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ABSTRAKT DEUTSCH

EINLEITUNG

Im Rahmen von inflammatorischen Prozessen im Anschluss an einen akuten
Myokardinfarkt kommt dem C-reaktiven Protein (CRP) als Modulator der initialen
Immunreaktion Uber das Komplementsystem eine wichtige Bedeutung zu. Studien
zeigten, dass nicht nur die Prognose der Patienten sondern auch die Grof3e der
Infarktnarbe, signifikant mit der peripheren CRP-Konzentration assoziiert ist.
Tierexperimentelle Arbeiten konnten bestatigen, dass eine Blockierung von CRP

geeignet ist, die Infarktnarbe signifikant zu reduzieren.

METHODIK UND ERGEBNISSE

In Teilprojekt 1 der vorgelegten Arbeit wurde ein porcines Infarktmodell zur spezifischen
Depletion von CRP mittels Plasmapherese etabliert (Publikation 1) und die Auswirkung
der Behandlung auf die mittels MRT ermittelte Infarktgrof3e, Funktionsparameter des
Herzens und die Narbenmorphologie untersucht (Publikation 2). Es konnte gezeigt
werden, dass zirkulierendes CRP mittels Bindung an sepharosegekoppeltes
Phosphorylcholin erfolgreich gesenkt werden konnte und dass diese Reduktion sich im
Vergleich zu einer mit Scheinapherese behandelten Gruppe vorteilhaft auf die Grolze
der resultierenden Infarktnarbe auswirkt (Proof of Principle).

In Teilprojekt 2 der vorliegenden Arbeit wurde die CRP-Kinetik bei Patienten mit
hochgradigem Verdacht auf akuten Myokardinfarkt auf dem Notarztwagen und in der
Notaufnahme untersucht. Es zeigten sich diagnoseunabhangig erhéhte Werte 12-36
Stunden nach Aufnahme der Patienten und das prognostische Potential von CRP zur

Vorhersage von kardiovaskularen Ereignissen konnte bestatigt werden.

SCHLUSSFOGERUNGEN

Durch die erfolgten Experimente konnten eine erfolgreiche CRP-Depletion, sowie eine
vorteilhafte Auswirkung dieser auf die GrolRe der resultierenden Infarktnarbe gezeigt
werden. In weiteren Studien sollte die demonstrierte Assoziation zwischen spezifischer
CRP-Abreicherung und der Grole der Infarktnarbe sowie der kardialen Funktion beim
Menschen bestatigt und an groReren Fallzahlen, insbesondere auch im Vergleich zu

einer nur nach Standardtherapie behandelten Gruppe, untersucht werden. Da ein CRP-
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Anstieg erst spat nach Ischamiebeginn nachweisbar ist, sollten in klinischen Studien
geeignete Parameter fur die frihzeitige Identifikation einer vulnerablen

Patientenpopulation, welche von einer Anwendung des entwickelten Verfahrens

profitieren kdnnten, evaluiert werden.
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ABSTRACT ENGLISH
INTRODUCTION

C-reactive protein (CRP), as a complement dependent mediator of the initial immune
response, has an important role in inflammatory processes following acute myocardial
infarction. Several studies have shown that CRP does not only provide prognostic
information but is also associated with infarct size and cardiac function. In animal
experiments in rats and rabbits it was shown, that therapeutic reduction of CRP-levels
seems to influence the size of a developing scar after myocardial infarction as well as

functional cardiac parameters.

METHODS AND RESULTS

In the first part of this work a porcine infarction model for the specific depletion of CRP
was developed. CRP was depleted via plasmapheresis in a specific adsorber containing
sepharose-coupled phosphorylcholine (publication 1). It was shown that the procedure
was eligible to significantly reduce circulating CRP-levels and that it had a favorable
effect on infarct size, as assessed by cardio-MRI, and cardiac function as compared to
a sham-treated control group (publication 2).

In the second part, the temporal release pattern of CRP was investigated in patients
with a high suspicion of acute myocardial infarction on the ambulance and in the
Emergency Department. CRP-values were elevated after 12-36 hours and the

prognostic potential of CRP for the prediction of cardiovascular events was confirmed.

