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1. Einleitung 

1.1 Koronare Herzkrankheit 

1.1.1 Epidemiologie 

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems stellen ein erhebliches gesundheitsbezogenes 

und sozioökonomisches Problem dar. So verursachten kardiovaskuläre Erkrankungen in 

Deutschland im Jahr 2008 Kosten in Höhe von fast 37 Milliarden Euro, was rund  15 % 

der gesamten Gesundheitsausgaben der Bundesrepublik entspricht 
1
.  

Hierbei spielen vor allem die Manifestationsformen der koronaren Herzkrankheit 

(KHK) eine führende Rolle. Schätzungen zufolge manifestiert sich eine KHK bei  je-

dem zweiten Mann und jeder dritten Frau im mittleren Lebensalter 
2
. Auch wenn seit 

den 1980er-Jahren die Sterblichkeit an koronarer Herzkrankheit in Deutschland sowie 

den USA insgesamt stetig sinkt, stellt die KHK noch immer die Haupttodesursache in 

den Industrienationen dar, und wird laut Prognosen bis 2020 auch Schwellenländer be-

treffen 
3-6

.   

1.1.2 Definition und Manifestationsformen 

Die koronare Herzkrankheit (KHK) bezeichnet die Manifestation einer Atherosklerose 

an den Herzkranzgefäßen, wobei die dort entstehenden Stenosen zu einer Koronarinsuf-

fizienz, einem Missverhältnis zwischen Sauerstoffangebot und –bedarf des Myokards, 

führen 
7, 8

. Die hervorgerufene Myokardischämie hat verschiedene Manifestationsfor-

men. In 40 % der Fälle zeigt sich eine Angina pectoris als Erstmanifestation einer KHK; 

in 10 % der Fälle äußert sich eine KHK erstmalig durch einen plötzlichen Herztod. Die 

häufigste Erstmanifestationsform einer KHK nimmt mit rund 50 % der Fälle das akute 

Koronarsyndrom (ACS) ein 
8
. Die Bezeichnung „akutes Koronarsyndrom“ ist ein Sam-

melbegriff für die präklinisch schwer zu differenzierenden Krankheitsbilder der  instabi-

len Angina pectoris, des Non-ST-Hebungsinfarktes (NSTEMI, „Non ST-elevation 

myocardial infarction“) und des ST-Hebungsinfarktes (STEMI, „ST-elevation 

myocardial infarction“), denen als gemeinsames pathophysiologisches Substrat eine im 

unterschiedlichen Ausmaß ausgeprägte Minderperfusion des Myokards zugrunde liegt 
9
. 

Dennoch gibt es große Unterschiede im Langzeitrisiko für weitere kardiovaskuläre Er-

eignisse innerhalb dieser heterogenen Gruppe. Die häufigste Ursache eines akuten Ko-

ronarsyndroms ist die Ruptur eines atherosklerotischen Plaques 
10

.  
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1.1.3 Pathophysiologie der Atherosklerose und Myokardinfarkt 

Atherosklerotische Veränderungen sind asymmetrische Verdickungen der Intima, die 

aus Bindegewebselementen, Lipiden, Zelltrümmern und vor allem aus Zellen des Im-

munsystems, aus Endothelzellen der Gefäße und Zellen der glatten Muskulatur (SMC, 

smooth muscle cells) bestehen 
11, 12

. Kennzeichen der Erkrankung ist eine fortschreiten-

de Degeneration, die bei wachsenden atherosklerotischen Plaques zu einer Einengung 

des Gefäßlumens führen kann.  

Die primäre makroskopisch sichtbare atherosklerotische Läsion sind sogenannte „fatty 

streaks“, Ansammlungen von lipidbeladenen Makrophagen unter der Endothelzell-

schicht, die auch schon bei Kindern vorhanden sein können 
13

. „Fatty streaks“ können 

entweder weiter zu atherosklerotischen Läsionen fortschreiten oder durch Abbau ver-

schwinden 
11

. Der erste Schritt zur Entstehung dieser Läsionen beinhaltet die subendo-

theliale Retention von cholesterolreichen Lipoproteinen und die konsekutive Infiltration 

der Intima durch Makrophagen, die sich dort durch Aufnahme von oxidiertem Lipopro-

tein zu Schaumzellen transformieren 
10, 14-16

. Es kommt zur lokalen Entzündungsreakti-

on mit Zytokinausschüttung (v.a. TNFα, IL-6 und -8), die wiederum zur Stimulation 

und zum Einwandern von Mastzellen, Makrophagen und T-Lymphozyten führt 
10, 12, 17

. 

