zwischen
der AMI- und der Kontrollgruppe ergaben sich trotz leicht hoherer Werte in der AMI-Gruppe

sowohl an Tag 1 als auch Tag 3 keine statistisch relevanten Unterschiede.
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Abbildung 7: Relative mRNA-Expression von TNF-« in Monozyten

Dargestellt ist die relative mRNA-Expression von TNF-a in Monozyten in den jeweiligen Studiengruppen. Auf der
Y-Achse ist die n-fache mRNA-Expression (2744¢") normalisiert auf die Expressionslevel von RPL-19 und in Bezug
zur Kontrollgruppe aufgetragen, auf der X-Achse die Gruppen: AMI an Tag 1 und Tag 3, n=50; sCAD, n=50;
Kontrollen, n=25; oberer Whisker, Maximum ohne Ausreifler; unterer Whisker, Minimum ohne Ausreif3er; °, milde
Ausreifler (1.5*IQA - 3.0*IQA). Abkiirzungen. AMI, akuter Myokardinfarkt; sCAD, stabile koronare
Herzerkrankung; d, Tag; n, Anzahl; IQA, Interquartilsabstand.
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5.6. TNF-a Konzentration im Serum

Abbildung 8 und Tabelle 15 zeigen die Serum-TNF-o Konzentration in den jeweiligen
Studiengruppen. In der AMI-Gruppe kam es von Tag 1 zu Tag 3 zu einem signifikanten Anstieg
der Serum-TNF-a-Konzentrationen (p < .001). An Tag 1 und Tag 3 wies die AMI-Gruppe
signifikant hohere TNF-a-Konzentrationen als die Kontrollgruppe auf. In der sCAD-Gruppe war
die Serum-TNF-a-Konzentration ebenfalls signifikant hoher als in Kontrollgruppe. An Tag 1 nach
AMI war die Serum-TNF-oa-Konzentration signifikant geringer als bei Patienten mit stabiler KHK.
An Tag 3 nach AMI bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Serum-TNF-
a-Konzentration in der AMI- und der sCAD-Gruppe (siche Tabelle 15).
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Abbildung 8: Serum-TNF-a-Konzentration

Dargestellt ist die Serum-TNF-a-Konzentration in den jeweiligen Studiengruppen. Auf der Y-Achse ist die Serum-
TNF-a-Konzentration in pg/ml aufgetragen, auf der X-Achse die Gruppen: AMI an Tag 1 und Tag 3, n=50; sCAD,
n=50; Kontrollen, n=25; oberer Whisker, Maximum ohne Ausreifler; unterer Whisker, Minimum ohne Ausreil3er; °,
milde Ausreifer (1.5*IQA - 3.0*IQA); *, extreme Ausreifer (>3,0*IQA). Abkiirzungen. AMI, akuter Myokardinfarkt;
sCAD, stabile koronare Herzerkrankung; d, Tag; n, Anzahl; IQA, Interquartilsabstand.

Tabelle 15: Serum-TNF-a-Konzentrationen in der AMI-, sCAD- und Kontroll-Gruppe

Gruppen TNF-a, pg/ml p-Wert p-Wert p-Wert
AMI d1 vs. AMI d3 vs. AMI d1 vs.
sCAD sCAD Kontrollen
AMI d1 7,05 (5,4-8,0)
7,45 (6,6-10,0
AMI d3 456, 0) .002 235 .006
sCAD 8,70 (6,6-12,0)
Kontrollen 5,90 (4,9-6,8)

Anmerkung. Angabe der Daten in Medianen mit Interquartilsabstand und Signifikanzniveaus im Gruppenvergleich.
Abkiirzungen. AMI, akuter Myokardinfarkt; sSCAD, stabile koronare Herzerkrankung; d, Tag.
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5.7.Absolute Monozytenzahl

Abbildung 9 zeigt die absoluten Monozytenzahlen der verschiedenen Studiengruppen. Von Tag 1
(M =889.1/ul, SD =294.36) zu Tag 3 (M = 908.8/ul, SD = 283.65) nach AMI kam es zu keinem
signifikanten Anstieg des Monozytengehalts im Blut (p = .62). Der Monozytengehalt im Blut war
bei Patienten mit AMI sowohl an Tag 1 (p <.001) als auch an Tag 3 (p < .001) signifikant héher
als in der Kontrollgruppe (M = 374,7/ul; SD = 105). Auch im Vergleich zur sCAD-Gruppe (M =
694.4/ul, SD = 167,20) war der Monozytengehalt in der AMI-Gruppe an Tag zu beiden
Messzeitpunkten (Tag 1: p < .001, Tag 3: p < .001) signifikant hoher. Insgesamt zeigte die

Kontrollgruppe den geringsten Gehalt an zirkulierenden Monozyten.
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Abbildung 9: Absolute Monozytenzahl im Blut

Dargestellt ist die absolute Monozytenzahl in den jeweiligen Studiengruppen. Auf der Y-Achse ist die
Monozytenzahl*10/ul aufgetragen, auf der X-Achse die Gruppen: AMI an Tag 1 und Tag 3, n=50; sCAD, n=50;
Kontrollen, n=25; oberer Whisker, Maximum ohne Ausreifler; unterer Whisker, Minimum ohne Ausreif3er; ©, milde

Ausreiler (1.5*IQA — 3.0*IQA). Abkiirzungen. AMI, akuter Myokardinfarkt; sCAD, stabile koronare
Herzerkrankung; d, Tag; n, Anzahl; IQA, Interquartilsabstand.
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5.8. Monozyten-Subpopulationen

Abbildungen 10, 11 und 12 zeigen den jeweiligen Anteil der drei Monozyten-Subpopulationen
(klassische, intermedidre und nicht-klassische Monozyten) an der Monozytengesamtpopulation,
unterteilt nach den Studiengruppen. In der AMI-Gruppe kam es von Tag 1 zu Tag 3 zu einer
signifikanten Zunahme des relativen Anteils der intermedidren Monozyten (p < .001). Parallel
hierzu nahm der Anteil der klassischen Monozyten von Tag 1 zu Tag 3 signifikant ab (p = .025).
Bei den nicht-klassischen Monozyten fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Zeitpunkten. In der sCAD-Gruppe war der Anteil intermedidrer Monozyten signifikant
hoher als in der AMI-Gruppe an Tag 1. Es gab keinen statistisch signifikanten Unterschied im
Anteil intermedidrer Monozyten zwischen der sCAD-Gruppe und der AMI-Gruppe an Tag 3. Der
Anteil an klassischen Monozyten war in der AMI-Gruppe sowohl an Tag 1 als auch an Tag 3
signifikant hoher als in der sSCAD-Gruppe. Der Anteil der intermedidren Monozyten der Kontroll-
Gruppe unterscheidet sich gegeniiber der AMI-Gruppe an Tag 1 nicht signifikant. Am Tag 3 nach
AMI war der Anteil intermedidrer Monozyten im Blut hingegen signifikant grofer als bei den
Kontrollen. Der Anteil nicht-klassischer Monozyten war in der AMI-Gruppe zu beiden

Zeitpunkten signifikant geringer als in der sCAD- und Kontroll-Gruppe (siche Tabelle 16).
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Abbildung 10: Klassische Monozyten

Dargestellt ist der relative Anteil klassischer Monozyten an der Monozytengesamtpopulation in den jeweiligen
Studiengruppen. Auf der Y-Achse ist der Anteil klassischer Monozyten in Prozent aufgetragen, auf der X-Achse die
Gruppen: AMI an Tag 1 und Tag 3, n=50; sCAD, n=50; Kontrollen, n=25; oberer Whisker, Maximum ohne Ausreif3er;
unterer Whisker, Minimum ohne Ausreifler; °, milde Ausreiler (1.5*IQA — 3.0*IQA); *, extreme Ausreiller
(>3,0*IQA). Abkiirzungen. AMI, akuter Myokardinfarkt; sSCAD, stabile koronare Herzerkrankung; d, Tag; n, Anzahl;
IQA, Interquartilsabstand.
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Abbildung 11: Intermedidre Monozyten

