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Abklrzungen

ACS acute coronary syndrome

ANT1 Adenin-Nukleotid-Translokase 1

HFpEF Herzinsuffizienz mit einer erhaltenen Pumpfunktion (heart failure with preserved

ejection fraction)

HFrEF Herzinsuffizienz mit einer reduzierter Pumpfunktion (heart failure with reduced

ejection fraction)

KHK Koronare Herzkrankheit

LPS Lipopolysaccharid

MACE major adverse cardiac and cerebrovascular events
MT mikrobielle Translokation

PAR Protease-aktivierter Rezeptor

TLR Toll-like Rezeptor
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1. Einleitung

1.1 Einfuhrung

Die vorliegende Habilitationsschrift beschreibt das Konzept der gestérten Darmbarriere und des-
sen Einfluss auf inflammatorische Prozesse im Kontext Protease-aktivierter Rezeptoren. Im An-
schluss werden dann therapeutische Implikationen diskutiert.

Chronisch kardiovaskulare Erkrankungen und deren akute Komplikationen sind eine der bedeu-
tendsten Morbiditats- und Mortalitatsursachen.® Aufgrund des sich scharfenden Risikoprofils und
dem demografischen Wandel, wird deren Anteil weiter steigen.®

Ein pathologisch verandertes Mikrobiom (Dysbiose) geht mit einer gestérten Darmbarriere und
einer fehlregulierten Immunantwort einher.® Dies nimmt Einfluss auf die Entstehung und Pro-
gression zahlreicher kardiovaskularer Erkrankungen.©

In der kardiovaskuldren Medizin sind derzeitige Therapiekonzepte bislang nicht ausreichend se-
lektiv. Die Interaktion der Darm-Herz-Achse stellt einen potenziellen Angriffspunkt zielgerichteter
und individualisierter Therapieverfahren dar.®

1.2 Die intestinale mukosale Barriere

Der Aufrechterhaltung der intestinalen mukosalen Barrierefunktion wird in diesem Kontext eine
besondere Bedeutung zugemessen. Aufgrund der groRen Oberflache (30-40m2 vs. 2mz2 der Haut)
kommt es zu einer intensiven Exposition gegeniber kérperfremden, obligat oder fakultativ patho-
genen Stoffen und Mikroorganismen (= permanenter Antigenkontakt). Gleichzeitig muss eine To-
leranz gegenuber nicht-schadlichen Antigenen (z. B. Nahrungsmittelbestandteile, kommensale
Bakterien) aufrechterhalten werden.(":®

Die intestinale mukosale Barriere setzt sich aus biochemischen (u.a. Muzinschicht), physikali-
schen (u.a. einschichtiges Epithel) und immunologischen Komponenten (v.a. in der Lamina prop-
ria) zusammen.?

Das Immunsystem des Darmes erfillt hierbei eine wichtige Barrierefunktion. Das darmassoziierte
lymphatische Gewebe (gut-associated lymphoid tissue, GALT) als Untereinheit des Mukosa-as-
soziierten lymphatischen Gewebes (mucosa-associated lymphoid tissue, MALT) bildet ein kom-
plexes Netzwerk organisierter Immunzellen.® Neben Zellen des adaptiven Immunsystems (T-
und B-Lymphozyten), gehéren hierzu u.a. auch die Antigen-prasentierenden Makrophagen und
dendritischen Zellen. Ein GroRteil aller Immunzellen des Korpers befindet sich im Darm.®® Kom-
mensale verschiedener mikrobieller Spezies sind in der Lage intestinale Immunantworten zu in-

duzieren.®d
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Die Integritat der sich kontinuierlich regenerierende einschichtige Epithelbarriere ist gemeinsam
mit den geschlossenen Zell-Zell-Kontakten (tight junctions) verantwortlich fur die unmittelbare
trans- und parazellulare Permeabilitat.(”: 12 Ebenfalls nicht hamatopoetischen Ursprungs sind die
Paneth- und Becherzellen, welche durch die Sekretion von Defensinen, Lysozym und Muzinen

die Passage von Pathogenen verhindern.(”)

1.3 Inflammation als Folge einer gestdrten Darmbarriere

Das leaky-gut Konzept besagt, dass eine Storung der intestinalen Barriere zu einer vermehrten
Translokation mikrobieller Bestandteile fuihrt.® % 1 Klassischerweise wird hierdurch unmittelbar
oder Uber Zwischenschritte eine pro-inflammatorische Immunantwort generiert.# 1 Diese pro-
inflammatorische Antwort ist in der Regel nicht nur auf den Darm beschrankt, sondern zeigt sich
auch systemisch.®* 1% Dies liegt zum einen darin begriindet das immunogene Bestandteile in die
Blutstrombahn gelangen aber auch an der lokalen Aktivierung (= im Darm) von zirkulierenden
Immunzellen durch Antigene.®
Drei wesentliche Mechanismen kénnen fiir die gestorte Barrierefunktion verantwortlich sein:
e Dysbalance des epithelialen Turnovers (d.h. gesteigerter Verlust durch vermehrte
Apoptose und verminderte Regenerationsfahigkeit)
e Alteration der Tight-Junction-Zusammensetzung erhéht die makromolekulare parazellu-
lare Permeabilitat

e verminderte Clearancefahigkeit der Immunabwehr

1.4 Eine akut gestorte Darmbarriere ist mit einer vermehrten mikrobiellen Translo-

kation verbunden

Der klassische Morbus Whipple (M. Whipple) ist eine sich priméar im Dinndarm manifestierende
Erkrankung, bei der es durch den Verlust des differenzierten Oberflachenepithels zu einer erhéh-
ten Permeabilitat fir Makromolekiile und somit auch fiir mikrobielle Bestandteile kommt.® Kenn-
zeichnend ist eine massive Makrophagenakkumulation in der Lamina propria welche das Bakte-
rium Tropheryma whipplei (T. whipplei) enthalten.*” Paradoxerweise ist die lokale mukosale Im-
munreaktion durch ein regulatorisches Milieu charakterisiert.829 Dies |4sst sich durch verschie-
dene (kumulative) immunologische Defizite der Patienten sowie anti-inflammatorische Effekte
von T. whipplei selbst erklaren.*® Im Gegensatz dazu kann systemisch eine akute pro-inflamm-
atorische Immunantwort nachgewiesen werden (u.a. CRP- und BSG-Erhdhung, Fieber, Leuko-
zytose, Thrombozytose, verminderte CD4/CD8-Ratio, Aktivierung und Zytotoxizitat CD8" T-Zel-

len).(7.18)
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Uber die gestorte Darmbarriere kommt es zu einer verstarkten mikrobiellen Translokation (MT).
Die anti-inflammatorische gepragte mukosale Immunantwort beglnstigt dann durch die vermin-
derte Eliminationskapazitat eine systemische Ausbreitung und letztlich pro-inflammatorische Re-
aktion. Die Barrierestérung und MT sind beim klassischen M. Whipple transient und bereits nach
antibiotischer Initialtherapie ruicklaufig.*6 ¥ Somit kann der klassische M. Whipple als Modeller-
krankung einer akut gestérten Darmbarriere betrachtet werden, die mit einer vermehrten MT ver-

bunden ist.

1.5 Chronische Immunaktivierung — Folge einer anhaltenden Barrierestérung und

mikrobiellen Translokation?

Nach Beginn der antibiotischen Therapie beim klassischen M. Whipple kommt es im Verlauf in
bis zu 10% der Falle zu einem inflammatorischen Immunrekonstitutionssyndrom (IRIS).?* 22 Ge-
kennzeichnet ist dies durch eine numerische und funktionelle Rekonstitution von inflammatori-
schen T-Zellen. Diese unspezifische Aktivierung und Expansion wird durch eine verminderte re-
gulatorische Immunantwort insuffizient gebremst. Dieses geht in der Folge dann mit einer unkon-
trollierten und anhaltenden Entziindungsreaktion einher.?Y Welche Rolle die intestinale Barriere-
stérung in der Pathogenese der UberschieBenden Immunantwort spielt, war bislang nicht unter-
sucht worden. Die zu beobachtende Hyperinflammation kdnnte Folge einer Reaktion auf residu-
elle Antigene sein, die aufgrund einer erhéhten kontinuierlichen MT infolge einer anhaltend ge-

storten Darmbarriere akkumulieren.@®

1.6 Gestorte Darmbarriere und kardiovaskulare Erkrankungen — Das Konzept der

chronischen Immunaktivierung

Kardiovaskulare Erkrankungen sind durch eine chronische Inflammation gekennzeichnet.?* 25
Die Ausloser der systemischen Immunaktivierung sind aber nicht vollstandig aufgeklart. Eine in-
testinale Barrierestérung und konsekutive Translokation viabler Pathogene, mikrobieller Bestand-
teile (u.a. Lipopolysaccharid, LPS) als auch bakterielle Metaboliten (u.a. Trimethylamin, TMA),
konnen diese Reaktion vermitteln.® ® Die Barrierefunktion selbst wiederum kann durch ein pa-
thologisch verandertes Mikrobiom (Dysbiose) negativ beeinflusst werden. Das Mikrobiom kann
dabei numerisch oder in seiner Diversitat verandert sein.® Veranderungen des Mikrobioms kon-
nen auch mit einer erhéhten Belastung durch LPS selbst einhergehen (das dann wiederum ver-
mehrt transloziert).® Bezogen auf die Dysbiose, spielen neben genetischen Faktoren vor allem
modifizierbare Risikofaktoren (Nikotinabusus, Ernahrung etc.) hierbei eine entscheidende Rolle.

Dysbiose, Barrierestérung und MT sind Kennzeichen kardiovaskularer Erkrankungen und kénnen
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auch mit adversen klinischen Ereignissen assoziiert sein (major adverse cardiac and cerebrovas-
cular events, MACE) (Tabelle 1).® Wobei einschrankend erwahnt werden muss das nicht immer
eine Kausalitat bewiesen werden kann und bislang zumeist (aus technischen Grinden) nur Bio-

marker untersucht worden sind.