Durch von aktivierten T-Lymphozyten synthetisiertem Interferon-ɣ kommt es zur För-

derung der Kollagenbildung in glatten Muskelzellen, gleichzeitig wird deren Apoptose 

gehemmt, was zu einer Ausdünnung der fibrösen Deckkappe des atherosklerotischen 

Plaques führt. Auch wird die Expression von Matrixmetalloproteinasen gesteigert, deren 

proteolytische Wirkung in einer weiteren Ausdünnung der Deckkappe und konsekutiver 

Destabilisierung des Plaques resultiert 
10, 18

. Dagegen steht eine Regulation der Inflam-

mation durch eine Reihe von protektiven Faktoren. In verschiedenen Mausmodellen 

konnte gezeigt werden, dass natürliche regulatorische T-Zellen über TGFβ-abhängige 

Signalwege das Fortschreiten der Atherosklerose verlangsamen können, indem sie so-

wohl zu einem erhöhten Kollagengehalt des atherosklerotischen Plaques beitragen als 

auch die Zahl der inflammatorischen Zellen innerhalb des Plaques begrenzen 
19

. Die 

Rolle von TGFβ im Rahmen der Atheromentstehung wurde ebenfalls mehrfach durch 

Unterbrechung des TGFβ-Signalwegs verdeutlicht, die in einer raschen Entwicklung 

großer, instabiler atherosklerotischer Plaques resultierte 
20-22

. Der Mechanismus des 

atheroprotektiven Effekts von TGFβ ist bisher unzureichend geklärt. In verschiedenen 

Studien wird jedoch eine TGFβ-abhängige Inhibition der T-Zell-Aktivierung vorge-
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schlagen 
22, 23

. Der Übergang von einem stabilen zu einem rupturanfälligen Plaque ver-

läuft vor allem durch eine Imbalance zwischen Entzündung und Produktion der Extra-

zellulärmatrix 
24

. Vulnerable Plaques können unter besonderer Belastung im Bereich der 

Deckkappe erodieren oder, besonders im Bereich der Schulterregion zwischen der 

Deckkappe und der angrenzenden gesunden Intima, rupturieren, wodurch zunächst 

durch Adhäsion von Thrombozyten und deren Aktivierung die Thrombozytenaggregati-

on im Rahmen der primären Hämostase ausgelöst wird. Gleichzeitig wird durch Kolla-

gen und Gewebsthrombokinase die plasmatische Gerinnungskaskade aktiviert, die 

schließlich zur Bildung von Fibrinablagerungen führt 
18

. Im Rahmen der Plaqueruptur 

kann es so zur vollständigen Okklusion von Koronararterien und damit bei anhaltender 

Ischämie zu einem Infarkt des versorgten Gewebes durch Untergang der Kardiomyozy-

ten kommen. Eine vollständige Nekrose aller Kardiomyozyten im Versorgungsgebiet 

benötigt vier bis sechs Stunden in Abhängigkeit von der Versorgung durch Kollateralen, 

der Persistenz der Koronarokklusion und der Sensitivität der Kardiomyozyten. Histopa-

thologisch wird ein akuter Infarkt (sechs Stunden bis sieben Tage nach dem Ereignis) 

durch die Anwesenheit polymorphonuklearer Leukozyten gekennzeichnet, im heilenden 

Infarkt (7 – 28 Tage) finden sich vor allem Fibroblasten und mononukleare Zellen. Ein 

ausgeheilter Infarkt (über 28 Tage) imponiert als Narbe ohne zelluläre Infiltrationen 
25

.  

1.1.4 Biomarker der Myokardnekrose 

Im Serum und Plasma gemessene Biomarker für einen myokardialen Schaden stellen 

neben einer elektrokardiographischen Untersuchung einen Hauptpfeiler in der Diagnose 

eines akuten Myokardinfarktes (MI) dar. Neben der Akutdiagnose erlauben manche 

Biomarker weiterhin im Rahmen der Risikostratifizierung eines Patientenkollektivs 

prognostische Aussagen und sind somit hilfreich in der Identifikation von Patienten mit 

deutlich erhöhtem Risiko.  