Dargestellt ist der relative Anteil intermedidrer Monozyten an der Monozytengesamtpopulation in den jeweiligen
Studiengruppen. Auf der Y-Achse ist der Anteil klassischer Monozyten in Prozent aufgetragen, auf der X-Achse die
Gruppen: AMI an Tag 1 und Tag 3, n=50; sCAD, n=50; Kontrollen, n=25; oberer Whisker, Maximum ohne Ausreifer;
unterer Whisker, Minimum ohne Ausreifler; °, milde Ausreiler (1.5*IQA — 3.0*IQA); *, extreme Ausreiller
(>3,0*IQA). Abkiirzungen. AMI, akuter Myokardinfarkt; sSCAD, stabile koronare Herzerkrankung; d, Tag; n, Anzahl;
IQA, Interquartilsabstand.
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Abbildung 12: Nicht-klassische Monozyten

Dargestellt ist der relative Anteil nicht-klassischer Monozyten an der Monozytengesamtpopulation in den jeweiligen
Studiengruppen. Auf der Y-Achse ist der Anteil klassischer Monozyten in Prozent aufgetragen, auf der X-Achse die
Gruppen: AMI an Tag 1 und Tag 3, n=50; sCAD, n=50; Kontrollen, n=25; oberer Whisker, Maximum ohne Ausreif3er;
unterer Whisker, Minimum ohne Ausreifler; °, milde Ausreiler (1.5*IQA — 3.0*IQA); *, extreme Ausreiller
(>3,0*IQA). Abkiirzungen. AMI, akuter Myokardinfarkt; sSCAD, stabile koronare Herzerkrankung; d, Tag; n, Anzahl;
IQA, Interquartilsabstand.

46



Phillip van Dijck: Die Rolle von inaktivem Rhomboid-Protein 2 (iRhom?2) im akuten Myokardinfarkt

Tabelle 16: Relativer Anteil der Monozyten-Subpopulationen an der Monozytengesamtpopulation
in AMI-, sCAD- und Kontroll-Gruppe

Monozyten AMIdl AMId3 sCAD Kontrollen p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert

Subtypen AMI d1 AMI d3 AMI d1 AMI d3

(%) VS. VS. VS. VS.

sCAD sCAD Kontrollen Kontrollen

Klassische 87.68 85.30 82.02 79.30

Monozyten (82.47- (80.81- (76.55- (75.10- <.001 010 <.001 <.001
91.83) 88.79)  86.53) 83.95)

Intermedisire 5.07 8.50 7.05 4.90

Monozyten (3.37- (6.32- (5.48- (3.75- <.001 142 552 <.001
7.40) 10.2) 9.65) 5.95)

Nicht- 3.72 3.93 8.12 11.80

Klassische (2.30- (2.08- (5.02- (7.65- <.001 <.001 <.001 <.001

Monozyten 5.60) 568)  11.06) 17.95)

Anmerkung. Angabe der Daten in Medianen mit Interquartilsabstand und Signifikanzniveaus im Gruppenvergleich.

Abkiirzungen. AMI, akuter Myokardinfarkt; sSCAD, stabile koronare Herzerkrankung; d, Tag.

5.9.Korrelationen

5.9.1. Korrelation: mRNA-Expression von iRhom2 und TACE in Monozyten

Die Korrelation zwischen der mRNA-Expression von iRhom2 und TACE in Monozyten von AMI-

Patienten (Tag 1), sCAD-Patienten und Kontrollen ist im Streudiagramm (siche Abbildung 13)

dargestellt. Bei Betrachtung aller Studienteilnehmer zum Messzeitpunkt Tag 1 zeigte sich eine

stark positive Korrelation zwischen der mRNA-Expression von TACE und iRhom?2 in Monozyten

(Spearman ry = .60, p < .001). Bei der isolierten Betrachtung der AMI-Gruppe ergab sich an Tag

1 eine Korrelation mittlerer Starke (Spearman ;= .42, p = .002) zwischen den beiden Parametern,

wihrend sich an Tag 3 eine starke positive Korrelation (Pearson = .72, p <.001; Spearman ry =

.82, p <.001) zwischen der Expression von iRhom2 und TACE zeigte (siche Abbildung 14).
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Abbildung 13: Streudiagramm — relative mRNA-Expression TACE vs. iRhom?2 in zirkulierenden
Monozyten aller Studienteilnehmer (in der AMI-Gruppe am Tag 1)
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Abbildung 14: Streudiagramm — relative mRNA-Expression TACE vs. iRhom?2 in zirkulierenden
Monozyten an Tag 3 nach AMI

5.9.2. Korrelation: mRNA-Expression von iRhom2 und TNF-a in Monozyten

Es zeigte sich eine schwach positive, jedoch statistisch signifikante Korrelation zwischen der
mRNA-Expression von iRhom2 und TNF-o. in Monozyten aller Studienteilnehmer zum

Messzeitpunkt Tag 1 (Spearman ry = .25, p = .0006).

Bei isolierter Betrachtung der einzelnen Studiengruppen zeigte sich sowohl fiir die sSCAD-Gruppe
(Spearman r; = .34, p = .015) als auch fiir die Kontroll-Gruppe (Spearman r; = .48, p = .017) eine
signifikante positive Korrelation, wihrend in der AMI-Gruppe sowohl an Tag 1 (Spearman 7y = -

194, p = .18) als auch an Tag 3 (Pearson »=-.016, p = .91) keine signifikante Korrelation bestand.

5.9.3. Korrelation: mRNA-Expression von iRhom2 in Monozyten und TNF-a

1m Serum

Es bestand eine moderate positive Korrelation zwischen der mRNA-Expression von iRhom?2 in
Monozyten und der Serum-TNF-a-Konzentration aller Studienteilnehmer zum Messzeitpunkt Tag
1 (Spearman ry = .32, p <.001) (siche Abbildung 15). Bei isolierter Betrachtung der AMI-Gruppe
an Tag 3 nach AMI war ebenfalls eine positive Korrelation mittlerer Starke zwischen den beiden

Parametern nachweisbar (Spearman », = .33, p = .019) (siche Abbildung 17).
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An Tag 1 nach AMI bestand hingegen kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den
beiden Parametern (Spearman r; = .20, p = .163) (Abbildung 16). Weitere erhobene
Entziindungsparameter im Blut der Patienten mit AMI korrelierten nicht signifikant mit der
mRNA-Expression von iRhom2 in Monozyten (siche Tabelle 17).
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Abbildung 15: Streudiagramm — relative mRNA-Expression von iRhom?2 in Monozyten vs.
Serum-TNF-a aller Studienteilnehmer (in der AMI-Gruppe Tag 1)
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Abbildung 16: Streudiagramm — relative mRNA-Expression von iRhom?2 in Monozyten vs. Serum-
TNF-a an Tag I nach AMI
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Abbildung 17: Streudiagramm — relative mRNA-Expression von iRhom?2 in Monozyten vs. Serum-
TNF-a an Tag 3 nach AMI

Tabelle 17: Korrelation — relative mRNA-Expression von iRhom?2 in Monozyten vs. Serum-CRP
und Serum-IL-6 an Tag I und 3 nach AMI (n = 50)

CRP d1 I1L-6 d1
Spearman-Rho iRhom2 d1 Korrelationskoeffizient .198 233
p-Wert 167 .104
CRP d3? IL-6 d3Y
Spearman-Rho iRhom2 d3 Korrelationskoeffizient 231 279
p-Wert 110 .055

Anmerkung. a) n =49, b) n = 48. Abkiirzungen. CRP, C-reaktives Protein; IL-6, Interleukin-6; d, Tag; AMI, akuter
Myokardinfarkt.