Risikofaktor/Erkrankung Dysbiose Barriere- Referenz

storung

Nicht-alkoholische Fettleber (26, 27)

Diabetes mellitus (28-32)

Nikotinabusus (33-36)

Chronische Niereninsuffizienz (37-40)

Arterieller Hypertonus (41-44)

Koronare Herzkrankheit (29, 45, 46)

Carotisstenose (47-49)

Vorhofflimmern (50-52)

Chronische Herzinsuffizienz (53-56)
Akuter Myokardinfarkt (57-59)

Tabelle 1. Ubersicht ausgewahlter Risikofaktoren und manifester kardiovaskularer Erkrankungen bei de-

nen im Menschen eine Assoziation (= grau hinterlegt) mit Dysbiose, Barrierestérung und MT gezeigt wer-

den konnte. *Es liegen bislang keine Studienergebnisse vor.

Das aus der Zellmembran Gram-negativer Bakterien stammende LPS, gehdrt zu den sog. Patho-
gen-associated molecular patterns, PAMPs und wird von Rezeptoren der angeborenen Immunitat
(Toll-like Rezeptoren, TLRs, konkret TLR4) erkannt. Dies bedingt dann eine pro-inflammatorische
Kaskade. LPS wird als ein Biomarker der MT verstanden. Neben seiner pro-inflammatorischen
Wirkung, kann LPS via TLR4 auf Thrombozyten auch direkt atherothrombotische Prozesse ver-
mitteln.® Auch viele andere translozierte mikrobielle Bestandteile konnen tiber TLRs zu der sys-
temischen Immunaktiverung beitragen (z.B. via TLR2: Lipoteichonsdure Gram-positiver Bakte-
rien, Beta-Glucane von Pilzen).®®
Kommensale Bakterienspezies des intestinalen Mikrobioms sind dartber hinaus in der Lage
durch die Metabolisierung von Nahrungsbestandteilen das gesamte Spektrum kardiovaskulére
Erkrankungen direkt oder indirekt zu beeinflussen.® Nachfolgend ist eine Auswahl dieser Meta-
bolite aufgefuihrt, welche mit der Pathogenese kardiovaskularer Erkrankungen assoziiert sind®:
e Produktion und Modifikation von Gallensduren — Einfluss: Glukose- und Fettstoffwechsel
e Kurzkettige Fettsauren (engl. short chain fatty acids, SCFA), (u.a. Acetat C2, Propionat
C3, Butryat C4) — entstehen durch Fermentation bei ballaststoffreicher Erndhrung — ha-
ben Einfluss auf die Blutdruckregulation, myokardiale Reperaturmechanismen und modu-
lieren Entziindungsvorgénge
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o TMA/TMAO (Trimethylamin-N-oxid) — Metabolisierung von Cholin, Phosphatidylcholine
und Carnitin v.a. aus tierischen Lebensmitteln (wie Fleisch, Eigelb und fettreiche Milch-
produkte) aber auch als Bestandteil der Gallenflissigkeit (Cholin) durch Kommensale zu
TMA und folgend dann Oxydierung in der Leber zu TMAO — assoziiert mit Atherogenese,
Gerinnungsaktivierung und Atherothrombose, kardiale Fibrose, vaskulare Inflammation,
Aktivierung des Inflammasoms

e Phenylacetylglutamin — entsteht durch mikrobielle Metabolisierung von Phenylalanin —
assoziiert mit atherothrombotischen Ereignissen und Herzinsuffizienz

e Uramietoxine (u.a. p-Kresol Sulfate, Indoxylsulfat) — entstehen im Darm im Rahmen des
mikrobiellen Proteinmetabolismus — sind assoziiert mit renaler Dysfunktion, Gerinnungs-
aktivierung, pro-fibrotischen und inflammatorischen Mechanismen®

Fur einige dieser der Metaorganismen entstammenden Metabolite konnten auch bereits Wirts-
bezogene Rezeptoren, welche die nachgeschaltete Signalkaskade vermitteln, identifiziert wer-

den.®

1.7 Protease-aktivierte Rezeptoren — Mediatoren der Darm-Herz-Achse?

1.7.1 Protease-aktivierte Rezeptoren

Protease-aktivierte Rezeptoren (PAR1-4) sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Der PAR1
(Thrombinrezeptor) nimmt eine Schlisselposition als Mediator des Gerinnungs- und Immunsys-
tems bei akuten kardiovaskularen Erkrankungen wie der Myokarditis oder dem Myokardinfarkt
ein.®%") Sije sind u.a. Regulatoren der Thrombozyten-, Endothelzell-, glatten GefaBmuskelzell-,
Immunzell-, Fibroblasten- und Kardiomyozytenfunktion. PAR1 ist der Thrombinrezeptor auf
Thrombozyten.®* 687D Die Rolle von PARs in der Pathogenese chronisch kardiovaskularer Er-
krankungen (Atherosklerose, Herzinsuffizienz, Vorhofflimmern) ist bisher nur unzureichend auf-
geklart. Das gemeinsame pathogenetische Charakteristikum akuter und chronischer kardiovas-
kularer Erkrankungen ist die systemische Entziindungsreaktion.®> %8 PAR-abhangige Signal-
wege sind in der Lage diese entziindlichen Prozesse (auch unabhangig von deren pro-thrombo-
tischen und pro-koagulatorischen Wirkweisen) zu vermitteln und zu beeinflussen. Die Aktivie-
rungs- und Signalwege von PARs sind komplex. Klassischerweise werden sie durch extrazellu-
lare Proteasen (so auch den Gerinnungsfaktoren FXa und Flla, Thrombin) aktiviert. Hierbei spie-
len sowohl das sog. biased-signaling (funktionelle Ligandenselektivitat, d.h. die Art der zellularen
Signalantwort ist abhangig vom Liganden trotz desselben Rezeptors) eine Rezeptorhomo- und
Hetero-dimerisierung, als auch die Transaktivierung von non-PARs eine Rolle (Abbildung 1).
Man geht davon aus, dass PARs auch Aufgaben als nicht-klassische pattern-recognition recep-
tors (PRR) wahrnehmen und auch Mediator der angeborenen Immunitét sein kdnnen u.a. durch

Kooperation mit TLRs.®* 7274
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Abbildung 1. Aktivierungs- und Signalwege von PARs. Exemplarisch gezeigt ist die Aktivierung durch
Gerinnungsserinproteasen Thrombin (Flla) und FXa. Der extrazellulare N-Terminus des Rezeptors wird
abgespalten. Dies legt eine Proteindoméne frei welche als gebundener Ligand (tethered ligand) fungiert.
In der Folge kommt es zu einer Konformitatsanderung des Rezeptors die es ermdglicht G-Proteine zu
binden um dadurch die nachgeschaltete, intrazellulare Signalkaskade zu initiieren. Die Signalwege sind
komplex und beinhalten das sog. biased signaling sowie die Interaktion mit PARs und non-PARs. Die Sig-
nalwirkung kann aber auch G-Protein-unabhangig tber z.B. B-Arrestin modifiziert werden. PARs vermitteln:
Gerinnungs-abhangige Effekte (= Wirkung auf primare und sekundare Hamostase) und Gerinnungs-unab-
hangige Effekte (= u.a. pro-fibrotisch und pro-inflammatorisch, durch Signalwege in Endothelzellen, Fib-
roblasten, Kardiomyozyten, Immunzellen etc.). PARs werden aber auch im Darm u.a. von Enterozyten
exprimiert. Mit dem direkten PAR1-Inhibitor Vorapaxar und Flla- und FXa-Inhibitoren stehen PAR-modu-

lierende Therapeutika zur Verfigung.(70. 72. 73)

1.7.2 Protease-aktivierte Rezeptoren und Darmbarriere

PARs werden im Kdrper ubiquitar exprimiert (u.a. auch von Enterozyten, apikal und basolateral
sowie von Zellen der Lamina propria). Sie kdnnen deshalb luminal und mukosal durch Proteasen
aktiviert werden. Dazu gehoren Verdauungsenzyme, extrazellulare bakterielle Proteasen des
Mikrobioms bzw. invasiver Pathogene, Proteasen freigesetzt von Immunzellen sowie extravas-
kulare Gerinnungsfaktoren (Tabelle 2). Die in allen Darmabschnitten nachgewiesen PAR1 und

PAR2 sind in der Lage die epitheliale Barrierefunktion und mukosale Immunantwort zu regulieren.
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Dabei kdnnen sowohl die trans- als auch die parazellulare Permeabilitdt moduliert werden, was
wiederum den Grad der MT beeinflusst. Untersucht wurde die Rolle von PARs im GI-Trakt bisher

v.a. in der Pathogenese chronisch entziindlicher Darmerkrankungen und Darmtumoren. (72 7577

Lokalisation Aktivierende Proteasen

und Quelle

Tdvd
cdvd
gdvd
rdvd

Luminal

Verdaungsprotease Trypsin

Mikrobielle Protease Gelatinase (E. faecalis)

Gingipain (P. gingivalis)

Serralysin (S. marcescens)

Protease (H. pylori)

LasB (P. aeruginosa)

LepA (P. aeruginosa)

Mukosal

Gerinnungsfaktoren Flla (Thrombin)
FXa

TF

TF-FVila
TF-FVila-FXa

Plasmin

Immunzellen Cathepsin C
Cathepsin G

Cathepsin S

Neutrophilen Elastase

(Mastzell) Tryptase

Proteinase-3

Matrix-Metalloproteasen (MMPSs)

Granzyme A, B, K

Chymase

non-Immunzellen Kallikreine

Calpain-1

Calpain-2

Matriptase

Tabelle 2. Ubersicht der im Darm luminal und mukosal vorhandenen Proteasen welche PAR1-4 aktivieren
kénnen. Die Extrazellulare Spaltstelle der Proteasen unterscheidet sich dabei erheblich, welches ein sog.
biased signaling suggeriert. Die Daten wurden aus den folgenden Ubersichtsarbeiten zusammengefasst:
(72, 75-77)
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1.7.3 Protease-aktivierte Rezeptoren und Atherosklerose/Koronare Herzkrankheit