CONCLUSIONS

We were able to provide the proof of principle that CRP was successfully reduced by
selective plasmapheresis. The developed therapeutic measure was also shown to
favorably influence infarct size and cardiac function. Following studies should
investigate the therapeutic potential of CRP to confirm the association between specific
CRP-depletion and infarct size as well as cardiac function in humans and should involve
more individuals and also a comparison to a standard-care group without sham
procedure. As CRP rises late after onset of ischemia it might be helpful to evaluate
other parameters for the preselection of a vulnerable patient population that could profit

from specific CRP-reduction.
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EINFUHRUNG

Nach Angaben des statistischen Bundesamtes waren Herz-Kreislauferkrankungen mit
354.493 Todesfallen die haufigste Todesursache im Jahr 2013 und verursachten die
héchsten Krankheitskosten (37 Milliarden Euro) im Jahr 2008 [1 2]. Der akute
Myokardinfarkt lag mit 52.044 Todesfallen an Platz zwei der zugrundeliegenden
Herzkreislauferkrankungen und fuhrte zur vollstationaren Behandlung von 221.013
Personen im Jahr 2013 [3]. Die leitliniengerechte Therapie des akuten Myokardinfarktes
beruht neben der initialen Linderung der Symptome auf der zligigen mechanischen
und/oder pharmakologischen Revaskularisierung der betroffenen Koronararterien mit
dem Ziel der Begrenzung der myokardialen Ischamiedauer [4-6]. In experimentellen und
klinischen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen Ischamiedauer,
Okklusionslokalisation sowie Kollarteralisierung und sowohl der Infarktgréfe, als auch
der Prognose der Patienten gezeigt werden [7-10]. Der initiale Infarktbereich wird im
Rahmen der Reperfusionsschadigung ( ,Reperfusion injury“ ) durch das
Zugrundegehen Ischamie-geschadigter Myozyten vergrofert [11]. Inflammatorische
Prozesse, insbesondere im Randbereich des initial geschadigten Gewebes, wurden als
weiterer Einflussfaktor auf die Infarktgré3e beschrieben [12 13]. C-reaktives Protein
(CRP) ist ein kurzes Pentraxin, welches als Reaktion auf eine Interleukin-6 Stimulation
in der Leber im Rahmen der humoralen unspezifischen Abwehrreaktion synthetisiert
wird [14]. Die CRP-Konzentration im peripheren Blut steigt im Rahmen eines akuten
Infarktgeschehens an und hat prognostische Bedeutung [15-17]. Tierexperimentelle
Studien demonstrierten eine VergroRerung des initialen myokardialen und zerebralen
Infarktareals durch erhdohte CRP-Konzentrationen nach akuter Ischamie und
Reperfusion [12 18-21]. Weitere Arbeiten an Ratten zeigten, dass eine Blockierung von
CRP durch vor Myokardinfarktinduktion administriertes 1,6-bis(Phosphocholine)-Hexan
(bis(PC)-H) geeignet war, den Infarktbereich nach 5 Tagen im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe signifikant zu verkleinern [20]. Therapeutische Malinahmen zu einer
zielgerichteten Reduktion von CRP kdnnten auf Basis dieser Ergebnisse geeignet sein,
die Infarktgré3e nach stattgehabtem Myokardinfarkt zu reduzieren und damit
mdglicherweise das Outcome der Patienten positiv zu beeinflussen.
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ZIELSTELLUNG
PRIMARES FORSCHUNGSZIEL

Etablierung eines porcinen Tierversuchsmodelles zur spezifischen Depletion von

C-reaktivem Protein nach akutem Myokardinfarkt mittels Plasmapherese (Teilprojekt 1)

SEKUNDARE FORSCHUNGSZIELE

Untersuchung der Wirksamkeit einer spezifischen Abreicherung von C-reaktivem
Protein im Rahmen einer Plasmapherese zur Reduktion der Konzentration des peripher
zirkulierenden C-reaktiven Proteins (Teilprojekt 1)

Untersuchung der Auswirkung einer spezifischen Abreicherung von C-reaktivem Protein
auf die mittels Magnetresonanztomographie ermittelte InfarktgroRe und auf
Funktionsparameter des Herzens (Teilprojekt 1) — Proof of Principle

Charakterisierung der Kinetik von C-reaktivem Protein bei Patienten mit akutem
Myokardinfarkt (Teilprojekt 2)

Analyse der prognostischen Wertigkeit von C-reaktivem Protein bei Patienten mit
Verdacht auf akuten Myokardinfarkt zur Vorhersage von kardiovaskularen Ereignissen

wahrend des Indexaufenthaltes und nach 180 Tagen (Teilprojekt 2)
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METHODIK UND ERGEBNISSE TEILPROJEKT 1
(PUBLIKATIONEN 1 UND 2)

PUBLIKATION 1: Etablierung eines porcinen Infarktmodelles mit spezifischer CRP-

Apherese (Specific Removal of C-Reactive Protein by Apheresis in a Porcine
Cardiac Infarction Model: [22])

PUBLIKATION 2: Erfolgreiche Depletion von C-reaktivem Protein mittels selektiver

Plasmapherese in einem porcinen Infarktmodell (Selective Apheresis of C-Reactive

Protein: A New Therapeutic Option in Myocardial Infarction; [23])