5.9.4. Korrelation: mRNA-Expression von iRhom2 in Monozyten und

zirkulierenden intermedidren Monozyten

Bei Betrachtung aller Studienteilnehmer zum Messzeitpunkt Tag 1 zeigte sich eine geringe
positive Korrelation zwischen der mRNA-Expression von iRhom2 in Monozyten und dem
relativen Anteil an zirkulierenden intermedidren Monozyten (Spearman r, = .20, p = .024). In der
isolieren Betrachtung der AMI-Gruppe fand sich an Tag 3 nach AMI eine positive Korrelation
mittlerer Stirke zwischen den beiden Parametern (Spearman ry = .37, p = .009). Zudem bestand
bei Patienten mit AMI eine signifikante positive Korrelation zwischen dem Anteil zirkulierender
intermedidrer Monozyten an Tag 1 und der mRNA-Expression von iRhom2 in Monozyten an Tag

3 (Spearman ry= .46, p = .001) (siche Abbildung 18).
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Dem gegeniiber fand sich eine negative Korrelation zwischen dem Anteil klassischer Monozyten
an Tag 1 und der mRNA-Expression von iRhom2 an Tag 3 nach AMI (Spearman ry= - .34, p =
.017). Weitere relevante Korrelationen zwischen klassischen und nicht-klassischen Monozyten
und der mRNA-Expression von iRhom?2 in Monozyten nach AMI waren nicht nachweisbar (siche
Tabelle 18). Auch zwischen der mRNA-Expression von iRhom2 in Monozyten und den absoluten
Leukozyten- sowie Monozytenzahlen fanden sich an Tag 1 und Tag 3 nach AMI keine
signifikanten Korrelationen (sieche Tabelle 19).
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Abbildung 18: Streudiagramm — Anteil zirkulierender intermedidrer Monozyten an Tag 1 vs.
relative mRNA-Expression von iRhom?2 in Monozyten an Tag 3 nach AMI

Tabelle 18: Korrelation — relative mRNA-Expression von iRhom?2 in Monozyten vs. Anteil
zirkulierender klassischer- und nicht-klassischer Monozyten an Tag 1 und Tag 3 nach AMI

iRhom2 1d iRhom2 3d

Spearman-Rho Klassische Korrelationskoeffizient .041 -.336
Monozyten d1 p-Wert 776 017
n 50 50

Klassische Korrelationskoeffizient .027 -.185
Monozyten d3 p-Wert .853 .199
n 50 50

Nicht-Klassische Korrelationskoeffizient -.082 167
Monozyten d1 p-Wert .569 246
n 50 50

Nicht-Klassische Korrelationskoeffizient -.024 .051
Monozyten d3 p-Wert .868 723
n 50 50

Abkiirzungen. n, Anzahl; d, Tag; AMI, akuter Myokardinfarkt.
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Tabelle 19: Korrelation — relative mRNA-Expression von iRhom?2 in Monozyten vs. Gehalt an
Monozyten und Leukozyten im Blut an Tag I und Tag 3 nach AMI

iRhom2 d1 iRhom?2 d3

Spearman-Rho ~ Monozyten d1 Korrelationskoeffizient .082 -.159
p-Wert .569 271

n 50 50
Monozyten d3 Korrelationskoeffizient .057 -.174
p-Wert .698 236

n 48 48
Leukozyten d1 Korrelationskoeffizient 120 -.780
p-Wert 407 593

n 50 50
Leukozyten d3 Korrelationskoeffizient .108 .084
p-Wert 456 561

n 50 50

Abkiirzungen. n, Anzahl; d, Tag; AMI, akuter Myokardinfarkt.

5.9.1. Korrelation: mRNA-Expression von TACE und TNF-a in

Monozyten

Fiir die mRNA-Expression von TACE und TNF-a in Monozyten aller Studienteilnehmer zum
Messzeitpunkt Tag 1 zeigte sich eine schwach positive Korrelation (Spearman r; = .21, p = .017)
(siche Abbildung 19). Bei isolierter Betrachtung der AMI-Gruppe zeigte sich an Tag 1 (Spearman
rs=-.15,p=.29)und Tag 3 (Spearman ;= - .16, p = .26) nach AMI keine signifikante Korrelation
zwischen den beiden Parametern. Sowohl in der Kontrollgruppe (Spearman r,= .42, p = .04) als
auch in der sCAD-Gruppe (Spearman r; = .47, p = .001) fand sich hingegen eine moderate

Korrelation zwischen der mRNA-Expression von TACE und TNF-a in Monozyten.
R? Linear

3,0 °

2,0

relative mRNA Expression TACE

0 ) 1,0 15 2,0 2,5 3,0

relative mRNA Expression TNF-alpha

Abbildung 19: Streudiagramm — relative mRNA-Expression von TACE vs. TNF-a in Monozyten
aller Studienteilnehmer (in der AMI-Gruppe an Tag 1)
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5.9.2. Korrelation: Anteil zirkulierender intermedidrer Monozyten und

Serum-TNF-a

Es bestand eine moderate Korrelation zwischen dem Anteil zirkulierender intermedidrer
Monozyten und der Serum-TNF-a-Konzentration aller Studienteilnehmer zum Messzeitpunkt Tag

1 (Spearman ry = .39, p <.001).

Die isolierte Betrachtung der AMI-Gruppe ergab sowohl an Tag 1 (Spearman 7y = .40, p = .004,
moderat) als auch an Tag 3 (7= .29, p =.039, schwach bis moderat) eine signifikante Korrelation
beider Parameter. Zudem zeigte sich in der AMI-Gruppe eine moderate Korrelation zwischen dem
Anteil der zirkulierenden intermedidren Monozyten an Tag 1 und der Serum-TNF-a-

Konzentration an Tag 3 nach AMI (Spearman r; = .45, p = .001).

Zwischen dem Anteil an zirkulierenden klassischen Monozyten und der Serum-TNF-o-
Konzentration konnte an Tag 1 nach AMI eine statistisch nicht signifikante negative Korrelation
(Spearman ry = - .25, p = .83), und an Tag 3 nach AMI eine signifikant negative Korrelation
mittlerer Stirke (Spearman 7y = - .34, p = .014) nachgewiesen werden. Es konnte keine signifikante
Korrelation zwischen der absoluten Leukozyten-, Lymphozyten- sowie Monozytenzahl und der
Serum-TNF-a-Konzentration an Tag 1 und Tag 3 nach AMI nachgewiesen werden (sieche Tabelle
20). Auch bestand keine signifikante Korrelation zwischen der CRP- sowie IL-6-Konzentration

im Serum und dem Anteil intermedidrer Monozyten im Blut (siehe Tabelle 21).