Die Expression von PARs ist fir etablierte atherosklerotische Plaques beschrieben worden. Hier
v.a. von myeloiden Zellen (Makrophagen/Schaumzellen).(®29 |hre Rolle in der de-novo Athero-
genese ist dagegen nur unzureichend verstanden. Inwieweit akute Komplikationen wie die
Plagueruptur oder Plagueerosion PAR-vermittelt sind, wurde bislang nicht untersucht. Die en-
dotheliale, mono- und myozytare Expression von PAR1, suggeriert einen entscheidenden (Ge-
rinnungs-unabhangigen) Beitrag in der Atherogenese. 7% 81.82) Dje protektiven Effekte einer In-
hibition Gbergeordneter Signalwege (FXa-Inhibition durch Rivaroxaban) wurden bereits in grof3en
klinischen Outcome-Studien bestatigt. So konnte in den Studien ,ATLAS ACS 2-TIMI 51°
(NCT00809965) und ,COMPASS* (NCT01776424) ein klarer Vorteil fir die additive Gabe von
Rivaroxaban in Kombination mit ASS beziiglich schwerwiegender kardiovaskulérer Ergebnisse
gezeigt werden.®38% Die protektiven Effekte traten bereits bei einer niedrigen Dosis des FXa-
Inhibitors auf (unterhalb der klassischen Vollantikoagulationsdosis). Pleiotrope PAR-vermittelte
Gerinnungs-unabhangige Mechanismen kénnten somit zu diesem Effekt beitragen. -8

Das Ausmal’ des ischdmischen Schadens nach einem akuten Koronarsyndrom (ACS) (als Folge
von Atherosklerose und koronarer Herzkrankheit, KHK) wird auch durch die kardiomyozytare mi-
tochondriale Integritat und Funktion bestimmt.® Verantwortlich fiir den  zytosolisch-mitochond-
rialen Energietransfer ist das Transportprotein
Adenin-Nukleotid-Translokase 1 (ANT1).®" Es konnte gezeigt werden das PAR-abh&ngige Sig-
nalwege die ROS-Produktion beeinflussen und an der mitochondrialen Dysfunktion involviert
sind.®® Die Immunantwort im Rahmen eines ACS hat ebenfalls unmittelbare Auswirkung auf die
InfarktgroRRe und das ventrikulare Remodeling.®® %9 Mitochondriale Prozesse der kardialen Ener-
giehomdostase sind in der Lage Immunantworten zu regulieren.®? Das Zusammenspiel ver-
schiedenerer Monozyten und Makrophagensubpopulationen muss zeitlich gut abgestimmt sein,
um das Ausmali der entstehenden Herzinsuffizienz (ischamische Kardiomyopathie) zu begren-
zen.®2.9%) Dariiber hinaus ist Thrombin in der Lage einen alternativ aktivierten Makrophagensub-

typ (sog. M2-Makrophagen) zu induzieren.®4

1.7.4 Protease-aktivierte Rezeptoren und Herzinsuffizienz

Mit einer Pravalenz von 1-3% hat die Herzinsuffizienz einen signifikanten Einfluss auf die Lebens-
qgualitat und die Inanspruchnahme des Gesundheitswesens. Es ist hervorzuheben, dass die
Hélfte aller Patientinnen und Patienten mit einer Herzinsuffizienz der Gruppe mit einer erhaltenen
Pumpfunktion (heart failure with preserved ejection fraction, HFpEF) zuzuordnen sind. Diagnos-
tische Kriterien sind neben den klinischen Symptomen einer Herzinsuffizienz eine linksventriku-

lare Ejektionsfraktion = 50%, Nachweis erhdhter natriuretische Peptide und eine in der Bildge-
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bung nachweisbare strukturelle (linksventrikulare Hypertrophie und/oder Dilatation des linken At-
riums) oder funktionelle Einschrankung (diastolische Dysfunktion). Als Hauptrisikofaktoren fir die
Entstehung konnten hierfir bisher das Alter, die arterielle Hypertonie, die Adipositas und die KHK
identifiziert werden. Der derzeit stattfindende demografische Wandel wird dazu flhren, dass die
HFpEF zukunftig die vorherrschende Form der Herzinsuffizienz sein wird.®®

Fur Patientinnen und Patienten mit einer HFpEF existieren bislang nur wenige wirksame Thera-
piekonzepte. Dies hat eine hohe Morbiditats- und Mortalitatsrate zur Folge. Die zu beobachten-
den unterschiedlichen klinischen Phéanotypen der HFpEF sind Ausdruck der Aktivierung verschie-
dener pathophysiologischer Signalwege. Im Unterschied zur Herzinsuffizienz mit reduzierter
Pumpfunktion (HFrEF), verlangt dies noch starker die Fokussierung auf individualisierte Thera-
piekonzepte.®®

Die Zusammensetzung der Extrazellularmatrix bestimmt tiber die mechanische kardiale Funktion.
Das durch Fibroblasten bzw. Myofibroblasten sezernierte Kollagen ist hierbei insbesondere fir
die diastolische Funktion bedeutsam.®5 °) Ein adverses Remodeling spielt somit eine entschei-
dende Rolle in der Pathogenese von HFpEF-Patienten mit einem Fibrose-dominaten Ph&no-
typ.©®® PAR-abhangige Signalwege sind eng mit pro-fibrotischen Vorgangen verkniipft.©79 PAR1
beispielsweise ist in kardialen Fibroblasten der G-Protein gekoppelte Rezeptor mit der héchsten
Expressionsdichte.®® Neben den Kollagen-produzierenden kardialen Fibroblasten, beeinflusst
auch das durch Makrophagen bestimmte Immunmilieu das AusmaR der Fibroseentstehung.®%)

Die Rezeptordichte von PARs auf myeloiden Zellen wird durch LPS hochreguliert. 0

1.8 Zielsetzung

Bereits heute befinden sich direkt (Vorapaxar) oder indirekt (Flla/FXa-Inhibitoren) PAR-modulie-
rende Therapeutika im klinischen Einsatz.®V Die Mdglichkeit akute und chronische kardiovasku-
lare Erkrankungen zielgerichtet durch eine PAR-Inhibition kausal (Barrierestabilisierung im Darm
durch pleiotrope Effekte — mikrobielle Translokationy — systemische Entziindungy — Athero-
sklerosed, kardiale Fibrosel) zu therapieren, wiirde einen bedeutenden Fortschritt der kardiovas-

kularen Medizin darstellen.

Ziel war es deshalb,
a) Den Stellenwert einer prolongierten mukosalen Barrierestérung und MT auf die systemi-
sche Entzindungsreaktion anhand eines Krankheitsmodells (M. Whipple) einzuordnen.
b) Die diagnostische Wertigkeit einer funktionellen Analyse humaner Proben in Bezug auf
die Makrophagendifferenzierung zu bestimmen.
c) Den Zusammenhang von mitochondrialer Funktion, in Abh&ngigkeit von ANT1 und kardi-

aler Entziindungsreaktion bei der ischamischen Kardiomyopathie zu beschreiben.
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d) Die pleiotropen, Gerinnungs-unabhangigen Effekte von PARL in Interaktion mit TLR2/4
auf die vaskulare Inflammation und Atherosklerose zu charakterisieren.

e) Die Rolle von PAR1 und PAR2 als Mediatoren der Fibrose-bedingten HFpEF zu evaluie-
ren.

f) PAR1 und PAR2 als therapeutische Interventionsmdoglichkeiten in der Pravention der

Atherosklerose und Therapie der HFpEF zu untersuchen.

1.9 Fragestellungen

Aus den vorgestellten Themenkomplexen haben sich folgende Fragestellung ergeben:

Fragstellung 1: Hat das Ausmalfd der Barrierestdrung Einfluss auf den Grad der MT? Ist eine
prolongierte bzw. persistierende MT Uber eine gestdrte Darmbarriere assoziiert mit einer syste-

misch chronischen Immunrekonstitution?

Fragestellung 2: Kann die Analyse des Argininstoffwechsels Aufschluss tber die funktionelle
Makrophagendifferenzierung in humanen Bioproben geben?

Fragestellung 3: Verschiebt die Uberexprimierung des ANT1 die Immunaktiverung im ischami-

schen Herzen hin zu alternativ aktivierten Makrophagen?

Fragestellung 4: Vermittelt PAR1 in Abhangigkeit von TLR2/4 Gerinnungs-unabhangige Effekte
im Rahmen atherosklerotischer Prozesse? Reduziert der spezifische PAR1-Inhibitor Vorapaxar

die vaskulare Inflammation und Atherosklerose?

Fragestellung 5: Beeinflusst die Expression von PAR2 durch die Interaktion mit PAR1 pro-fibro-
tische Prozesse in der HFpEF-Pathogenese? Wirken PAR-modulierende Therapeutika anti-fibro-

tisch und beeinflussen sie die diastolische Dysfunktion bei der HFpFF?