Ein Myoglobinanstieg im Serum kann schon zwei Stunden nach einem Infarkt gemes-

sen werden. Da Myoglobin allerdings auch bei Skelettmuskelschäden freigesetzt wird, 

ist auch durch eine nachgewiesene Erhöhung kein Infarktnachweis möglich. Die Mes-

sung der Aktivität der Creatinkinase (Gesamt-CK) als Leitenzym zur Diagnose von 

Schäden der Herz- und Skelettmuskulatur sowie deren Isoform CK-MB erlaubt eine 

weitere Einschätzung eine myokardialen Schädigung. CK-MB-Anteile zwischen 6 – 20 

% der Gesamt-CK sprechen hierbei für eine Schädigung der Herzmuskulatur mit konse-

kutiver Enzymfreisetzung; die Höhe des Gesamt-CK-Anstieges korreliert dabei mit der 
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Infarktgröße. Weiterhin ist eine Bestimmung der CK-MB-Proteinkonzentration mittels 

Enzymimmunoassay-Technik möglich, welche im Vergleich zur Aktivitätsmessung eine 

höhere Sensitivität besitzt und bei einem Anstieg auf mehr als das Vierfache des Aus-

gangswerts als Marker für eine erfolgreiche Reperfusion nach Lysetherapie dient 
8
.  Mit 

hoher Sensitivität wird ein Herzmuskelschaden heutzutage vor allem durch Messung der 

herzspezifischen Proteine Troponin I und Troponin T nachgewiesen. Ein Anstieg wird 

hier ab etwa drei bis sechs Stunden post-MI mit einem Maximum nach etwa 20 Stunden  

detektiert 
8
. In verschiedenen Studien konnten erhöhte Troponin T- und I-Werte bei 

instabiler KHK als unabhängige Risikofaktoren für eine schlechtere Kurz- sowie Lang-

zeitprognose durch erhöhte Mortalität kardialer Ursache identifiziert werden 
26-28

. Un-

spezifisch kommt es außerdem im Rahmen der Myokardnekrose als Ausdruck der In-

flammation zu einem Anstieg des C-reaktiven Proteins (CRP), der Blutkörperchensen-

kungsgeschwindigkeit (BSG), des Blutzuckers und der Leukozytenwerte 
8
. Eine Asso-

ziation der Erhöhung der Akute-Phase-Proteine CRP und Fibrinogen mit einer schlech-

teren Prognose hinsichtlich kardialer Ereignisse konnte sowohl für Patienten mit instabi-

ler KHK 
26, 29, 30

 als auch für Gesunde gezeigt werden 
31

.  

1.2 FAPα 

Das Fibroblast-activation protein α (FAPα) ist ein Typ II-Membran-Glykoprotein mit 

einer Molekülmasse von 97 kDa. Aktives Fibroblast-activation protein (FAP, auch be-

kannt als Seprase: surface expressed protease) ist ein Homodimer aus zwei identischen 

FAPα-Untereinheiten und besitzt eine Molekülmasse von 170 kDa. In dimerisierter 

Form besitzt dieses Enzym sowohl Endopeptidase- als auch Gelatinase-Aktivität 
32-35

. 

FAP, zunächst als F19-Antigen bezeichnet, wurde erstmals 1986 als induzierbares 

Membranglykoprotein in kultivierten Fibroblasten beschrieben 
36, 37

. Wenig später wur-

de FAP auch auf Invadopodien von Melanom-Zellen nachgewiesen und dessen Rolle 

als möglicher Marker für die Invasivität von Tumoren untersucht 
38, 39

.  

1.2.1 FAPα-Gewebsexpression und -Funktion 

FAPα wird in Organen unter physiologischen Bedingungen in niedrigen Konzentratio-

nen exprimiert, so v.a. in mesenchymalen Stromazellen im Knochenmark und Zellen 

des proliferierenden Endometriums 
40, 41

. Keane et. al. konnten kürzlich die proteolyti-

sche Aktivität von FAPα in verschiedenen Gewebearten bei Mäusen und Pavianen mes-

sen. Hier zeigte sich eine besonders starke FAPα-Aktivität im murinen Uterus, Pancreas 
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und der Glandula submaxillaris sowie in der Epididymis, der Blase und im Fett- und 

Nervengewebe des Pavians. In den großen Organen wie Herz, Nieren, Leber und Lunge 

konnte unter physiologischen Bedingungen keine FAPα-Aktivität nachgewiesen werden 

42
. Die Expression von FAPα geschieht hingegen im Rahmen des Gewebsumwandlung 

während der Embryonalentwicklung, im Granulationsgewebe bei der Wundheilung und 

im reaktiven Tumorstroma der meisten Karzinome sowie mancher Sarkome, es fehlt 

dagegen aber in ruhenden Fibroblasten 
37, 41, 43

. Im Modellorganismus Xenopus wurde 

schon sehr bald eine FAPα-Expression im Zusammenhang mit der Resorption des 

Schwanzes während der Metamorphose beschrieben 
44

. Auch im Rahmen diverser Er-

krankungen beim Menschen wurde eine erhöhte FAPα-Produktion detektiert. So konnte 

bei Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose eine FAPα-Expression in den Bereichen 

mit rezidivierendem Gewebsschaden gezeigt werden, nicht hingegen im gesunden Lun-

gengewebe 
45

. Weiterhin konnte eine selektive Expression von FAPα in aktivierten Ito-

Zellen der Leber an der Grenzfläche der zirrhotischen Umwandlung nachgewiesen wer-

den, weshalb auch eine mögliche Beteiligung von FAPα beim Umbau der Extrazellu-

lärmatrix diskutiert wird 
46

. Bei Patienten mit chronischer Hepatitis C korrelierte der 

Expressionsgrad von FAPα mit dem Schweregrad der Zirrhose 
47

. Auch bei Keloid-

Fibroblasten ließ sich eine im Vergleich zu normalen Haut-Fibroblasten gesteigerte 