Tabelle 20: Korrelation — Serum-TNF-a-Konzentration vs. Gehalt an Leukozyten, Lymphozyten,
sowie Monozyten im Blut an Tag I und Tag 3 nach AMI

Serum-TNF-a d1 Serum-TNF-a d3

Spearman-Rho  Leukozyten d1 Korrelationskoeffizient -.107 -.150
p-Wert 460 298

Leukozyten d3 Korrelationskoeffizient .016 .021
p-Wert 911 .886

Lymphozyten d1  Korrelationskoeffizient 118 .058
p-Wert 413 .690

Lymphozyten d3* Korrelationskoeffizient 151 147
p-Wert 306 319
Monozyten d1 Korrelationskoeffizient .025 -.022
p-Wert .865 .881

Monozyten d3* Korrelationskoeffizient -.003 .062
p-Wert .983 .678

Anmerkung. *, n=48 Patienten. Abkiirzungen. d, Tag; AMI, akuter Myokardinfarkt.
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Tabelle 21: Korrelation — Anteil zirkulierender intermedidrer Monozyten vs. Serum-CRP und
Serum-IL-6 an Tag 1 und Tag 3 nach AMI

Intermediire Intermediire IL-6 IL-6 CRP CRP

Monozyten Monozyten d1 d3 d1 d3
dl d3
Spearman- Intermediire Korrelationskoeffizient .598* 206 116 165 -.091
Rho Monozyten d1 - Wert <.001 A51 431 251 534
N 50 50 48 50 49
Intermedifire Korrelationskoeffizient .598™ 318 .074 060  .096
Monozyten 3d  ;,_wert <.001 025 616 678 513
N 50 50 48 50 49
IL-6 d1 Korrelationskoeffizient 206 318" 4127590 .526™
p-Wert 151 025 004 <.001 <.001
N 50 50 48 50 49
IL-6 d3 Korrelationskoeffizient 116 .074 412™ 3620 722"
p-Wert 431 .616 .004 011 <.001
N 48 48 48 48 48
CRP d1 Korrelationskoeffizient .165 .060 590 362° .553*
p-Wert 251 .678 <.001 .011 <.001
N 50 50 50 48 49
CRP d3 Korrelationskoeffizient -.091 .096 526 722" 553"
p-Wert 534 513 <.001 <.001 <.001
N 49 49 49 48 49

Anmerkung. **, Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig); *, Die Korrelation ist auf dem
0,05 Niveau signifikant (zweiseitig). Abkiirzungen. CRP, C-reaktives Protein; IL-6, Interleukin-6; d, Tag; AMI,
akuter Myokardinfarkt.
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6. Diskussion

Bei der vorliegenden Dissertation handelt es sich um eine Pilotstudie in der erstmalig die
Genexpression von iRhom2 in Monozyten bei Patienten mit AMI untersucht wurde. Ziel der
Studie war es herauszufinden, ob es infolge eines AMI zu Verdnderungen in der mRNA-
Expression von iRhom2 in Monozyten kommt, welche Hinweise auf eine regulatorische
Beteiligung an der systemischen TNF-a-Sekretion nach einem AMI geben. Es konnte gezeigt
werden, dass die mRNA-Expression von iRhom2 in Monozyten nach einem AMI signifikant
ansteigt, wihrend sich die mRNA-Expression von TACE und TNF-a nicht wesentlich verdnderte.
Dabei korrelierte an Tag 3 nach AMI die mRNA-Expression von iRhom2 mit der Serum-TNF-o.-
Konzentration, sowie dem Anteil an zirkulierenden intermediéren Monozyten im Blut. Bisher war
die mRNA-Expression von iRhom?2 in humanen Monozyten im Verlauf eines AMI noch nicht

untersucht worden.

Es ist bekannt, dass die Konzentration von TNF-o im Blut62:¢3-6>:66 (wie auch in der vorliegenden
Arbeit gezeigt) und Myokard** infolge eines AMI ansteigt und eine wichtige Rolle bei der
Mediation nachfolgender inflammatorischer Prozesse spielt. Dariiber hinaus wurde beschrieben,
dass eine dysregulierte postischdmische Entziindungsreaktion ein ungiinstiges kardiales
Remodeling verursacht und somit die Entwicklung einer Herzinsuffizienz in der Folge

begiinstigen kann,!6-20-32.67.141

Die pharmakologische Inhibition von TNF-a in diesem Setting konnte daher einen sinnvollen Weg
darstellen, kardiales Remodeling gezielt zu begrenzen und damit mdglicherweise die Prognose

von Patienten mit AMI zu verbessern.

Entgegen vieler Hoffnungen, die man mit diesem Ansatz aufgrund préklinischer Erfolge verbindet,
erbrachten klinische Studien mit etablierten TNF-Antagonisten am Menschen widerspriichliche
Ergebnisse: Wéhrend die Gabe des TNF-o-Inhibitors Etanercept an Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz in zwei kleineren Studien die LVEF, Laufdistanz und Lebensqualitit verbesserte
und das linksventrikuldre Volumen verringerte!*!14°, kam eine andere randomisiert kontrollierte
Studie (RCT) mit dem TNF-a-Antikdrper Infliximab zu dem Ergebnis, das die Gabe in geringer
Dosis zu keiner Verbesserung der Symptome fiihrte und hohere Dosen des Antikorpers den

klinischen Zustand der Patienten sogar verschlechterte. !>
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Um den klinischen Nutzen von Etanercept in verschiedenen Dosierungen bei bestehender
Herzinsuffizienz in groBerem Umfang zu evaluieren, fasste man 2004 die Ergebnisse zweier grof3
angelegter RCTs (Randomized Etanercept North Amerlcan Strategy to Study AntagoNism of
CytokinEs, RENAISSANCE, und Research into Etanercept CytOkine antagonism in VEntriculaR
dysfunction, RECOVER) im Rahmen der Results of the Randomized Etanercept Worldwide
Evaluation (RENEWAL)-Studie zusammen.!®! Da ein therapeutischer Nutzen von Etanercept
hinsichtlich der primédren Endpunkte Tod und Hospitalisierungsrate aufgrund von Herzinsuffizienz
ausblieb, wurden beide Studien jedoch vorzeitig beendet.!>! Auch die LVEF und Dyspnoe-
Symptomatik (klassifiziert nach New York Heart Association) konnte durch die Gabe von

Etanercept nicht verbessert werden.

Erklarungsansétze fiir die negativen Ergebnisse dieser Interventionsstudien bieten insbesondere
die duBerst komplexen und noch immer nicht vollstindig aufgeklarten Wirkungen, welche TNF-
o auf das Myokard ausiibt. So ist bekannt, dass TNF-a. in physiologischen Konzentrationen neben
der prominenten zytotoxischen Rolle auch protektive Funktionen und Wirkungen auf das

ischdmische Myokard hat.’%15?

Aufgrund dieser ambivalenten Effekte von TNF-o im Rahmen kardialer und systemischer

40.50.79 st anzunehmen, dass die undifferenzierte

Inflammation sowie beim kardialen Remodeling
Inhibition von TNF-a, wie sie von den Medikamenten Etanercept und Infliximab ausgeht, sowohl
zytotoxische als auch protektive Wirkungen von TNF-a unterdriickt und dementsprechend nicht

zielfiihrend ist.

Klinische Studien zum Einsatz von etablierten TNF-a-Antagonisten an Patienten mit AMI zur
Reduktion von kardialen Remodeling und kardiovaskuldren Ereignissen existieren zum
gegenwértigen Zeitpunkt hingegen nicht, obwohl zahlreiche Tiermodell-Studien diesbeziiglich
vielversprechende Ergebnisse erbrachten.®’-%? Die Ergebnisse der RENEWAL-Studie sprechen
daher zwar gegen einen klinischen Nutzen der Gabe von systemischen TNF-o-Antagonisten bei
bestehender Herzinsuffizienz, adressieren jedoch nicht die akuten Remodelingprozesse infolge
eines AMI. Die Frage nach der Moglichkeit einer Prdvention von ungiinstigem kardialen

Remodeling nach AMI mittels Inhibition von TNF-a bleibt somit weiterhin unbeantwortet.

Zudem stehen den Ergebnissen der RENEWAL-Studie gro3e Registerstudien an Patienten mit
rheumatoider Arthritis gegeniiber, in denen sich zeigte, dass Patienten die mit TNF-o-

Antagonisten behandelt wurden, ein signifikant geringeres Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse,
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wie zum Beispiel einen AMI'>*-135| im Vergleich zu Patienten die nicht mit TNF-o-Antagonisten

behandelt wurden aufwiesen.