Im folgenden Teil werden die dieser Habilitationsarbeit zugrundeliegenden Verdoffentlichungen

vorgestellt und die Fragestellungen beantwortet.
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2. Eigene Arbeiten

2.1 Das Ausmal’ der intestinalen Barrierestérung und mikrobiellen Translokation

ist mit einer chronischen Immunaktivierung assoziiert

Wie eingangs dargestellt sind chronisch niedrigschwellige Inflammationsprozesse mit kardiovas-
kularen Erkrankungen assoziiert.® In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb untersucht werden,
inwieweit eine prolongierte MT Uber eine gestérte Darmbarriere diese Immunantwort unterhalten
kann. Der M. Whipple ist zwar eine seltene Erkrankung, eignet sich aber aufgrund seiner primar
intestinalen Manifestation und dem charakteristischen lokalem Immunmilieu als Modellerkran-
kung um die Barrierefunktion zu evaluieren.®: 18

In dieser Arbeit konnten wir zeigen das der Schwergrad (und die Persistenz) der mukosalen Bar-
rierestorung und somit das Ausmalfd der MT im Zusammenhang mit der pro-inflammatorischen
Antwort wahrend der Immunrekonstitution stehen.%? Das durch alternativ-aktivierte Makropha-
gen (sog. M2-Makrophagen) bedingte anti-inflammatorische Immunmilieu zusammen mit dem
durch den T-Zell Mangel fehlenden Sekundarsignal der myeloiden Aktivierung, konnte die bakte-
rielle Clearancefahigkeit der immunologischen Barriere negativ beeinflussen und das Ausmalf}
der systemisch wirksamen MT als Treiber der chronischen Inflammation erhéhen.( 102)

Das nachfolgende Abstrakt wurde aus der Originalarbeit ibernommen:

»intestinal barrier dysfunction mediates Whipple's disease immune reconstitution inflam-

matory syndrome (IRIS)” (102
LSAbstract:

Background & aims: Classical Whipple's disease (CWD) affects the gastrointestinal tract and
causes chronic diarrhea, malabsorption, and barrier dysfunction with microbial translocation (MT).
Immune reconstitution inflammatory syndrome (IRIS) is a serious complication during antimicro-
bial treatment of CWD. The pathomechanisms of IRIS have not been identified and mucosal bar-

rier integrity has not been studied in patients with IRIS CWD.

Methods: In 96 CWD patients (n = 23 IRIS, n = 73 non-IRIS) and 30 control subjects, we analysed
duodenal morphology by histology, measured serum markers of MT, and proinflammatory cyto-
kines in biopsy supernatants, and correlated microbial translocation with T cell reconstitution and

activation.
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Results: Before treatment, duodenal specimens from patients who later developed IRIS exhibited
a more pronounced morphological transformation that suggested a disturbed barrier integrity
when compared with the non-IRIS group. Villous atrophy was mediated by increased apoptosis
of epithelial cells, which was insufficiently counterbalanced by regenerative proliferation of crypt
cells. Pretreatment deficiencies in the mucosal secretion of proinflammatory cytokines and chem-
okines (e.g., IL-6, CCL2) in these patients markedly resolved after therapy induction. High serum
levels of lipopolysaccharides (LPS), soluble CD14 (sCD14), and LPS-binding protein (LBP) com-
bined with low endotoxin core antibody (EndoCAD) titres suggested systemic MT in CWD patients
developing IRIS. CD4+ T cell count and activation in IRIS CWD patients correlated positively with
sCD14 levels and negatively with EndoCAD titres. Furthermore, the degree of intestinal barrier
dysfunction and MT was predictive for the onset of IRIS.

Conclusion: Prolonged MT across a dysfunctional intestinal mucosal barrier due to severe tissue
damage favors dysbalanced immune reconstitution and systemic immune activation in IRIS CWD.
Therefore, the monitoring of inflammatory and MT markers in CWD patients might be helpful in
identifying patients who are at risk of developing IRIS. Therapeutic strategies to reconstitute the

mucosal barrier and control inflammation could assist in the prevention of IRIS.”
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Friebel J, Schinnerling K, Geelhaar-Karsch A, Allers K, Schneider T, Moos V. Intestinal barrier
dysfunction mediates Whipple's disease immune reconstitution inflammatory syndrome (IRIS).
Immunity, inflammation and disease. 2022;10(5):e622. https://doi.org/10.1002/iid3.622
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2.2 Die Analyse des Argininstoffwechsels gibt Aufschluss Uber die funktionelle

Makrophagendifferenzierung in humanen Probenmaterial

Monozyten und Makrophagen tbernehmen nicht nur die Clearance von Pathogenen (z.B. im
Rahmen der MT), sondern stellen auch eine wichtige Immunzellpopulation im kardiovaskularen
Krankheitskontinuum dar. Bei den gewebsstandigen Makrophagen lassen sich deutlich verein-
facht zwei Subpopulationen unterscheiden. Wéahrend die klassischen Makrophagen (sog. M1-
Makrophagen) allgemein pro-inflammatorische Funktionen zugeschrieben werden, sind die alter-
nativ aktivierten (sog. M2) Makrophagen eher mit regenerativ/reparativen Vorgangen assoziiert.
Die Polarisation kann somit Einfluss auf den Verlauf einer Erkrankung nehmen.®® Die Bestim-
mung der funktionelle Makrophagendifferenzierung (Uber die Messung von Oberflachenmarkern
oder Zytokinmustern hinaus) kénnte deshalb von Bedeutung fiir die Diagnostik sein. In dieser
Arbeit konnten wir die Analyse der Argininverstoffwechselung in humanen Bioproben als ein leicht
anzuwenden diagnostisches Instrument fur die Charakterisierung der M2-Immunantwort identifi-

zieren, (103, 104)

Das nachfolgende Abstrakt wurde aus der Originalarbeit ibernommen:

»Evaluation of arginine metabolism for the analysis of M1/M2 macrophage activation in

human clinical specimens” (%)

LAbstract:

Background: Macrophage heterogeneity reflects their plasticity in response to environmental
stimuli. Usually human macrophages are characterized by analysis of surface molecules or cyto-
kine expression while functional assays are established in the mouse system but lacking for var-

ious human specimens.

Methods: To evaluate the value of analysis of arginine metabolism for characterization of human
macrophage differentiation, we analyzed nitrite production and arginase activity in plasma, duo-
denal biopsies, and in vitro differentiated macrophages of patients with classical Whipple's dis-

ease.

Results: We demonstrate that it is feasible to determine the content of urea in supernatants of
stimulated duodenal biopsies, arginase activity in fresh duodenal biopsies and plasma samples,

and arginase activity and nitrite production in lysates and supernatants of in vitro differentiated



Eigene Arbeiten 31

macrophages. However, only selected tests are appropriate to define macrophage polarization in

human specimens.

Conclusion: Analysis of arginine metabolism is not suitable for the characterization of in vitro
differentiated human macrophages. Besides the measurement of nitrite in duodenal biopsy su-
pernatants, the determination of arginase activity in human plasma seems to be a reasonable
functional test to detect enhanced M2 macrophage activation and, thus, is of great value for the

analysis of macrophage activity with a minimum of material and costs.”
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Geelhaar-Karsch A, Schinnerling K, Conrad K, Friebel J, Allers K, Schneider T, Moos V. Evalua-
tion of arginine metabolism for the analysis of M1/M2 macrophage activation in human clinical
specimens. Inflammation research.2013;62(9):865-9. https://doi.org/10.1007/s00011-013-0642-z



Eigene Arbeiten 33

Geelhaar-Karsch A, Schinnerling K, Conrad K, Friebel J, Allers K, Schneider T, Moos V. Evalua-
tion of arginine metabolism for the analysis of M1/M2 macrophage activation in human clinical
specimens. Inflammation research.2013;62(9):865-9. https://doi.org/10.1007/s00011-013-0642-z



Eigene Arbeiten 34

Geelhaar-Karsch A, Schinnerling K, Conrad K, Friebel J, Allers K, Schneider T, Moos V. Evalua-
tion of arginine metabolism for the analysis of M1/M2 macrophage activation in human clinical
specimens. Inflammation research.2013;62(9):865-9. https://doi.org/10.1007/s00011-013-0642-z



Eigene Arbeiten 35

Geelhaar-Karsch A, Schinnerling K, Conrad K, Friebel J, Allers K, Schneider T, Moos V. Evalua-
tion of arginine metabolism for the analysis of M1/M2 macrophage activation in human clinical
specimens. Inflammation research.2013;62(9):865-9. https://doi.org/10.1007/s00011-013-0642-z



Eigene Arbeiten 36

Geelhaar-Karsch A, Schinnerling K, Conrad K, Friebel J, Allers K, Schneider T, Moos V. Evalua-
tion of arginine metabolism for the analysis of M1/M2 macrophage activation in human clinical
specimens. Inflammation research.2013;62(9):865-9. https://doi.org/10.1007/s00011-013-0642-z



Eigene Arbeiten 37

2.3 Die Uberexprimierung des ANT1 im Herzen verschiebt die Inmunaktiverung im

ischamischen Herzen hin zu alternativ aktivierten Makrophagen

Mitochondriale Dysfunktion und die Produktion von ROS sind pathomechanistische Elemente
kardiovaskularer Erkrankungen.®: 8790 Das Mikrobiom kann direkt und indirekt Einfluss auf die
mitochondriale Integritat nehmen.®%) Wir untersuchten deshalb den Zusammenhang zwischen
mitochondrialer Funktion und Immunantwort im Herzen.