UBERSICHT: In Teilprojekt 1 wurde ein experimentelles Infarktmodell am Schwein mit
anschlie3ender spezifischer CRP-Apherese anhand mehrerer Versuchsreihen etabliert
(Publikation 1; [22]). Zu diesem Zweck wurden initial Akutversuche an sechs Tieren
durchgefuhrt um die zu verwendenden Techniken zu etablieren und zu standardisieren.
Diese Versuche wurden binnen eines Tages durchgeflhrt und mit der Euthanasie der
Tiere beendet. Anschlieliend wurden Versuche an 10 Tieren durchgefuhrt. Im Rahmen
dieser Versuche wurde das geplante 14-tagige Versuchsprogramm getestet und
optimiert. In 5 von 10 Tieren wurde eine experimentelle CRP-Plasmapherese eingesetzt
(Experimentelle Gruppe) und in 5 Tieren wurde eine Scheinapherese ohne CRP-
Depletion durchgefuhrt (Kontrollgruppe). Es wurden vergleichende Daten zum zeitlichen
Verlauf etablierter und experimenteller Biomarker, sowie zur mittels MRT ermittelten
InfarktgréRe und zu Funktionsparametern des Herzens gewonnen und ausgewertet
(Publikation 2; [23]).

METHODIK: Fir alle Tierexperimente wurden weibliche Schweine der Deutschen
Landrasse mit einem initialen Korpergewicht von 35-50 kg verwendet. Die
experimentellen Arbeiten wurden in der Tierexperimentellen Einrichtung der Charité
Universitatsmedizin Berlin durchgefuhrt. Das Protokoll (Reg. No.: 0283/07) wurde von
den ansassigen Tierschutzbeauftragten, wie auch vom Landesamt fir Gesundheit und
Soziales, gepruft und bewilligt. Im Rahmen der durchgeflihrten Versuche wurde
folgender 2-wdchiger Tierversuchsplan etabliert: Experimenteller Myokardinfarkt mit
anschlielender InfarktgroRenbestimmung mittels MRT an Tag 1, spezifische CRP-

Plasmapherese durch einen experimentellen Adsorber Uber Bindung an
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Phosphorylcholin-gekoppelte Sepharose in der experimentellen Gruppe bzw.
Scheinplasmapherese (ohne spezifischen CRP-Adsorber) in der Kontrollgruppe an Tag
2 und 3, erneute Infarktgro3enbestimmung mittels MRT an Tag 14 mit anschliel3ender
Euthanasie der Tiere und Entnahme von Gewebeproben. Eine Ubersicht zum
Versuchsablauf bietet Abbildung 1 in Publikation 1 [22].

ERGEBNISSE: Es konnte gezeigt werden, dass alle Tiere als Reaktion auf die

experimentell induzierte Ischamie des Myokards einen Anstieg des kardialen
Biomarkers Troponin zeigten und die Prozedur zu einer reproduzierbaren Infarktgrofie
von circa zehn Prozent in allen Tieren fuhrte [23]. Durch die spezifische CRP-
Plasmapherese konnte das peripher zirkulierende CRP effektiv gesenkt werden
(Abbildung 1 in Publikation 2: [23]). Zusatzlich wurde die per MRT gemessene mittlere
InfarktgroRe bei diesen Tieren signifikant von 11,0+0,8% auf 7,5+0,6% reduziert
(p=0,003). Im Vergleich zu diesen Werten zeigte sich bei Tieren, welche eine
Scheinapherese ohne die spezifische Abreicherung von CRP erhielten, eine mittlere,
nicht signifikante, VergroRerung des Infarktbereiches von 8,51£0,9% auf 10,1£2,7%
(p=0,260). Erste makroskopische Betrachtungen der Narbenmorphologie zeigten eine
Uberwiegend aufgelockerte Narbenstruktur in Tieren der mittels CRP-Apherese
behandelten Gruppe im Vergleich zu kompakterem, transmuralem Narbengewebe bei
Tieren der Kontrollgruppe (Abbildung 2 und 3 in [23]). Hinsichtlich der mittels MRT
ermittelten Funktionsparameter des Herzens zeigte sich verglichen mit Tag 1 (LVEF
53,5+2,0%) eine im Mittel signifikant gesteigerte links-ventrikulare Ejektionsfraktion
nach 14 Tagen in Tieren der interventionellen Gruppe (LVEF 57,61£2,4%; p=0,019). Im
Vergleich dazu zeigten Tiere der Kontrollgruppe eine schlechtere links-ventrikulare
Funktion nach 14 Tagen (LVEF 46,2+2,7%; p=0,007).
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METHODIK UND ERGEBNISSE TEILPROJEKT 2

(PUBLIKATION 3)
PUBLIKATION 3: Kinetik von C-reaktivem Protein bei Patienten mit Akutem

Myokardinfarkt (Temporal Release Pattern of Copeptin and Troponin in Patients

with Acute Myocardial Infarction and Suspected Acute Coronary Syndrome; [24])

UBERSICHT: In Teilprojekt 2 wurden der zeitliche Verlauf der peripheren CRP-

Konzentration, sowie die Kinetik weiterer kardiovaskularer Biomarker bei Patienten mit

und ohne akuten Myokardinfarkt verglichen.