Daher erscheint es insbesondere nach den negativen Ergebnissen der RENEWAL-Studie sinnvoll,
alternative Wege zur selektiveren TNF-oa-Inhibition zu untersuchen, mit denen es gelingt die
schidlichen kardialen Effekte von TNF-a zu hemmen und gleichzeitig protektive Wirkungen zu

bewahren.

Die erst seit einigen Jahren beschriebene und in der vorliegenden Dissertation untersuchte
iRhom2-TACE-TNF-a-Signalachse ist essentiell fiir die Freisetzung von 16slichem TNF-o aus
hédmatopoetischen Zellen und bietet somit einen neuartigen und selektiven Ansatzpunkt zur

Modulation der TNF-a Konzentration im Blut.!30:135:136

6.1. mRNA-Expression von iRhom2, TACE und TNF-a

Parallel zum signifikanten Anstieg von Serum-TNF-o im Blut konnte von Tag 1 zu Tag 3 nach
AMI ein signifikanter Anstieg der mRNA-Expression von iRhom?2 in Monozyten (um etwa 14%)
beobachtet werden. Wihrend das mRNA-Expressionsniveau von iRhom?2 in der AMI-Gruppe an
Tag 1 noch vergleichbar mit den jungen und gesunden Kontrollprobanden war, zeigten Patienten
mit SCAD zu diesem Zeitpunkt eine signifikant hohere iRhom2-Expression in Monozyten. Infolge
des Anstiegs der iRhom2-Expression nach dem AMI entsprach das Expressionsniveau von
iRhom?2 in der AMI-Gruppe an Tag 3 etwa dem der sCAD-Gruppe. Bisher existieren keine
weiteren mRNA-Expressions-Daten zu iRhom2 in humanen Zellen, mit denen die gemessenen
Expressionswerte und -Dynamiken der drei Studienpopulationen verglichen oder eingeordnet
werden konnten. In unserer Studie gehen wir daher davon aus, dass die Kontrollgruppe am ehesten
einen physiologischen und nicht-stimulierten Grundzustand der iRhom2-Expression in
Monozyten reprisentiert, da die ausgewéhlten Probanden keine wesentlichen Vorerkrankungen,

Gewebeschdden oder sonstige immunologische Stressoren aufwiesen.

Erst infolge des AMI kam es zu einer gesteigerten Expression von iRhom2 in Monozyten und
damit zu einem signifikant hoheren Expressionsniveau im Vergleich zur Kontrollgruppe, sodass
von einer frithen Hochregulation der iRhom2-Expression innerhalb der ersten Tage nach einem

AMI zu berichten ist.

Beziiglich der mRNA-Expression von TACE und TNF-a in Monozyten zeigte sich von Tag 1 zu

Tag 3 nach AMI hingegen keine Dynamik, sodass anzunehmen ist, dass iRhom2 eine
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entscheidende Rolle bei der Regulation der beobachteten TNF-a-Antwort und somit fiir das

postischdamische inflammatorische Geschehen spielt.

Die mRNA-Expression von TNF-a in Monozyten an Tag 3 nach AMI konnte dariiber hinaus durch
negative Feedbackmechanismen in Reaktion auf die erhdhten Serum-TNF-o-Level, die schon
wenige Stunden nach einem AMI den Hohepunkt erreichen konnen®*%%, beeinflusst bzw.

156-158

supprimiert worden sein. Es ist beschrieben, dass die TNF-a-Expression unter LPS-

Stimulation bereits friih seinen Hohepunkt erreicht und trotz fortgesetzter LPS-Exposition schon

157,158 Dies konnte

nach einigen Stunden wieder auf sein Ursprungsniveau herunterreguliert wird.
erkldren, warum in dieser Arbeit an Tag 3 nach AMI keine erhohten Expressionslevel nachweisbar

waren.

Die Regulation der Aktivitit von TACE ist komplex und findet sowohl auf transkriptioneller und
insbesondere auf posttranskriptioneller Ebene statt.!3%:13%:159-161 iRhom?2 spielt eine wichtige Rolle
fir die Aktivierung von TACE!* indem es den Transport der Sheddase vom ER in den Golgi-
Apparat ermoglicht. In der vorliegenden Arbeit konnte iibereinstimmend eine starke positive
Korrelation zwischen der mRNA-Expression von iRhom2 und TACE in Monozyten nachgewiesen
werden. Eine aktuelle Studie konnte dariiber hinaus zeigen, dass iRhom2 durch
Phosphorylierungsprozesse auch an der Zelloberflache eine regulatorische Funktion gegeniiber der
Aktivitdt von TACE einnimmt und auf diese Weise insbesondere die schnelle Stimulation der
Sheddase-Aktivitit beeinflusst.!®? Die TACE-Aktivitit wurde in der vorliegenden Arbeit hingegen
nicht direkt bestimmt, sodass iiber den Einfluss von TACE auf die erhohte Serum-TNF-o-

Konzentration nach einem AMI keine abschlieBende Aussage getroffen werden kann.

Vorausgegangene Studien mit AMI-Patienten haben entgegen den Beobachtungen in der hier
vorliegenden Arbeit eine gesteigerte Genexpression von TACE und TNF-a in zirkulierenden

163165 ynd Monozyten!'® im Vergleich zu gleichaltrigen, gesunden Kontrollprobanden

Leukozyten
oder sCAD-Patienten gezeigt. Dabei konnte eine positive Korrelation zwischen der Genexpression
von TACE und TNF-a nachgewiesen. In der vorliegenden Arbeit unterscheiden sich die TACE-
und TNF-o-mRNA-Expression in Monozyten lediglich zwischen sCAD- und Kontrollgruppe
signifikant und es zeigte sich unter Beriicksichtigung aller Studienteilnehmer lediglich eine
schwache positive Korrelation zwischen der mRNA-Expression von TACE und TNF-a in den

Monozyten.
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Unterschiede zwischen den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und den zitierten Studien
konnten auf die zum Teil deutlich frither durchgefiihrte Blutentnahme (innerhalb von 12 Stunden
nach Symptombeginn!%®), die Entnahme von Blut aus dem Gebiet des GefaBverschlusses (lokal)

)166

bzw. aus dem Aortenbogen (peripher)'®® und die in drei der vier Studien nicht oder methodisch

unterschiedlich erfolgte Monozyten-Isolation vom Rest der Leukozyten zuriickzufiihren sein.

6.2. Serum-TNF-o

Parallel zu dem beobachteten Anstieg der iRhom2-Expression in der AMI-Gruppe kam es von Tag
1 zu Tag 3 zu einem signifikanten Anstieg der Serum-TNF-o-Konzentration. Inwiefern die TNF-
a-Konzentration nach diesem Zeitpunkt weiter ansteigt oder bereits abnimmt kann aufgrund der
Beschrinkung auf zwei Messzeitpunkte nicht ermittelt werden. Die Rationale fiir den zweiten
Messpunkt, 3 Tage nach AMI, beruht zum einen auf den Ergebnissen von vorausgehenden
Studien, welche die hochste TNF-o-Konzentrationen etwa 68 bis 84 Stunden nach einem AMI
nachgewiesen hatten.®>% Zum anderen ist beschrieben, dass CD16-positive Monozyten, zu denen
die intermedidren Monozyten zéhlen und welche wesentlich an der TNF-a-Freisetzung beteiligt
sind, ebenfalls etwa 3 Tage nach AMI ihren Gipfel im Anstieg erreichen.!!’” Es existieren jedoch
auch Studien, die frithere Gipfel der Serum-TNF-a-Konzentration innerhalb der ersten 24 Stunden
nach AMI nachgewiesen haben.®*%® Es ist daher anzunehmen, dass die Dynamik sowie das
Ausmal} der TNF-a Freisetzung infolge eines AMI einer Vielzahl an Faktoren und Umsténden des
Ereignisses unterliegt, und daher nicht generalisierend fiir alle Patienten ein iibereinstimmender

Zeitpunkt fiir die hochste TNF-oa Serumkonzentration benannt werden kann.