Die kardiale Uberexpression des in den mitochondrialen Energiestoffwechsels eingebunden
ANT1 moduliert Gber Zwischenschritte die inflammatorische Reaktion nach einem Myokardinfarkt
(ACS). Es liel3 sich eine Verschiebung hin zu M2-Makrophagen beobachten. Dies war mit einem
besseren Uberleben und einem geringeren MaR der Herzinsuffizienz assoziiert. Es ist davon aus-
zugehen das dies mit einer reduzierten Infarktgré3e zusammenhangen muss. Die beobachtete
M2-Polarisation kénnte Folge der ANT1-abhangigen Sekretion von anti-inflammatorischen Zyto-

kinen sein.%)

Der Anhang der Originalarbeit*®® ist zu dem Artikel auf der Internetseite des Verlages verfuigbar
unter: https://doi.org/10.3390/cells10082130

Das nachfolgende Abstrakt wurde aus der Originalarbeit ibernommen:

»Adenine Nucleotide Translocase 1 Expression Modulates the Immune Response in Is-

chemic Hearts” (105
LAbstract:

Adenine nucleotide translocase 1 (ANT1) transfers ATP and ADP over the mitochondrial inner
membrane and thus supplies the cell with energy. This study analyzed the role of ANT1 in the
immune response of ischemic heart tissue. Ischemic ANT1 overexpressing hearts experienced a
shift toward an anti-inflammatory immune response. The shift was characterized by low interleu-
kin (IL)-1B expression and M1 macrophage infiltration, whereas M2 macrophage infiltration and
levels of IL-10, IL-4, and transforming growth factor (TGF) were increased. The modulated im-
mune response correlated with high mitochondrial integrity, reduced oxidative stress, low left ven-
tricular end-diastolic heart pressure, and a high survival rate. Isolated ANT1-transgenic (ANT1-
TG) cardiomyocytes expressed low levels of pro-inflammatory cytokines such as IL-1a, tumor
necrosis factor a, and TGFB. However, they showed increased expression and cellular release of

anti-inflammatory immunomodulators such as vascular endothelial growth factor. The secretome
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from ANT1-TG cardiomyocytes initiated stress resistance when applied to ischemic wild-type car-
diomyocytes and endothelial cells. It additionally prevented macrophages from expressing pro-
inflammatory cytokines. Additionally, ANT1 expression correlated with genes that are related to
cytokine and growth factor pathways in hearts of patients with ischemic cardiomyopathy. In con-
clusion, ANT1-TG cardiomyocytes secrete soluble factors that influence ischemic cardiac cells

and initiate an anti-inflammatory immune response in ischemic hearts.”
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Yergoz F, Friebel J, Krankel N, Rauch-Kroehnert U, Schultheiss HP, Landmesser U, Ddérner A.
Adenine Nucleotide Translocase 1 Expression Modulates the Immune Response in Ischemic

Hearts. Cells. 2021;10(8). https://doi.org/10.3390/cells10082130
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2.4 Der Protease-aktivierte Rezeptor 1 beeinflusst die TLR2/4-Expression und re-
guliert dadurch Prozesse der vaskularen Inflammation und Atherogenese — PAR1

Inhibition ist ein therapeutisches Ziel

Wir konnten bislang darstellen, dass die MT entscheidend zur chronischen Immunaktivierung
beitragt und dass dies direkt oder indirekt Einfluss auf kardiale Erkrankungsprozesse haben kann.
Dem Myokardinfarkt (und weiteren akuten atherothrombotischen Ereignisse wie dem ischami-
schen Schlaganfall) geht die Atherosklerose voraus. Die Aktivierung von TLRs (u.a. als Immun-
antwort infolge einer verstarkten MT) vermittelt neben der vaskularen Inflammation und Athero-
genese auch akute adverse vaskulare Ereignisse.® Da gezeigt worden ist, dass PAR-Signalwege
Uber kooperative Effekte mit der angeborenen Immunitat verbunden sind, wurde dies nun im
Rahmen der de-novo Atherogenese untersucht.(? PAR1 war mit TLR2/4 kolokalisiert und korre-
lierte positiv mit dessen Expressionsgrad. Der spezifische PAR1-Inhibitor Vorapaxar konnte die
beobachteten Effekte umkehren und wirkte anti-atherogen.®°” PAR1 kénnte somit durch die Mo-
dulation der TLR2/4-Expression, die Immunantwort auf eine verstarkte MT (die bei Atheroskle-
rose-assoziierten Erkrankungen besteht) beeinflussen. Es ist davon auszugehen, dass im Ge-
faRsystem PAR1 und TLR2/4 synergistisch wirken und dadurch akute und chronische kardiovas-

kulare Erkrankungsprozesse vermittein.

Der Anhang der Originalarbeit®®” ist zu dem Artikel auf der Internetseite des Verlages verfligbar
unter: https://doi.org/10.3390/cells10123517

Das nachfolgende Abstrakt wurde aus der Originalarbeit Ubernommen:

»Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor, Vorapaxar, on

Atherosclerosis and Vascular Inflammation” (197

LJAbstract:

Background: Protease-activated receptor 1 (PAR1) and toll-like receptors (TLRs) are inflamma-
tory mediators contributing to atherogenesis and atherothrombosis. Vorapaxar, which selectively
antagonizes PAR1-signaling, is an approved, add-on antiplatelet therapy for secondary preven-
tion. The non-hemostatic, platelet-independent, pleiotropic effects of vorapaxar have not yet been
studied.

Methods and results: Cellular targets of PAR1 signaling in the vasculature were identified in

three patient cohorts with atherosclerotic disease. Evaluation of plasma biomarkers (n = 190) and
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gene expression in endomyocardial biopsies (EMBs) (n = 12) revealed that PAR1 expression
correlated with endothelial activation and vascular inflammation. PAR1 colocalized with TLR2/4
in human carotid plagues and was associated with TLR2/4 gene transcription in EMBs. In addi-
tion, vorapaxar reduced atherosclerotic lesion size in apolipoprotein E-knock out (ApoEko) mice.
This reduction was associated with reduced expression of vascular adhesion molecules and
TLR2/4 presence, both in isolated murine endothelial cells and the aorta. Thrombin-induced up-
take of oxLDL was augmented by additional TLR2/4 stimulation and abrogated by vorapaxar.
Plagque-infiltrating pro-inflammatory cells were reduced in vorapaxar-treated ApoEko mice. A shift
toward M2 macrophages paralleled a decreased transcription of pro-inflammatory cytokines and

chemokines.

Conclusions: PARL1 inhibition with vorapaxar may be effective in reducing residual thrombo-in-

flammatory event risk in patients with atherosclerosis independent of its effect on platelets.”



Eigene Arbeiten 57

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Doérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 58

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 59

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 60

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 61

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 62

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Doérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 63

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 64

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 65

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Doérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 66

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 67

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PARL1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 68

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 69

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 70

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Doérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 71

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 72

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 73

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 74

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 75

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 76

Friebel J, Moritz E, Witkowski M, Jakobs K, Strassler E, Dérner A, Steffens D, Puccini M, Lammel
S, Glauben R, Nowak F, Krankel N, Haghikia A, Moos V, Schutheiss H-P, Felix SB, Landmesser
U, Rauch BH, Rauch U. Pleiotropic Effects of the Protease-Activated Receptor 1 (PAR1) Inhibitor,
Vorapaxar, on Atherosclerosis and Vascular Inflammation. Cells. 2021;10(12):3517.
https://doi.org/10.3390/cells10123517



Eigene Arbeiten 77

2.5 PAR1 und PAR2 regulieren die kardiale Inflammation und Fibrose in der HFpEF-

Pathogenese und sind ein therapeutisches Ziel

Eine chronische kardiale Isch&mie durch eine Atherosklerose-bedingte koronare Mikro- oder
Makroangiopathie und Vorgange des sog. pathologischen Alterns tragen mafgeblich zur Entste-
hung der kardialen Fibrose bei. Dies ist eng mit der diastolischen Dysfunktion und Entstehung
der HFpEF assoziiert. Eine erhohte Endothelaktivierung und inflammatorische Antwort kenn-
zeichnen die immunologische Reaktion. Eine Dysbiose wurde ebenfalls bei Patientinnen und Pa-
tienten mit HFpEF beobachtet.® % 1%) |nteressanterweise konnte in einer aktuellen Arbeit auch
der Zusammenhang einer PAR2-Defizienz mit einer intestinalen Barrierestérung gezeigt wer-
den.® Wir untersuchten deshalb altersabhangigen Mechanismen in PAR2-defizienten
(PAR2ko) Mausen.*19 PAR2 beeinflusst die pathologische Kollagenproduktion in kardialen Fib-
roblasten durch Regulation der pro-fibrotischen Rezeptoren PAR1 und TGF-3-Rezeptor (TGF-
BR).!19 Die Pathogenese der HFpEF war bislang nur unzureichend verstanden. Dementspre-
chend fehlten Therapieoptionen, die mit einer Prognoseverbesserung einhergingen (mit Aus-
nahme der erst kirzlich zugelassenen SGLT2-Inhibtoren).® Insofern ergeben sich aus dieser
Arbeit auch mdgliche therapeutische Implikationen, denn die therapeutische Intervention mittels
direkter (Vorapaxar, Mausmodell) oder indirekter (FXa-Inhibitor, humane Beobachtungsstudie)

PAR-Inhibitoren, zeigte antifibrotische Effekte und verbesserte die diastolische Funktion.*?

Der Anhang der Originalarbeit®'® ist zu dem Artikel auf der Internetseite des Verlages verfligbar
unter: https://doi.org/10.1093/eurheartj/lehz117

Das nachfolgende Abstrakt wurde aus der Originalarbeit Ubernommen:

»Protease-activated receptor 2 deficiency mediates cardiac fibrosis and diastolic dysfunc-

tion” (110)

LJAbstract:

Aims: Heart failure with preserved ejection fraction (HFpEF) and pathological cardiac aging share
a complex pathophysiology, including extracellular matrix remodelling (EMR). Protease-activated
receptor 2 (PAR2) deficiency is associated with EMR. The roles of PAR1 and PAR2 have not

been studied in HFpEF, age-dependent cardiac fibrosis, or diastolic dysfunction (DD).
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Methods and results: Evaluation of endomyocardial biopsies from patients with HFpEF (n = 14)
revealed that a reduced cardiac PAR2 expression was associated with aggravated DD and in-
creased myocardial fibrosis (r = -0.7336, P = 0.0028). In line, l-year-old PAR2-knockout
(PAR2ko) mice suffered from DD with preserved systolic function, associated with an increased
age-dependent a-smooth muscle actin expression, collagen deposition (1.7-fold increase, P =
0.0003), lysyl oxidase activity, collagen cross-linking (2.2-fold increase, P = 0.0008), endothelial
activation, and inflammation. In the absence of PAR2, the receptor-regulating protein caveolin-1
was down-regulated, contributing to an augmented profibrotic PAR1 and transforming growth fac-
tor beta (TGF-B)-dependent signalling. This enhanced TGF-B/PARL1 signalling caused N-protein-
ase (ADAMTS3) and C-proteinase (BMP1)-related increased collagen | production from cardiac
fibroblasts (CFs). PAR2 overexpression in PAR2ko CFs reversed these effects. The treatment
with the PAR1 antagonist, vorapaxar, reduced cardiac fibrosis by 44% (P = 0.03) and reduced
inflammation in a metabolic disease model (apolipoprotein E-ko mice). Patients with HFpEF with
upstream PAR inhibition via FXa inhibitors (n = 40) also exhibited reduced circulating markers of
fibrosis and DD compared with patients treated with vitamin K antagonists (n = 20).