METHODIK: Der zeitliche Verlauf der Konzentration der untersuchten Biomarker wurde

an 93 Patienten mit Verdacht auf das Vorliegen eines Akuten Koronarsyndroms
untersucht [24]. Bei diesen Patienten wurden die kardiovaskularen Biomarker
(Troponin, Copeptin, CRP, Myoglobin) zu sechs Blutentnahmezeitpunkten (auf dem
Notarztwagen, bei Aufnahme und nach 2, 4, 6 und 12-36 Stunden) in peripherem
vendsem Blut (Lithium-Heparin Plasma) gemessen und der zeitliche Verlauf der
Biomarker bei spontanem akutem Myokardinfarkt im Vergleich zu anderen Diagnosen
untersucht. Des Weiteren wurde der diagnostische und prognostische Vorhersagewert
anhand der Flache unter der Receiver operating characterstics Kurve (ROC-Kurve)
vergleichend analysiert. Als prognostischer Parameter wurde ein kombinierter Endpunkt
fur das Auftreten von schwerwiegenden kardialen Ereignissen (major adverse cardiac
events - MACE) wahrend des initialen Aufenthaltes, sowie nach 180 Tagen
ausgewertet. Dieser beinhaltete die einzelnen Endpunkte: Tod, Reinfarkt, erneute
Angina Pectoris, Wiederbelebung, lebensbedrohliche Arrhythmien, perkutane

Koronarintervention und koronare Bypassoperation.

ERGEBNISSE: Die Infarktpravalenz in dem untersuchen Patientenkollektiv mit
hochgradigem Verdacht auf das Vorliegen eines Akuten Koronarsyndroms (ACS) war
39,8% (n=37) fur einen Myokardinfarkt mit ST-Strecken Hebungen im EKG (STEMI —
ST-elevation myocardial infarction) und 21,5% (n=20) fir einen Myokardinfarkt ohne
diese EKG-Veranderungen (NSTEMI — non ST-elevation myocardial infarction). 21.5%
(n=20) der Patienten hatten eine instabile Angina Pectoris (UAP) und bei 17,2% (n=16)
waren andere nicht-ACS-Diagnosen ursachlich fur die initiale Symptomatik. Hoch-

sensitiv gemessenes Troponin (hsTnT) zeigte bei Patienten mit Akutem Myokardinfarkt
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eine steigende Kinetik im zeitlichen Verlauf mit maximalen Werten zum letzten
Blutentnahmezeitpunkt nach 12-36 Stunden (Abbildung S1 in Publikation 3: [24]). Die
maximal gemessene Troponinkonzentration war im Median etwas hoher bei Patienten
mit STEMI (Median 2.422ng/L; IQR: 1.068-4.251 ng/L) im Vergleich zu Patienten mit
NSTEMI (Median 1.242 ng/L; IQR: 269-2.733 ng/L; p=0,035). Die gemessene CRP-
Konzentration zeigte bei Patienten mit und ohne akutem Myokardinfarkt einen
signifikant ansteigenden Verlauf (p=0,003) mit initialen medianen Werten von 3,5 mg/L
(IQR: 1,5-7,9 mg/L) fur NSTEMI, 3,8 mg/L (IQR: 2,1-7,3 mg/L) fur STEMI, 3,9 mg/L
(IQR: 2,1-7,3 mg/L) fir UAP und 3,0 mg/L (2,3-6,4 mg/L) fir andere Diagnosen.
Maximale Werte zeigten sich nach 12-36 Stunden fur alle Diagnosegruppen: 9,1 mg/L
(IQR: 5,1-14,6 mg/L) fir NSTEMI, 7,6 mg/L (IQR: 5,5-16,4 mg/L) fur STEMI, 5,8 mg/L
(IQR: 20-177 mg/L) und 85 mg/L (IQR: 51-189 mg/L) flir andere Diagnosen. Dieser
Verlauf zeigte sich unabhangig von der zugrundeliegenden Diagnose (Abbildung 1 in
diesem Manuskript und Abbildung S2 in Publikation 3: [24]) und war nicht signifikant
unterschiedlich in Abhangigkeit von der Diagnose (p=0,390).