Im Vergleich zur sSCAD-Gruppe war die TNF-a-Konzentration im Serum der AMI-Gruppe an Tag
1 signifikant geringer und stieg bis Tag 3 auf ein etwa gleich hohes Konzentrationsniveau (analog

zur iRhom2-Expression in den Monozyten) an.

Eine Erklérung fiir die hohere Serum-TNF-o-Konzentration und mRNA-Expression von iRhom?2
in Monozyten der sCAD-Gruppe gegeniiber Kontroll- und AMI-Gruppe (an Tag 1) bietet
moglicherweise die Pathogenese der Arteriosklerose. Die Arteriosklerose ist eine chronisch

entziindliche Erkrankung der arteriellen Gefiaiwand.!

Komplexe immunologische Prozesse unter Einbeziehung von Immunzellen (insbesondere
Monozyten und Makrophagen), sowie inflammatorischen Zytokinen (u.a. TNF-a) spielen eine

Schliisselrolle bei der Entstehung und Progression der Erkrankung.!®7-!7!
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Ubereinstimmend mit dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit konnte Balbay et al. zeigen, dass
Patienten mit koronarer Herzerkrankung im Vergleich zu Patienten mit unauffélligen epikardialen

GefiBen erhohte Konzentrationen von TNF-a im Serum vorweisen.!”2

Die erhohte mRNA-Expression von iRhom2 in den Monozyten der sCAD-Gruppe gegeniiber der
AMI-Gruppe an Tag 1 und der Kontrollgruppe konnte demnach ebenfalls Ausdruck einer
chronischen Inflammation sein. Weiterfiihrende Forschungsarbeiten beziiglich der Bedeutung von
iRhom? in der Pathogenese der Arteriosklerose werden aktuell durch unsere Arbeitsgruppe an der

Charité — Universititsmedizin Berlin verfolgt.

Im Hinblick auf die AMI-Gruppe konnte der Anstieg der iRhom2-Expression in den Monozyten
und der Serum-TNF-a-Konzentration von Tag 1 zu Tag 3 nach AMI aus immunologischer Sicht
vereinfacht als ein Ubergang von einem weitgehend physiologischen Zustand der iRhom2-
Expression vor dem AMI (vergleichbar mit der Kontrollgruppe) hin zu einem chronisch
stimulierten Status interpretiert werden. Dagegen wiirde sprechen, dass angenommen werden
kann, dass die Atherogenese in dem iiberwiegenden Teil der AMI-Patienten bereits seit mehreren
Jahren bestand, auch wenn bei >80% der Patienten der AMI-Gruppe der AMI die
Erstmanifestation einer KHK darstellte (in der sCAD-Gruppe 34%). Es kann jedoch spekuliert
werden, dass das Ereignis des AMI einen persistierend hoheren Status der iRhom2-Expression und
folglich auch der systemischen TNF-o-Konzentration hervorruft. Diese Annahmen jedoch
fundiert zu belegen ist aufgrund fehlender Moglichkeiten zur Identifikation und Untersuchung von
Patienten hinsichtlich laborchemischer Entziindungsparameter (iRhom2, TNF-o,, CRP, IL-6 und

Leukozytenzahl) unmittelbar vor einem AMI als Erstmanifestation einer KHK nicht moglich.

6.3. Monozyten-Subpopulationen

In der vorliegenden Arbeit konnte von Tag 1 auf Tag 3 nach einem AMI ein signifikanter Anstieg
des relativen Anteils zirkulierender intermedidrer Monozyten an der Monozytengesamtpopulation
nachgewiesen werden. Parallel nahm der Anteil an klassischen Monozyten signifikant ab, wéhrend

sich der Anteil der nicht-klassischen Monozyten nicht signifikant verénderte.

Diese Beobachtungen bestétigen vorausgehende Studien, die einen Anstieg der CD16-positiven

Monozyten-Subpopulation beobachteten.

So zeigten Tsujioka et al. einen Anstieg CD16-positiver Monozyten bis Tag 5 nach einem AMI;

in dieser Arbeit erfolgte jedoch noch keine Differenzierung zwischen den beiden CD16-positiven
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Subpopulationen (intermediire und nicht-klassische Monozyten).!!” Nachfolgend zeigten Tapp et
al. iibereinstimmend mit der vorliegenden Arbeit einen prominenten Anstieg der intermedidren
Monozyten nach AMI, wihrend keine relevante Dynamik beziiglich der nicht-klassischen
Monozyten beobachtete wurde.'?° Unterschiede zu der vorliegenden Studie zeigen sich hingegen
in der zeitlichen Dynamik des Anstiegs: wihrend bei Tapp et al. die Anzahl intermedidrer
Monozyten gemeinsam mit den klassischen Monozyten bereits innerhalb der ersten 24 Stunden
ein Maximum erreichte und bis Tag 7 auf diesem Niveau blieb, fand sich in der vorliegenden
Studie an Tag 1 ein signifikant geringerer Anteil an intermedidren Monozyten als an Tag 3 nach
AMILI. Eine mogliche Erkldarung fiir diesen fritheren Gipfel bietet der Umstand, dass in der Studie
von Tapp et al. ausschlieBlich STEMI-Patienten untersucht wurden, wihrend in der vorliegenden
Studie auch NSTEMI-Patienten rekrutiert wurden. Es ist davon auszugehen, dass STEMI-
Patienten einen grofleren myokardialen Gewebeschaden vorweisen und daher moglichweise auch
eine stirkere inflammatorische Reaktion mit fritherem Anstieg der intermedidren Monozyten im
Blut im Vergleich zu NSTEMI-Patienten verzeichnen. Tapp et al. zeigte passend hierzu, dass die
Anzahl intermedidrer Monozyten als einzige Subpopulation positiv mit den gemessenen Troponin-

Werten im Blut nach AMI korrelierte.

Ob die beobachtete Zunahme der intermedidren Monozyten nach einem AMI auf eine vermehrte
Freisetzung aus dem Knochenmark oder durch eine Differenzierung des Phénotyps (von
klassischen zu intermedidren Monozyten) in der Zirkulation verursacht wird, ist aus den erhobenen
Daten nicht abzuleiten und auch in der Literatur nicht abschlieBend gekldrt. Sowohl die
Anwesenheit aller drei Subpopulationen im Knochenmark!” als auch eine Differenzierung der
zelluldren Merkmale von klassischen Monozyten hin denen von intermedidren Monozyten ist in
der Literatur beschrieben (Hochregulierung von CD16).!7* Eine weitere Erklarung fiir die rasche
Dynamik nach einem AMI koénnte die Freisetzung von Monozyten aus der Milz darstellen. Diese
bildet mit den dort lokalisierten Monozyten eine Art Reservoir aus dem im Falle eines adéquaten
Stimulus (wie zum Beispiel einem AMI) innerhalb kurzer Zeit grofle Zahlen von Monozyten
rekrutierten werden konnen.!”> Sowohl in der hier vorliegenden Studie als auch in der Arbeit von
Tapp et al.'?* konnte von Tag 1 zu Tag 3 nach AMI keine Zunahme der absoluten Monozytenzahl
im peripheren Blut beobachtet werden. Riickschliisse auf die Art der Rekrutierung von Monozyten
erlaubt diese Beobachtung aufgrund ihrer Féhigkeit die Zirkulation zu verlassen dennoch nicht.
Zusammenfassend kann jedoch davon ausgegangen werden, dass der Anstieg intermedidrer