Conclusions: Protease-activated receptor 2 is an important regulator of profibrotic PAR1 and
TGF-B signalling in the heart. Modulation of the FXa/Flla-PAR1/PAR2/TGF-B-axis might be a

promising therapeutic approach to reduce HFpEF.”
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3. Diskussion

Im Rahmen der Diskussion werden folgende drei Aspekte aufgegriffen:
e Inflammation als Therapieziel bei kardiovaskularen Erkrankungen
e Dysbiose, Barrierestorung und MT als Therapieziel(e) bei kardiovaskularen Erkrankungen

e PARs-gerichtete Therapeutika in der kardiovaskularen Medizin

3.1 Inflammation als Therapieziel bei kardiovaskularen Erkrankungen

Immunaktivierung und Inflammation sind zentrale Elemente in der Pathogenese kardiovaskularer
Erkrankungen. Wie eingangs dargelegt stehen diese im Zusammenhang mit dysbiotischen Ver-
anderungen und einer vermehrten MT.® Entsprechend werden groRe Anstrengungen in der For-
schung unternommen, die Entziindungskaskade gezielt zu unterbrechen. Fehlende einheitlichen
Definitionen Uber den Begriff ,Entzindung” und teilweise unerwiinschte Effekte, verhindern bis-
lang den Einzug anti-inflammatorischer Therapien in den breiten klinischen Alltag.® 25 111.112) Ap-
hand von zwei Beispielerkrankungen (Atherosklerose und Herzinsuffizienz) soll nun im folgenden

Abschnitt deren aktueller Einsatz und Stellenwert diskutiert werden.

3.1.1 Anti-inflammatorische Therapie und Atherosklerose

Wesentliche Therapieziele, gemaf den aktuellen Leitlinien, in der Sekundarpravention bei Pati-
entinnen und Patienten mit Atherosklerose-bedingten kardiovaskularen Erkrankungen sind:

e Lebensstilmodifikation (einschl. Erndhrungs- und Bewegungsinterventionen)

e LDL-Reduktion

¢ Blutdruckeinstellung

e Anti-thrombotische Therapie®
Sind die klassischen Risikofaktoren durch eine adaquate Therapie adressiert, muss in der Se-
kundarpravention dartiber hinaus ein residuales kardiovaskulares Risiko evaluiert werden, wel-
ches dann ggf. ebenfalls therapeutisch angegangen werden sollten.® Das Residualrisiko bezieht
sich dabei auf:

e Cholesterin (LDL >100mg/dl)

e Triglyceride (TG >200mg/dI)

e Lipoprotein a - Lp(a) > 50mg/dl)

e Pro-thrombotischer Status (bislang kein etablierten Biomarker)

e Inflammation (u.a. hochsensitives C-reaktives Protein, hsCRP >(1)2mg/l)(7% 113 114
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Bei CRP handelt es sich um ein Akute-Phase-Protein welches in der Leber durch entziindliche
Stimuli (infektibser und nichtinfektioser Genese) vermehrt gebildet wird. Hierbei spielen insbe-
sondere Interleukin-6 (IL-6) und bakterielle Infektionen (auch durch eine MT-bedingt) eine Rolle.
In der kardiovaskularen Medizin hat sich hsCRP als leicht zu messender Biomarker des residua-
len inflammatorischen Risikos etabliert. Eine chronische niedrigschwellige Erhéhung, d.h. Werte
>(1)2mg/l, gehen mit einer erhohten MACE-Rate einher. Die Reduktion von hsCRP wiederum
war auch mit einem reduzierten Rate adverser Ereignisse assoziiert. 12 119

Makrophagen stellen die grof3te Immunzellpopulation in atherosklerotischen Plaques. Im Rahmen
der Atherogenese nehmen residente Makrophagen Lipide auf und bestimmen zusammen mit den
immigrierenden (sowie den lokal profilierenden) Makrophagen das Immunmilieu. Auch die Pro-
gression der Atherosklerose (qualitativ und quantitativ) ist eng mit der durch die Makrophagen-
gepragten Immunantwort verkniipft. Die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in Makrophagen
ist Teil der angeborenen Immunantwort. Dies beinhaltet das Erkennen von PAMPs oder sog.
Damage-associated molecular pattern (DAMPs, in Folge eines Gewebeschadens) durch PRRs.
Cholesterolkristalle, oxidiertes LDL und LPS (via TLR4) initiieren die Sekretion pro-inflammatori-
scher Zytokine wie Interleukin-1 (IL-18 — IL-6 — CRP). Diese Erkenntnisse haben dann durch
den Einsatz von Canakinumab und Colchicin eine entsprechende klinische Translation gefun-
den_(89, 112, 115)

In der ,CANTOS* Studie (,Canakinumab Anti-Inflammatory Thrombosis Outcome Study®)
(NCT01327846) wurde gezeigt, dass der Einsatz des anti-IL-1B Antikorpers Canakinumab in der
Sekundarpravention (zusatzlich zur Standardmedikation) die MACE-Rate reduzieren konnte. Es
handelte sich hierbei um selektierte Patientinnen und Patienten mit einer chronischen KHK >30
Tage nach einem Myokardinfarkt und einem hsCRP >2mg/l. Allerdings war dieser Therapiean-
satz mit einem Anstieg von viralen und bakteriellen Infektionen verbunden. AuRerdem liel3 sich
kein Effekt auf die Gesamtmortalitat nachweisen.'% Insofern erscheint es notwendig, das ent-
ziindliche Prozesse in diesem Kontext noch spezifischer modelliert werden muissen.

Colchicin (Wirkung ebenfalls u.a. auf IL-1p Signalweg) zeigte in drei klinischen Endpunktstudien
einen protektiven Effekt: ,LoDoCo“ (,Low Dose Colchicine for Secondary Prevention of Car-
diovascular Disease) (ACTRN 12610000293066), ,LoDoCo2“ (ACTRN12614000093684),
,COLCOT" (,Colchicine Cardiovascular Outcomes Trial“) (NCT02551094).117-119) Entsprechend
raumt die aktuelle europaische Leitlinie (,2021 ESC Guidelines on cardiovascular disease pre-
vention in clinical practice®) einen gewissen Stellenwert (,kann erwogen werden, Empfehlungsrad
Klasse IIb, Evidenzlevel A%) fur Colchicin in der Sekundarpravention von ausgewahlten Patientin-
nen und Patienten mit einer Hochrisikokonstellation.) Wobei diese Patientengruppe bislang
noch nicht gut definiert ist. Anzumerken ist hierbei auch die unterschiedliche Pathogenese akuter

kardialer atherothrombotischer Ereignisse. Klassische Indikatoren entziindlicher Vorgénge (u.a.
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erhohtes CRP) finden sich haufiger beim akuten Koronarsyndrom auf dem Boden einer Plaque-
ruptur verglichen mit der Plagueerosion.®2% 12D Eine anti-inflammatorische Therapie kénnte des-
halb méglicherweise in dieser Patientensubgruppe einen gréfReren praventiven Nutzen haben.

Die Ergebnisse einer experimentellen Studie verdeutlichen auRerdem beispielhaft wie komplex
die Zusammenhange von Entziindung und Atherosklerose sind. Es wurde gezeigt, dass M2-
Makrophagen fur eine Plaqueregression verantwortlich sind, diese sich jedoch aus zirkulierenden
pro-inflammatorischen Monozyten rekrutieren.*?? Weitere Studien sind deshalb erforderlich, um
die anti-inflammatorische Therapie als S&ule der Sekundarpravention atherosklerotischer Erkran-

kungen zu etablieren.

3.1.2 Anti-inflammatorische Therapie und Herzinsuffizienz

Der Fokus der bislang abgeschlossenen klinischen Endpunktstudien in Bezug auf anti-inflamma-
torische Interventionen, lag in der Reduktion akuter atherothrombotischer Ereignisse.®?® Interes-
santerweise wurde in einer Substudie von ,COLCOT" gezeigt, dass insbesondere der friihe Ein-
satz von Colchicin nach einem Myokardinfarkt (< Tag 3) MACE reduzieren konnte. #?¥ Dieser
protektive Nutzen einer frilhen Gabe von Colchicin in Bezug auf MACE konnte allerdings nicht fir
die Reduktion der Infarktgréf3e nachvollzogen werden. Das Ausmald des in dieser Studie unter-
suchten adversen linksventrikularen (LV) Remodellings, unterschied sich nicht zwischen der In-
terventions- und Kontrollgruppe.®?® Auch eine weitere klinische Studie (mit Anakinra, Interleukin-
1 Rezeptorantagonist) in einen vergleichbaren Patientengruppe, wies keinen Unterschied in Be-
zug auf makroskopische Remodelling- und Herzinsuffizienzparameter wie LV enddiastolisches
Volumen, LV endsystolisches Volumen, Schlagvolumen und Ejektionsfraktion (LVEF), nach.®26)
Sowohlin ,COVERT-MI“ (,Colchicine for Left Ventricular Infarct Size Treatment*) (NCT03156816)
als auch ,VCUART3" (,Virginia Commonwealth University Anakinra Remodeling Trial 3)
(NCT01950299) wurde allerdings keine Aussage zur kardialen Fibrose getroffen. Drei wesentli-
che Kiritikpunkte lassen sich in diesen Studien identifizieren: keine Unterscheidung in Bezug auf
pathomechanistisches Korrelat der ischamischen Genese (Ruptur vs. Erosion), fehlender mittel-
und langfristiger Verlauf, keine Differenzierung HFrEF und HFpEF.