10
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/ / NSTEMI
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CRP (Median/IQR) [mg/I]

0 T T T T T 1
ambulance admission 2h 4h 6h 12-36h

Abbildung 1: Mediane CRP-Werte zu verschiedenen Blutentnahmezeitpunkten in
Diagnosesubgruppen. Abkiirzungen: CRP — C-reactive protein; NSTEMI — non ST-elevation
myocardial infarction; STEMI — ST-elevation myocardial infarction; UAP — unstable angina

pectoris
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Die prognostische Wertigkeit der Biomarker ist in Abbildung 2 und 3 dargestellt. MACE
traten in 20,4% (n=19) der Patienten wahrend des initialen Aufenthaltes und in 65,5%
(n=57) binnen 180 Tagen auf. Die CRP-Konzentration zeigte im Vergleich zu den
Konzentrationen der ebenfalls prognostisch aussagekraftigen Biomarkern hsTnT und
Copeptin den héchsten prognostischen Nutzen zur Vorhersage von MACE wahrend des
Indexaufenthaltes zu allen Blutentnahmezeitpunkten (Abbildung 2 in diesem
Manuskript). Copeptin erzielte bessere Werte als CRP zur Vorhersage der 180-Tage
Prognose zu den frihen Blutentnahmezeitpunkten, jedoch nicht nach 4 und 6 Stunden
(Abbildung 3). Die hochsensitiv gemessene TnT-Konzentration zeigte den geringsten
prognostischen Wert in dem untersuchten Patientenkollektiv. Die prognostische
Vorhersagekraft von CRP fur Ereignissen wahrend des Indexaufenthaltes, wie auch
nach 180 Tagen, war zu den verschiedenen Blutentnahmezeitpunkten stabil mit einer

Flache unter der ROC-Kurve zwischen 0,6 und 0,7.
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Abbildung 2: Flache unter der ROC-Kurve zu verschiedenen Blutentnahmezeitpunkten fir hoch-
sensitiv gemessenes Troponin, Copeptin und CRP fir die Vorhersage von intra-hospitalen
patientenbezogenen Endpunkten (MACE). Abkirzungen: AUROC — Flache unter der Receiver
operating characteristics Kurve; CRP — C-reactive protein; hsTnT — hochsensitiv gemessenes

Troponin T; MACE — major adverse cardiac events.
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Abbildung 3: Flache unter der ROC-Kurve zu verschiedenen Blutentnahmezeitpunkten fir
hoch-sensitive gemessenes Troponin, Copeptin und CRP fir die Vorhersage von
patientenbezogenen Endpunkten (MACE) innerhalb von 180 Tagen. Abkirzungen: AUROC —
Flache unter der Receiver operating characteristics Kurve; CRP — C-reactive protein; hsTnT —

hochsensitiv gemessenes Troponin T; MACE — major adverse cardiac events.
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DISKUSSION

In den jeweiligen Teilprojekten dieser Arbeit wurde CRP als Risikomarker sowie
potentielles pathogenes Agens (Risikofaktor) und therapeutisches Ziel im Rahmen
eines akuten myokardialen Infarktgeschehens untersucht. In Teilprojekt 1 wurde ein
porcines Tierversuchsmodell zur spezifischen Depletion von peripher zirkulierendem
CRP nach akutem Myokardinfarkt entwickelt (Publikation 1) und der ,Proof of Principle®
zur erfolgreichen Senkung des peripher zirkulierenden CRP sowie zur Reduktion der
myokardialen InfarktgréfRe bei Tieren der experimentellen Gruppe erbracht (Publikation
2). In Teilprojekt 2 wurde die Kinetik von CRP innerhalb der ersten 12-36 Stunden nach
Aufnahme bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt im Vergleich zu Patienten mit
anderen Diagnosen dargestellt, sowie die prognostische Bedeutung von CRP
untersucht (Publikation 3).

INFLAMMATION UND ,,REMODELING“ NACH AKUTEM MYOKARDINFARKT

Eine Verbesserung der therapeutischen Strategien nach einem akuten Myokardinfarkt
ist einerseits, insbesondere bei Patienten mit ST-Streckenhebungsinfarkt (STEMI), mit
einer Reduktion der Letalitat assoziiert. Andererseits konnte parallel ein Anstieg der
Herzinsuffizienz als Folgeerkrankung des akuten Myokardinfarktes beobachtet werden
[25 26]. Bei der Entstehung der postinfarziellen Herzinsuffizienz wird neben der Grolde
des infarzierten Bereiches, der Schweregrad des Infarktes und der Infarktlokalisation
unter anderem auch dem ,Remodeling®, welches nach der Wiederherstellung des
koronaren Blutflusses auftreten kann, gro3e Bedeutung zugemessen [27]. Cohn et al.
definierten ,Remodeling” als eine Veranderung der ventrikularen Struktur und Funktion,
welche sich klinisch in einer ,Dilatation der Ventrikel, einer myokardialen Hypertrophie
und einer verschlechterten kardialen Funktion® duRert [27 28]. Neben genannten
Faktoren ist auch das Ausmal der inflammatorischen Reaktion bzw. der
inflammatorische Status des Patienten als ursachlich flr das Auftreten solcher
ungunstigen Prozesse beschrieben worden [27]:

Durch die ischamische Schadigung der Kardiomyozyten wahrend des akuten Infarktes
werden intrazellulare Strukturen, intrazellulare Makromolekile, sowie Bestandteile
geschadigter extrazellularer Matrix, freigesetzt. Diese triggern eine unspezifische
Immunreaktion mit dem Ziel der Entfernung von irreversibel geschadigten

Zellbestandteilen im nekrotischen Bereich des infarzierten Areals [29]. Diese unter

15 von 69



pathophysiologischen Aspekten primar niutzliche Reaktion tragt durch eine fehlende
Limitation zur Entstehung des ventrikularen ,Remodeling” bei:

Bei Uberschiel3ender oder verlangerter inflammatorischer Reaktion kommt es zusatzlich
im Randbereich der Infarktzone zur Aktivierung von pro-apoptotischen Vorgangen und
zur Infiltration mit inflammatorischen Zellen. Diese Vorgange verursachen letztlich eine
Schadigung oder fehlende Regeneration des noch vitalen oder lediglich reversibel
geschadigten Myokardgewebes und tragen zur Vergrof3erung des myokardialen
Narbenbereiches Uber das urspringliche Infarktareal hinaus bei [29]. Dementsprechend
ist das Ausmal} der lokalen inflammatorischen Reaktion maR3geblich flr den Verlauf des
,Remodeling” im Anschluss an das akute Infarktgestehen und mit der Grof3e einer sich
entwickelnden Infarktnarbe assoziiert [17 30 31].

Zu den beglnstigenden Faktoren flr das Auftreten des ,Remodeling“ und einer
UberschieRenden inflammatorischen Reaktion zahlen neben oben genannten auch das
Auftreten mikrovaskularer Obstruktion oder intramyokardialer Blutungen im
Zusammenhang mit einer Reperfusionsschadigung [32]. Mikrovaskulare Obstruktionen,
welche wahrend der Reperfusion auftreten, kdnnen durch Kapillarkollaps, die Embolie
von Thrombusbestandteilen oder die Freisetzung von vasoaktiven oder
inflammatorischen Mediatoren bedingt sein [33]. Das Ausmal der

Reperfusionsschadigung kann bis zu 50% der spateren Infarktnarbe ausmachen [33].

C-REAKTIVES PROTEIN: RISIKOMARKER UND PATHOGENER FAKTOR

CRP ist im Rahmen von kardiovaskularen Ereignissen nicht nur als Pradiktor bekannt
und zur Risikoeinschatzung empfohlen [15-17 34 35], sondern auch als mdglicherweise
ursachlich fur die Progression der Atherosklerose und das Auftreten akuter
Myokardinfarkte beschrieben worden [30 36]. In Publikation 3 konnte gezeigt werden,
dass CRP bei Patienten mit Verdacht auf einen akuten Myokardinfarkt unabhangig von
der zugrundeliegenden Diagnose nach 12-36 Stunden erhdhte Konzentrationen
aufweist und zu allen Zeitpunkten prognostisches Potential hat [24]. Diese Ergebnisse
decken sich mit anderen Studien zur CRP-Kinetik nach akutem Myokardinfarkt, welche
ebenfalls einen Anstieg innerhalb der ersten Stunden nach Myokardinfarkt, sowie einen
beginnenden Abfall der Konzentration nach ca. 72h beschrieben haben [37-41].