Monozyten im Blut nach einem AMI eine typische Dynamik darstellt.
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Intermediére Monozyten gelten gegeniiber den klassischen und nicht-klassischen Monozyten als
besonders inflammatorische Subpopulation u.a. aufgrund der vermehrten Sekretion von TNF-c.!1°
Ubereinstimmend konnte in der vorliegenden Studie eine signifikante positive Korrelation
zwischen dem Anteil intermedidrer Monozyten und der TNF-o-Konzentration im Blut aller
Studiengruppen sowie auch isoliert an Tag 1 und Tag 3 nach einem AMI nachgewiesen werden.
Zwischen dem Anteil der klassischen Monozyten und der Serum-TNF-a-Konzentration konnte an
Tag 1 nach AMI hingegen eine statistisch nicht signifikante negative Assoziation und an Tag 3
nach AMI eine signifikant negative Korrelation nachgewiesen werden. Nicht-klassische
Monozyten korrelierten lediglich schwach positiv mit der Serum-TNF-o-Konzentration an Tag 3.
Die Anzahl der Monozyten, Leukozyten und Lymphozyten standen ebenfalls in keiner Beziehung
zu den Serum-TNF-a-Konzentrationen nach einem AMI, was die Annahme einer insbesondere

von den intermedidren Monozyten ausgehende Sekretion von TNF-a nach AMI unterstiitzt.

Die iRhom2-Expression an Tag 3 nach AMI korrelierte ebenfalls positiv mit dem Anteil
intermedidrer Monozyten an Tag 3. Zudem fanden wir &hnlich wie beim Serum-TNF-a eine
positive Assoziation zwischen dem Anteil intermedidrer Monozyten an Tag 1 und der iRhom2-
Expression in Monozyten an Tag 3. Anhand dieser Zusammenhinge kann spekuliert werden, dass
die gesteigerte mRNA-Expression von iRhom2 in Monozyten insbesondere von intermedidren
Monozyten ausgeht, welche verglichen mit anderen Subpopulationen grole Mengen TNF-a
freisetzen und auch in dieser Arbeit als einzige Subpopulation signifikant mit dem Serum-TNF-a

nach AMI korrelieren.

Zusammengenommen deuten die Daten darauf hin, dass iRhom2 an der Regulation der TNF-a.-
Freisetzung insbesondere durch intermedidre Monozyten beteiligt sein kdnnte. Um die auf den
oben genannten Beobachtungen basierenden Annahmen und Zusammenhinge abschlieBend zu
verifizieren, wire eine getrennte Bestimmung der TNF-a-Expression und iRhom2-Expression in
den einzelnen Subtypen mittels Cel/-Sorting ndtig sowie weitere in-vitro Versuche mit humanen

Monozyten.
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6.4. Schlussfolgerungen

Der parallele Anstieg der mRNA-Expression von iRhom2 in Monozyten und Serum-TNF-o-
Konzentration bei Patienten mit akuten Koronarsyndrom gibt erste Hinweise darauf, dass iRhom?2
an der TNF-a-Freisetzung und somit an der inflammatorischen Reaktion nach einem AMI beteiligt
ist. AMI-Patienten mit hoher Expression von iRhom2 in Monozyten wiesen eine hohere TNF-a-
Konzentration im Blut auf. Auch wenn diese Assoziation noch keine Kausalitit zwischen den
beiden Parametern nachweist, so passt diese Beobachtung zur Funktion von iRhom2 in der

iRhom2-TACE-TNF-a-Signalachse, an dessen Ende die Freisetzung von TNF-a. ins Blut steht.!3°

Unsere Annahme setzt jedoch voraus, dass die regulatorische Beteiligung von iRhom2 am
Freisetzungsprozess von TNF-a zumindest in Teilen {iber eine gesteigerte Genexpression reguliert
wird. Hinweise dafiir finden sich in vorausgegangenen in-vitro Studien bei denen die TNF-a-
Freisetzung durch Makrophagen unter LPS-Exposition von einer deutlich gesteigerten Expression

von iRhom?2 begleitet wurde.!3%-135.176

Auf Grundlage dieser Beobachtungen sowie den Erkenntnissen fritherer Studien kdnnte die
pharmakologische Inhibition von iRhom2 eine vielversprechende Methode darstellen, um die

TNF-a-Sekretion nach AMI zu reduzieren und ungiinstiges kardiales Remodeling zu begrenzen.

6.5. Ausblick

Basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit sollte in weiterfilhrenden Studien
untersucht werden, inwiefern die Modulation von iRhom?2 eine Strategie zur Abschwichung einer
iiberméfigen TNF-a-Freisetzung und dem damit verbundenen ungiinstigen kardialen Remodeling
nach einem AMI darstellen konnte. Mit einem iRhom2-Inhibitor bestinde die Moglichkeit
spezifisch die TNF-o-Freisetzung aus myeloischen Zellen zu blockieren, wéhrenddessen die
Funktion von TACE und damit die Spaltung einer Vielzahl weiterer physiologischer Substrate in

nicht-myeloischen Zellen erhalten bliebe.!3¢

iRhom2-defiziente Leukozyten exprimieren weiterhin membrangebundenes mTNF-a..!** mTNF-
o bindet und aktiviert bevorzugt TNFR2 anstelle von TNFR1.':!77 Wihrend {iber TNFR1
vorwiegend pro-inflammatorische, negativ-inotrope sowie pro-apoptotische Wirkungen auf
Kardiomyozyten vermittelt werden, vermittelt der TNFR2 eher anti-inflammatorische Effekte zur

Gewebeheilung und Angiogenese und gilt daher als kardioprotektiv.”8-80-178
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Insbesondere die Signaltransduktion tiber TNFR1 steht daher nachweislich in Zusammenhang mit
der Progression von ungiinstigem kardialen Remodeling und konsekutiver Herzinsuffizienz,

wihrend die Aktivierung von TNFR2 Remodelingprozesse giinstig beeinflusste.!7*-1%0

Die Bindungspriferenz von mTNF-o an TNFR2 gemeinsam mit der Immunzellspezifitét einer
iRhom2-Blockade konnten interessante Vorteile gegeniiber den systemischen TNF-a-
Antagonisten bieten, da anzunehmen ist, dass auf diesem Weg ein Teil der kardioprotektiven

Eigenschaften von TNF-a erhalten bliebe.

Ein sinnvoller weiterfiihrender Forschungsansatz stellt die Untersuchung der Auswirkungen einer
iRhom2-Defizienz im Myokardinfarkt-Mausmodell dar. Im Vergleich einer iRhom?2-defizienten
mit einer iRhom2-suffizienten Maus, die einer Koronararterien-Ligatur zugefiihrt werden, konnten
die Auswirkungen auf die inflammatorischen Prozesse und das Remodeling mittels histologischer

und bildgebender Verfahren untersucht werden.

Barnette et al. haben iRhom?2-defiziente Méuse nach Induktion eines Myokardinfarktes mittels
operativer Ligatur des Ramus interventricularis anterior untersucht.'®! Dabei zeigte sich bei der
histologischen Untersuchung der Herzen 21 Tage nach Infarktinduktion im Vergleich zu Wildtyp-
Maiusen eine unzureichende Fibrosierung der Infarktnarbe, sowie eine erhohte Mortalitét der

1Rhom2-defizienten Miuse.