Mehrere kleine klinische Studien bzw. Substudien die eine Vorselektion von HFrEF und HFpEF
vornahmen, konnten wiederum einen positiven Effekt zeigen. Als Endpunkte wurden hier ver-
schiedene Herzinsuffizienzparameter gewdahlt: LVEF, Belastbarkeit, maximale Sauerstoffauf-
nahme (VO2max). Untersucht wurden: Anakinra, Canakinumab und Dapansutril.*?® Es muss au-
Berdem angemerkt werden das diese Studien ihre Patientinnen und Patienten nicht direkt nach
einem akuten Myokardinfarkt rekrutierten. Der friihe Einsatz (nach einem Myokardinfarkt) von auf
das NLP3-Inflammasom gerichteter anti-inflammatorischer Therapieansatze zur Reduktion der

Herzinsuffizienz bzw. assoziierter Symptome erscheint aktuell nicht gerechtfertigt. Es ist somit
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plausibel, dass ein zeitlich, qualitativ und quantitativ regulierter entziindlicher Prozess nach einem
Myokardinfarkt fir eine suffiziente myokardiale Regeneration notwendig ist. Ohne Reperfusion ist
die akute Herzinsuffizienz allerdings mit dem Ausmaf der M1-Makrophageninfiltration assoziiert,
wie wir in unserer Arbeit zeigen konnten.%® Eine dysregulierte M2-vermittelte Antwort u.a. tber
das pro-fibrotisch wirkende Zytokin TGF-3 kdnnte ein adverses Remodelling mit Uberschiel3ender
kardialer Fibrose und somit Herzinsuffizienz fordern.? Der exakte Zeitpunkt, die genauen Vo-
raussetzungen und entsprechende Indikatoren unter denen eine anti-inflammatorische Therapie

initilert werden sollte (und wie lange sie fortgesetzt wird) bedarf noch weiterer Studien.

3.2 Dysbiose, Barrierestérung und MT als Therapieziel(e) bei kardiovaskularen
Erkrankungen

Anti-inflammatorische Therapiekonzepte fur kardiovaskulare Erkrankungen wurden wie oben dar-
gestellt bereits in Phase Ill Studien untersucht und vereinzelt auch in den Leitlinien implemen-
tiert.® Interventionen in Bezug auf die Darm-Herz-Achse (um die Ursache der Inflammation direkt
zu therapieren) sind aktuell noch nicht bis in dieses Stadium fortgeschritten. Dies liegt nicht zuletzt
darin begrundet das die Erkenntnis wonach Erkrankungen nichtintestinaler Organsysteme mit
dysbiotischen Veranderungen einhergehen, sich erst in den letzten Jahren durchgesetzt hat.

Folgende Therapieansatzpunkte werden diskutiert:

e Diat
e Probiotika
e Prebiotika

e Lokale, nicht resorbierbare Antibiotika
e Stuhltransfer
o Gezielte mikrobielle Enzymhemmung

e Pleiotrope Arzneimitteleffekte“®

Die Modifikation von Lebensstilfaktoren, insbesondere der Erndhrungszusammenstellung, ist im
Fokus der bisherigen Studien.?712% Klinische, adaquat designte Endpunktstudien fehlen aber
bislang. Die Ergebnisse gewonnen aus praklinischen Studien, konnten ebenfalls bislang nicht in
Evidenz Klinischer Studien translatiert werden, ein Umstand der sicher nicht zuletzt in der Kom-
plexitat des Mikrobioms und den mannigfaltigen Interaktionen begriindet liegt. Die derzeitige Stu-
dienlage rechtfertigt deshalb aktuell noch nicht den gezielten Einsatz einer der 0.g. Interventionen
zur Reduktion der Dysbiose, Barrierestorung und MT in Bezug zur Sekundarpravention kardi-
ovaskularer Erkrankungen. Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit fur die Evaluation spezifischer

und zielgerichteter Therapieoptionen.
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3.3 Stellenwert von auf PARs-gerichteten Therapeutika in der kardiovaskularen

Medizin

Auf PARs-gerichtete Therapeutika wurden primar entwickelt, um Gerinnungsprozesse der pri-
maren und sekundaren Hamostase zu unterbinden. Grundséatzlich konnen zwei verschiedene
Therapieprinzipien unterschieden werden. Direkt, d.h. unmittelbar am Rezeptor ansetzend und
indirekt, d.h. an Ubergeordneten Aktivierungswegen.®

Vorapaxar ist der einzige sich im klinischen Einsatz befindliche selektive PAR1-Antagonist. Vora-
paxar besitzt eine Zulassung der Food and Drug Administration (FDA) und European Medicines
Agency (EMA). Er kann als Add-on Thrombozytenaggreationshemmer in der Sekundarpraven-
tion bei Patientinnen und Patienten mit KHK und/oder pAVK zum Einsatz kommen.3? Die Akti-
vierung der Thrombozyten soll dabei an der Schnittstelle von primarer und sekundarer Ha-
mostase in der sog. Amplifikations- und Propagationsphase unterbunden werden (Thrombinwir-
kung = plasmatische Gerinnung, auf PAR1 der Thrombozyten = primare Hamostase).*3? Die
Zulassung beruhte auf den Ergebnissen der , TRA 2P-TIMI 50“ Studie (, Trial to Assess the Effects
of Vorapaxar (SCH 530348; MK-5348) in Preventing Heart Attack and Stroke in Patients With
Atherosclerosis®) (NCT00526474).(132)

Mit Flla/FXa-Inhibitoren (nicht-Vitamin-K-antagonistische orale Antikoagulanzien, NOAKS) (Apix-
aban, Dabigatran, Edoxaban, Rivaroxaban) stehen PAR-modulierende Therapeutika zur Verfu-
gung. Klassisches Indikationsgebiet ist die Schlaganfallprophylaxe.(©870. 81.82)
Vitamin-K-Antagonisten (VKA) (Phenprocoumon, Warfarin) hemmen die y-Carboxylierung der
Gerinnungsfaktoren Fll, FVII, FIX, FX in der Leber. Infolge eines prokoagulatorischen Stimulus
vermindert sich dann die Konzentration der aktiven Gerinnungsproteasen (Flla, FVlla, FIXa, FXa)
worauf ihre antikoagulatorische Wirkung beruht. Interessanterweise behalten diese Faktoren
(Flla, FXa) jedoch ihre Fahigkeit bei PAR-Signalwege zu aktiveren. Im Gegensatz dazu reduzie-
ren Flla/FXa-Inhibitoren die Aktivitat bereits aktivierter Proteasen und dadurch auch die Wirkung
auf PARs.(8 6% 81 Es pleibt abzuwarten welchen Stellenwert Inhibitoren des noch weiter vorge-

schalten FXla einnehmen werden.®33)

3.3.1 PAR-gerichtete Therapeutika reduzieren die kardiovaskulare Inflammation

Thromboinflammation ist das komplexe Zusammenspiel von Gerinnungs- und Immunsystem. Die
Hamostasekaskade ist eng mit pro-inflammatorischen Prozessen verknipft. Kernelemente hier-
bei sind: Tissue factor, FXa und Thrombin (Flla). Die Aktivierung der Gerinnungs- und Entzin-
dungskaskade (Thromboinflammation) ist zentraler Bestandteil der Atherogenese und Ausldser

akuter thrombotischer und thromboembolischer Ereignisse. Gleichzeitig vermittelt deren Aktivie-
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rung aber auch adverses Remodelling der Extrazellularmatrix (insbesondere vaskulare und kar-
diale Fibrose) als Grundlage chronisch kardiovaskularer Erkrankungen. Die akute und chronische
Thromboinflammation wird durch Gerinnungsfaktoren und deren Rezeptoren auf zellularer Ebene
(PARs) maRgeblich reguliert.©870. 81.82)
In den letzten Jahren wurde auch Gerinnungs-unabhangige, sog. pleiotrope, Effekte von (v.a.
indirekt wirkenden) PARs-gerichteten Therapien diskutiert. Dies wird bereits durch zahlreiche
praklinische Modelle und kleinere Beobachtungsstudien gestitzt. Folgende wesentliche Effekte
konnten hier identifiziert werden:

e Verminderte Endothelaktivierung und Thrombogenitét

e Reduktion der Atheroskleroseprogression und de-novo Atherogenese

e Plaquestabilisierung durch anti-inflammatorische Mechanismen

¢ Verminderung des Reperfusionsschadens nach Myokardinfarkt

e Reduktion der kardialen Fibrose

e Reduktion kardialer Hypertrophie(6870. 81.82)

Die von uns erzielten Ergebnisse unterstiitzen diese Erkenntnisse in Bezug auf anti-inflammato-
rische, vaskuloprotektive und anti-fibrotische Eigenschaften von PARs-wirksamen Therapien.":
110)

Wie lassen sich diese Effekte nun in die Klinik Gbertragen? Die protektiven Eigenschaften einer
Inhibition Ubergeordneter Signalwege (FXa-Inhibition durch Rivaroxaban) in Bezug auf
atherothrombotische Ereignisse, wurden bereits in grol3en klinischen Outcome-Studien bestétigt.
Hier wurde der Ansatz der sog. dual pathway inhibition (DPI) untersucht, d.h. ein Therapieansatz
der sowohl auf die primare Hamostase (Thrombozytenaggregation durch ASS und FXa-Inhibitor)
als auch die Gerinnungsproteasen der sekundaren Hamostase (FXa-Inhibition) wirkt. 2 84 134)
So konnte in den Studien ,ATLAS ACS 2-TIMI 51 (,Anti-Xa Therapy to Lower Cardiovascular
Events in Addition to Standard Therapy in Subjects with Acute Coronary Syndrome-Thrombolysis
in Myocardial Infarction 51%) (NCT00809965) und ,COMPASS* (,Cardiovascular Outcomes for
People Using Anticoagulation Strategies®) (NCT01776424) ein klarer Vorteil fir die additive Gabe
von Rivaroxaban in Kombination mit ASS beziiglich schwerwiegender kardiovaskularer Ergeb-
nisse nach einem ACS bzw. bei stabiler KHK gezeigt werden. Das zur Reduktion adverser ischa-
mischer Folgeereignisse eine niedrige Dosis des FXa-Inhibitors (sog. vaskuléare Dosierung = un-
terhalb der Vollantikoagulationsdosis) ausreichend war, unterstreicht die Bedeutung moglicher
pleiotroper Gerinnungs-unabhangiger Effekte von FXa-Inhibitoren. Allerdings muss erwahnt wer-
den, dass es unter diesem kombinierten dualen Therapieansatz (verstandlicherweise) zu einer

erhdhten Blutungsrate kam. Eine kritische Patientenauswabhl ist hier deshalb besonders wichtig.
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Die groRte Effektstarke liel3 sich bei Patientinnen und Patienten mit einem ausgepragten kardi-
ovaskularem Risikoprofil beobachten. Dies waren Patientinnen und Patienten mit polyvaskularen
Erkrankungen (z.B. pAVK + KHK), chronischer Niereninsuffizienz und Diabetes mellitus. Interes-
santerweise bezog sich dies auch auf die Gruppe mit einer LVEF >40%.®3-8% Obwohl nicht explizit
untersucht, kénnten dies Patientinnen und Patienten mit einer HFpEF sein.