Ein CRP-Anstieg nach akutem Myokardinfarkt ist im Rahmen einer systemischen

inflammatorischen Reaktion zu erklaren: Durch die ischamische Schadigung im
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infarzierten Areal kommt es zu einer lokalen inflammatorischen Reaktion, in deren
Geschehen pro-inflammatorische Zytokine (Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6) und
Tumor Nekrose Faktor a (TNF- a)) von Makrophagen ausgeschuttet werden. Durch die
Stimulation peripher zirkulierenden IL-6 kommt es in der Leber zur Synthese und
Ausschuttung von CRP als einem Akute Phase Protein. Als ein Molekul der Gruppe der
kurzen Pentraxine, ist CRP in der Lage kalziumabhangig mit verschiedenen Liganden in
Zelldetritus und bei ischamischer Schadigung frei werdenden Bestandteilen
extrazellularer Matrix zu interagieren [42 43]. Insbesondere eine Bindung an frei-
werdende Phosphorylcholinreste von Phospholipiddoppelmembranen wird diskutiert.
Nach der Bindung an, durch die ischamische Schadigung freigewordene, Liganden fur
CRP kommt es durch eine Konformitatsanderung zur Aktivierung des
Komplementsystems [16 44-47]. Die CRP-vermittelte Komplementaktivierung initiiert
nun unter anderem die Einwanderung von Monozyten und neutrophilen Granulozyten in
den infarzierten Bereich [16 30 31 45 48]. In Studien wurde beobachtet, dass die Hohe
des peripher zirkulierenden CRP mit der Infarktgrof3e, persistierenden mirkrovaskularen
Obstruktion und dem Outcome der Patienten korreliert [13 45]. Haahr-Pedersen et al.
konnten zeigen, dass das durch CRP vermittelte Ausmal} der Komplementaktivierung
nicht nur mit der InfarktgroRe, sondern ebenfalls mit der kardialen Funktion bei

Patienten nach PCI assoziiert war [44].

C-REAKTIVES PROTEIN ALS TARGET THERAPEUTISCHER INTERVENTIONEN

Tierexperimentelle Studien demonstrierten eine VergroRerung des initialen
myokardialen und zerebralen Infarktareals durch erhohte CRP-Konzentrationen nach
akuter Ischamie und Reperfusion [12 18-21] und schlussfolgerten einen kausalen
Einfluss von CRP auf die Grél3e eine entstehenden Infarktnarbe. Vor diesem
Hintergrund wurde auch die spezifische Inhibition der CRP-vermittelten
Komplementaktivierung nach akutem Myokardinfarkt zum Ziel therapeutischer
Interventionen. Pepys et al. administrierten 1,6-bis(Phosphocholine)-Hexan (bis(PC)-H)
vor Induktion eines akuten Myokardinfarktes und Verabreichung von humanem CRP in
Ratten um CRP spezifisch zu inhibieren. Der Infarktbereich nach 5 Tagen war bei
behandelten Tieren im Vergleich zu einer Kontrollgruppe signifikant verkleinert [20].
Weitere tierexperimentelle Arbeiten an Ratten zeigten, dass die Verabreichung von

Cyclophosphamid wahrend einer 30-minltigen myokardialen Ischamie ebenfalls zur
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einer signifikanten GroRenreduktion der Infarktnarbe flihrte und zusatzlich eine
signifikante Verbesserung der linksventrikularen Funktion im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe beobachtet werden konnte [49]. Die Autoren schlussfolgerten, dass die
Verabreichung von Cyclophosphamid geeignet sei, das Ausmal} einer CRP-vermittelten
Reperfusionsschadigung zu reduzieren. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sowohl
ischamische, als auch chemische, akute und spate Prakonditionierung vor Reperfusion
dazu beitragt, CRP effektiv zu senken und das Ausmal} der CRP-Reduktion wiederum
mit der Konzentration kardialer Enzyme, der Infarktgré3e und der Mortalitat der
Versuchstiere korreliert [20 21 49].

Im Rahmen eigener wissenschaftlichen Arbeiten konnte ein Tierversuch zur
spezifischen CRP-Depletion in einem porcinen Infarktmodell etabliert werden
(Publikation 1; [22]). Ein porcines Infarktmodell wurde gewahlt, da diese
Groldtiermodelle durch die Vergleichbarkeit des kardiovaskularen Systems zur
translationalen Erforschung kardiovaskularer Erkrankungen gut etabliert sind [50] und
zudem die pathophysiologische Funktion von CRP im Rahmen der unspezifischen
Immunreaktion zwischen Mensch und Schwein vergleichbar ist [51]. Des Weiteren bot
das Groldtiermodell im Schwein durch das héhere Blutvolumen die Mdglichkeit, CRP
durch ein extrakorporales Plasmaphereseverfahren spezifisch abzureichern. Dennoch
ergaben sich hinsichtlich des Versuchsprotokolls modellbedingte Limitationen: So
konnte eine Plasmapheresebehandlung der Tiere auf Grund des Anasthesieregimes
erst 18 Stunden nach Induktion des akuten Myokardinfarktes durchgefuhrt werden und
ein ursprunglich geplanter dritter Plasmapheresezyklus wurde von den Versuchstieren
nicht toleriert. Trotz dieser Einschrankungen konnte eine erfolgreiche Depletion von
CRP gezeigt werden. Neben der erfolgreichen Depletion von CRP in mittels
spezifischer Plasmapherese behandelten Tieren konnte zusatzlich ein vorteilhafter
Effekt dieser Behandlung auf das myokardiale Infarktareal sowie die kardiale Funktion
demonstriert werden (Publikation 2, [23]). Die Ergebnisse bisheriger Kleintiermodelle
zur Auswirkung einer Blockade von CRP auf die Grofke des Infarktnarbenareals
konnten somit auch flr das GroRtiermodell und das von uns eingesetzte Verfahren
einer CRP-Depletion mittels Plasmapherese reproduziert werden [20 21 49]. CRP
wurde durch das eingesetzte Verfahren nicht vollstandig eliminiert, jedoch zu beiden
Behandlungszyklen im Mittel signifikant reduziert. Dies erscheint insbesondere vor dem