Bei genauer Betrachtung der Studie zeigen sich jedoch folgende wesentliche Limitationen, sodass
die generierten Ergebnisse zunéchst in weiteren Studien verifiziert werden sollten: Zum einen
wurde die iRhom2-Maus mit einer normalen Wildtyp-Maus und nicht mit genetisch dhnlichen
Wurfgeschwistern verglichen. Zudem wurde eine relativ kleine Fallzahl pro Versuchsgruppe (n =
5 fiir funktionelle kardiale Parameter; n = 3 fiir immunhistologische Paramater) gewihlt. Zentrale
morphologische und funktionelle Parameter des linken Ventrikels wie die linksventrikuldre Masse,
LVEF als wichtiger funktioneller Parameter des Herzes, aber auch die GroBe der Infarktarbe
unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Gruppen. Beziiglich der Ursache fiir die erhohte
Mortalitdt der iRhom2-defizienten Miuse werden seitens der Autoren keine Erklarungshypothesen
angeboten. Auch eine Aufschliisselung der Todesursachen, welche zur erhohten Mortalitdt der
iRhom2-defizienten Miuse fiihrte, wird nicht geboten, sodass nicht bekannt ist, ob diese Zahlen
durch kardiovaskuldre Ereignisse oder andere AMI-unabhingige Faktoren verursacht wurden. Die

Beobachtungen der Studie von Barnette et al. stehen zudem im Gegensatz zu einer Reihe von
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Studien mit AMI-Mausmodellen, bei denen eine genetische Defizienz oder eine pharmakologische

Inhibition von TNF-a einen positiven Einfluss auf das kardiale Remodeling hervorrief.32:84-90

Aufgrund dieser Diskrepanz muss jedoch auch in Betracht gezogen werden, dass iRhom2 und
TACE in Leukozyten moglicherweise weitere, bisher nicht bekannte Liganden haben,
infolgedessen die Effekte einer iRhom2-Inhibition iiber die Reduktion der TNF-a-Freisetzung
hinaus geht. Mogliche Substrate von TACE, die diesbeziiglich in Frage kdmen, sind TNFR1 und
TNFR2, welche infolge einer iRhom?2-Inhibition an der Zelloberfliche von Immunzellen
akkumulieren und ihrer parakrinen sTNF-o-neutralisierenden Funktion in 16slicher Form (dhnlich

der Wirkungsweise von Etanercept) nicht mehr nachkommen konnen. '#2

Die postischdmische Inflammation stellt in einem kurzfristigen und selbstlimitierenden Rahmen
eine adaptive Reaktion auf den Gewebeschaden dar und ist fiir die kardialen Heilungsprozesse
notwendig. Dementsprechend konnte eine konstante Inhibition, wie im Rahmen einer genetisch
bedingten iRhom2-Defizienz, bei einer nicht dysregulierten, exzessiven oder anhaltenden
Entziindungsreaktion zu einer Storung der adaptiven Prozesse mit moglichen negativen Folgen fiir
das Remodeling fiihren, wie durch Barnette et al. berichtet. So kann spekuliert werden, dass
insbesondere nur AMI-Patienten mit prolongierten, exzessiven TNF-a-Erhéhungen von einer
Reduktion der TNF-a-Freisetzung profitieren und/oder diese nur in einem bestimmten Zeitfenster
wihrend des Remodelings erfolgen sollte. Auf dem Weg zu anti-inflammatorischen
Therapiekonzepten fiir die Beeinflussung des kardialen Remodelings ist es daher von grof3er
Bedeutung, Patienten zu identifizieren, bei denen die Inflammation einen dysregulierten oder auch
anhaltenden Charakter zeigt. Dabei sollten der optimale Zeitpunkt sowie die Dauer einer anti-
inflammatorischen Therapie differenziert untersucht werden, damit giinstige immunologische
Prozesse nicht beeintrichtigt werden. Dazu wire es von Interesse, einen pharmakologischen
Inhibitor fiir iRhom2 zu entwickeln, um die Wirkungen und Nebenwirkungen einer transienten
Inhibition im AMI-Modell zu untersuchen und mit denen einer permanenten genetischen iRhom?2-
Defizienz zu vergleichen. Fragen nach dem optimalen Zeitpunkt lieen sich durch den gezielten
und phasenweisen Einsatz eines iRhom2-Inhibitors ermitteln. Im Rahmen einer
pharmakologischen Inhibition wéren Leukozyten driiber hinaus vermutlich zunichst noch in der
Lage gewisse Mengen an TNF-a {iber bereits an der Zelloberfldche lokalisiertes und aktives TACE
freizusetzen.'®® Dies wiirde moglicherweise eine mildere Reduktion der TNF-a-Freisetzung
hervorrufen und insbesondere die Hochregulation der TNF-a-Freisetzung iiber TACE im Rahmen

einer Hyperinflammation reduzieren, wihrend eine basale physiologische TNF-a Sekretion durch
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Leukozyten vermutlich noch stattfinden konnte. iRhom2-defiziente Méuse exprimieren hingegen

nachweislich kein TACE an der Zelloberfliche.!3?

Aufgrund der Komplexitdt der moglichen immunologischen Auswirkungen einer Inhibition von
iRhom2 und folglich TNF-a sind weiterfilhrende grundlagenwissenschaftliche und klinische
Studien erforderlich, um zu klaren, inwiefern die Modulation von iRhom2 im Rahmen eines AMI
zur Reduktion von ungiinstigem kardialem Remodeling sowie kardiovaskuldren Ereignissen nach

einem AMI beitragen kann.

6.6. Limitationen der Studie

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine Pilotstudie mit deskriptivem Charakter. Eine

Aussage liber eine Kausalitét der beobachteten Assoziationen kann daher nicht erfolgen.

Die Blutentnahme bei den sCAD- sowie AMI-Patienten erfolgte erst nach der
Herzkatheteruntersuchung. Es ist somit nicht auszuschlieBen, dass die Herzkatheteruntersuchung
aufgrund des invasiven Charakters immunologische Reaktion induziert hat. Aufgrund des
fehlenden Messzeitpunktes Tag 3 in der sSCAD-Gruppe kann nicht sicher ausgeschlossen werden,
dass die Verdnderungen in der AMI-Gruppe von Tag 1 zu Tag 3 auf die Intervention
zurlickzufiihren sind. Dagegen sprechen allerdings die Beobachtungen von Goldberg et al., die
nach einer Herzkatheteruntersuchung mit und ohne Stentimplantation an 26 sCAD-Patienten
keinen Anstieg der Serum-TNF-a-Konzentration 24 Stunden, 48 Stunden, sowie 4 Wochen
nachweisen konnten.'®* Es ist daher anzunehmen, dass die Verinderungen der erhobenen

Parameter von Tag 1 zu Tag 3 in der AMI-Gruppe primér die Folge des AMI wiederspiegeln.

Eine weitere Limitation der Studie ist, dass fiir iRhom2 und TACE die Expressionsanalyse auf die
RNA-Expression beschréinkt ist, wihrend Daten auf Proteinebene nicht existieren. Wéhrend fiir
jeden Studienteilnehmer Protein aus Monozyten isoliert und konserviert wurde, gelang der
spezifische Nachweis von iRhom?2 mittels Western-Blot mit mehreren getesteten, kommerziell
erworbenen Antikdrpern nicht. Ein potentieller Nachweis von iRhom2-Protein konnte hingegen
iiber die vorausgehende Immunprézipitation fiir TACE und anschlieBendem Nachweis des an
TACE gebundenen iRhom?2 iiber einen Western-Blot gelingen. Da von jedem Patienten Protein-
Proben aufbewahrt wurden, kdnnte ein erneuter Versuch der iRhom2-Proteinvermessung nach

methodischer Etablierung eines iRhom2-Protein-Nachweises erfolgen.
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