Auch ,VOYAGER PAD* (,Vascular Outcomes Study of ASA Along with Rivaroxaban in Endovas-
cular or Surgical Limb Revascularization for PAD*) (NCT02504216) zeigte das ein dualer Thera-
pieansatz bei Patientinnen und Patienten mit einer pAVK MACE reduzieren konnte, ein Effekt der
primar durch die Reduktion peripherer ischamischer Ereignisse vermittelt wurde. %

Diese Ergebnisse wurden in der europaischen Leitlinie wie folgt umgesetzt: ,[Ein DPI-Therapie-
ansatz mit Add-on] Rivaroxaban (in reduzierter Dosierung) sollte bei Patientinnen und Patienten
mit einem hohen ischamischen Risiko (und kann bei moderatem) (bei gleichzeitig niedriger Blu-
tungswahrscheinlichkeit) fir die Sekundarpravention erwogen werden (Empfehlungsrad Klasse
lla Evidenzlevel Grad A bzw. IIb Grad A)“.®

In der ,MANAGE" Studie (,Management of Myocardial Injury After Noncardiac Surgery Trial®)
(NCT01661101) erwies sich der Einsatz von Dabigatran (Flla-Inhibitor) in einer kardiovaskular
Hoch-Risiko-Gruppe zur Sekundarpravention, ebenfalls als protektiv. (36 137

Fokus der klinischen Endpunktstudien war allerdings die Reduktion atherothrombotischer Ereig-
nisse. Durch eine PAR-Inhibition vermittelte, pleiotrope Gerinnungs-unabhangige Mechanismen
(= anti-inflammatorische Effekte) kdnnten zu diesen vaskuloprotektiven Effekten beigetragen ha-
ben. So konnten wir zeigen das bei Patientinnen und Patienten mit einer chronischen KHK, die
Flla-vermittelte PAR1-Aktivitat mit Biomarkern der Endothelaktivierung und vaskularen Inflamma-
tion assoziiert war. AulBerdem korrelierte die myokardiale PAR1-Expression mit Markern der
Thromboinflammation.®”) Eine retrospektive Analyse zeigte, dass eine indirekte PAR-Inhibition
durch Hemmung der vorgeschalteten PAR-Aktivierungssignalwege, bei Patientinnen und Patien-
ten mit einer HFpEF mit einer verbesserten kardialen Funktion assoziiert war.®1% Inwieweit diese
Effekte direkt oder indirekt durch eine therapeutische Intervention (zumindestens teilweise) in die

Darm-Herz-Achse bedingt sein kdnnten, wurde bislang noch nicht untersucht.

3.3.2 PAR-gerichtete Therapeutika reduzieren die Barrierestérung und MT

Die Aktivierung von PARs bzw. deren assoziierter Signalwege im Gastrointestinaltrakt vermitteln
zahlreiche physiologische und pathologische Vorgange. Praklinische Modelle zeigen das via
PAR1 und PAR2 die transepitheliale Permeabilitat erhéht und pro-inflammatorische Mechanis-
men initiiert werden. Die geschieht u.a. durch eine erhdhte epitheliale Apoptoserate, eine veran-

derte Expression der Tight-junction Proteinkomplexe und eine verstarkte Chemotaxis.™ 7" Er-
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hohte Konzentrationen aktivierender Proteasen fanden sich im Darm von Patientinnen und Pati-
enten mit chronisch entziindlichen Darm-erkrankungen (CED). Diese entstammen dem Mikro-
biom oder werden von intestinalen Epithelzellen selbst sezerniert. So war die intestinale Trypsin-
aktivitat (Aktivierung von PAR2>PAR1) ca. zehnfach hoher bei Patientinnen und Patienten mit
einer CED. Die Thrombinaktivitat (v.a. PAR1) war im Kolon bei Patientinnen und Patienten mit
einem Morbus Crohn ca. 100fach erhoht nachweisbar.®%: 139 Entsprechend lag der Fokus in Be-
zug auf (préaklinische) therapeutische Interventionen bislang auf diesen sich primér intestinal ma-
nifestierenden Erkrankungen. Vorapaxar und Flla/FXa-Inhibitoren wurden hier untersucht und re-
duzierten die PAR1-vermittelte mukosale Barrierestérung und Inflammation.® Ergebnisse hu-
maner Studien liegen allerdings noch nicht vor.

Die HIV-Enteropathie geht mit einer chronischen Barrierestorung und konsekutiv erh6hten MT
einher. Dies wird als eine mdgliche Ursache der zu beobachten Thromboinflammation bei diesen
Patientinnen und Patienten diskutiert.!4% 149 Dije klinische Interventionsstudie ,ADVICE" (,At-
tenuation of D-dimer using Vorapaxar to target Inflammatory and Coagulation Endpoints®)
(NCT02394730) untersuchte in diesem Zusammenhang den Einfluss des direkten PAR1-Inhi-
bitors Vorapaxar auf Marker der Thromboinflammation. In der untersuchten Kohorte von avirami-
schen HIV-Patientinnen und Patienten unter einer stabilen antiretroviralen Therapie (ART), war
Vorapaxar in Bezug auf die primaren und sekundaren Endpunkte (Reduktion der Biomarker D-
Dimere, IL-6, hsCRP vs. Placebo) nicht effektiv.t4? Einschrankend muss allerdings erwahnt wer-
den, dass es sich hierbei um eine nach kardiovaskularen Gesichtspunkten niedrig- bzw. interme-
diaren Risikogruppe handelte (u.a. Framingham Heart Score <20%) und schon zum Zeitpunkt
der Randomisierung, die thromboinflammatorischen Parameter normwertig waren (u.a. D-Dimere
<0,5 ug/l, IL-6 <7 ng/l, hsCRP <2 ug/ml). Auch die Anzahl der zirkulierenden CD4* T-Zellen, die
wie wir zeigen konnten fir die Aufrechterhaltung einer suffizienten mukosalen Immunantwort not-
wendig ist, lag im Normbereich.2 142 |Inwieweit also eine Intervention via PAR1 in einer Hochri-
sikopopulation (bezogen auf die thromboinflammatorische Krankheitslast) effektiv ist, bleibt ab-
zuwarten. Bemerkenswerterweise reduzierte Vorapaxar (im Vergleich zu Placebo) in einer pros-
pektiven Studie, Biomarker der Thromboinflammation nach Infusion des MT-Produktes LPS (2
ng/kg Korpergewicht).t4® Dies verdeutlicht nochmals die Kontextbezogene Wirksamkeit einer
PAR-modulierenden Therapie. Diese Uberlegungen miissen auch in zukinftige Studien einflie-

Ren.
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4. Zusammenfassung

Inflammation und Thrombogenitat, die durch eine Barrierestorung initiiert oder in ihrer Progres-
sion beeinflusst werden kdnnen, sind ausgewahlte Therapieziele akuter und chronischer kardi-
ovaskularer Erkrankungen.

Bemerkenswert ist, dass bereits heute Therapeutika verfiigbar sind, die in den PAR-vermittelten
thromboinflammatorischen Prozess eingreifen kbnnen. Vorapaxar ist der einzige sich im Klini-
schen Einsatz befindliche selektive PAR1-Antagonist (priméar als Thrombozytenaggregations-
hemmer in der Sekundarpravention). Mit Flla/FXa-Inhibitoren (NOAKSs) stehen ebenfalls PAR-
modulierende Therapeutika zur Verfigung. Direkte und indirekte PAR-Inhibitoren besitzen Gerin-
nungs-unabhangige, pleiotrope Effekte (anti-inflammatorisch, anti-fibrotisch, atheroprotektiv).
Deshalb ist das therapeutische Eingreifen in die Flla/FXa-PAR1/PAR2-Achse ein vielverspre-
chender Ansatz in der kausalen Therapie der Atherosklerose-assoziierter Erkrankungen sowie
der kardialen Fibrose bei HFpEF-Patientinnen und Patienten.

Zwei therapeutische Ziele kdnnten dadurch zeitgleich angegangen werden: Therapie des kardi-
ovaskularen Remodellings (pleiotrope Effekte: anti-fibrotische, anti-inflammatorische und
atheroprotektive Wirkung) und Pravention atherothrombotischer und thromboembolischer Kom-
plikationen (antikoagulatorische Komponente).

Ein dritter, synergistischer Therapieansatz soll im Folgenden skizziert werden: Die Moglichkeit
akute und chronische kardiovaskuléare Erkrankungen daruber hinaus durch eine PAR-Inhibition
bereits kausal zu therapieren (Barrierestabilisierung im Darm durch pleiotrope Effekte — mikro-
bielle Translokationd — systemische Entziindungl — Atherosklerosed, kardiale Fibrosel) sollte
in die Untersuchung zukinftiger zielgerichteter und individualisierter Therapiekonzepte einflie-
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