Hintergrund der pathophysiologischen Rolle von CRP im postinfarziellen

18 von 69



Myokardgeschehen sinnvoll, da eine vollstandige Elimination von CRP und damit eine
mogliche Blockade der initiale Immunreaktion zu einer verlangerten oder verspateten
inflammatorischen Reaktion fuhren und damit die niutzliche Umstrukturierung des
Infarktareals zu einer bindegewebigen Narbe verhindern oder verzégern kdnnte. In
diesem Sinne kdnnte auch die vollstandige Depletion von CRP zur Entstehung von
.,R_Remodeling“ beitragen [27]. Im Rahmen der durchgeflhrten Versuche ergaben sich
erste Hinweise darauf, dass das angewandte Therapieverfahren zusatzlich zu einer
veranderten Narbenmorphologie mit einer im Vergleich zu unbehandelten Tieren
aufgelockerten Narbenstruktur beitragen kdnnte. Jedoch sind diese Ergebnisse durch
die geringe Fallzahl, eine hohe Variabilitat und fehlende histopathologische
Untersuchungen limitiert.

Weitere Limitationen hinsichtlich des gewahlten Modelles ergeben sich vor allem aus
der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf Patienten und aus der mangelnden Moglichkeit
einer Verblindung der Versuche. Die Ubertragbarkeit auf den Menschen ist
insbesondere durch den Umstand eingeschrankt, dass es sich um ein Infarktmodell in
gesunden, jungen Tieren mit naiven Koronargefallen handelt. Patienten mit akutem
Myokardinfarkt und insbesondere mit STEMI sind in der Regel durch Risikofaktoren und
Komorbiditaten vorbelastet [52 53]. Des Weiteren lie3en sich in dem gewahlten
Versuchsmodell keine, in Patienten mit nativem Myokardinfarkt jedoch pravalente,
atherosklerotischen Veranderungen der Koronargefale und damit bereits vorliegende
inflammatorische Prozesse abbilden. Im Gegenteil wurden die Tiere hinsichtlich
moglicherweise vorliegender akuter Infektionen vorbehandelt um die Vergleichbarkeit
der Versuchsgruppen untereinander zu gewahrleisten, so dass bei den Versuchstieren
zu Beginn der Versuche explizit keine erhdhte Inflammation vorlag.

Zukunftige Forschung sollte auf den Zeitpunkt einer antiinflammatorischen Therapie
nach Myokardinfarkt, sowie die Identifikation einer vulnerablen Patientenpopulation
fokussieren. Erste Ergebnisse zeigen, dass anhaltend hohe Konzentrationen von MCP-
1 (monocyte chemoattractant protein 1) geeignet sein konnten, Patienten zu
identifizieren, die von einer intensivierten antiinflammatorischen Therapie und damit

madglicherweise von einer spezifischen CRP-Plasmapherese profitieren [54 55].
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SCHLUSSFOLGERUNGEN

CRP ist ein guter Risikomarker zu allen Zeitpunkten im Postinfarktgeschehen und ein
potentieller Risikofaktor in der Entstehung des kardialen ,Remodeling“ und damit
ebenfalls fur ein schlechtes Outcome von Patienten. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Tierversuche konnten zeigen, dass eine spezifische Depletion von CRP
mittels Plasmapherese im Grofitiermodell am Schwein machbar und mit einer
Verkleinerung der myokardialen Infarktnarbe im Vergleich zu Ausgangswerten
assoziiert ist (Proof of Principle). Therapeutische Mallhahmen zu einer zielgerichteten
Reduktion von CRP kdnnten auf Basis unserer Ergebnisse geeignet sein, die
InfarktgréRe nach stattgehabtem Myokardinfarkt zu reduzieren und damit ggf. das
Outcome der Patienten positiv zu beeinflussen. In zuklnftigen klinischen Studien an
Patienten mit akutem Myokardinfarkt und an gréfl3eren Fallzahlen sollte dieser
Zusammenhang, insbesondere auch im Vergleich zu einer nur nach Standardtherapie

behandelten Gruppe, bestatigt werden.
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