FAPα-Expression und ein konsekutiv erhöhtes Invasionspotential feststellen 
48

. Weiter-

hin konnte bei Patienten mit rheumatoider Arthritis eine Expression von FAPα in der 

Synovia detektiert werden, was ebenfalls eine Funktion von FAPα im Rahmen der 

Knorpel- und Knochenzerstörung arthritischer Gelenke vermuten lässt 
49, 50

. Analog 

stellt sich ebenfalls eine mögliche Rolle von FAPα beim Gewebeab- und Umbau im 

Rahmen der Arthrose dar, da sowohl eine gesteigerte Expression von FAPα in Chond-

rozyten von Arthrose-Patienten als auch eine Induktion von FAPα durch proinflamma-

torische Zytokine gezeigt werden konnten 
51

. Unlängst wurde darüber hinaus FAPα in 

atherosklerotischen Plaques mit dünner fibröser Deckplatte detektiert, wo es zum Kol-

lagenabbau und zur weiteren Ausdünnung der Deckplatte beiträgt 
52

. Weiterhin wurde 

bereits eine gesteigerte Expression von FAPα in kardialen Fibroblasten nach experimen-

teller Myokardischämie immunhistologisch gezeigt 
53

. Im Gesamtkontext lässt sich 

demnach eine Rolle der FAPα-Expression in Zusammenhang mit dem Gewebeumbau 

vermuten, der einerseits im physiologischen Rahmen während der Entwicklung und der 

Wundheilung, andererseits im Rahmen pathologischer Vorgänge bei chronischen Ent-

zündungen, Fibrose oder Krebserkrankungen vorkommt.  
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In verschiedenen Studien konnten Hinweise für eine tumorsupprimierende Funktion von 

FAPα gefunden werden. So wurde in Melanomzellen durch Reexpression der Exopepti-

dase DPP-IV, die Strukturähnlichkeit mit FAPα besitzt, der Zellzyklus arretiert oder 

sogar die Apoptose eingeleitet, auch wenn durch Mutation die katalytische Aktivität von 

DPP-IV aufgehoben wurde. Gleichzeitig führte die DPP-IV-Expression auch zu einer 

gesteigerten FAPα-Expression, sodass Wesley et al. von einer möglichen proapoptoti-

schen Wirkung von FAPα bei Melanomzellen ausgingen 
54

. Auch gibt es weitere Hin-

weise auf eine direkte Funktion von FAPα als Tumorsuppressor in einem murinen Me-

lanommodell, in dem durch Expression von FAPα das Tumorwachstum deutlich redu-

ziert  sowie die Kontaktinhibition und die Abhängigkeit der Zellen von Wachstumsfak-

toren wieder hergestellt wurde. Interessanterweise führte hierbei die Expression einer 

katalytisch inaktiven Mutante von FAPα zu einer stärkeren Tumorsuppression als die 

des Wildtyps 
55

. Dagegen wurde in einer Vielzahl anderer Studien eine potentielle Rolle 

von FAPα als Tumor-Promotor beschrieben. In einem Mausmodell konnte gezeigt wer-

den, dass die Überexpression von FAPα sowohl die Entstehung eines Tumors fördert als 

auch dessen Wachstumsraten erhöht 
56

.  Auch bei Brustkrebszellen konnte durch Ex-

pression von FAPα sowohl in vitro ein proliferationssteigernder Effekt als auch im 

Mausmodell eine gesteigerte Angioneogenese im Tumorgewebe gezeigt werden 
57, 58

. 

Analog konnte auch bei Endothelzellen eine FAPα-Expression, gemeinsam mit einer 

Reihe weiterer Serin-Proteasen, im Rahmen der Angioneogenese dargelegt werden 
59

. 

1.2.2 Der TGFβ-Signalweg im Rahmen der FAPα-Expression 

Die TGFβ-Superfamilie (Transforming growth factor β) besteht aus einer Reihe struk-

turverwandter Zytokine, die unter anderem Aktivine, Inhibine und BMPs (Bone 

morphogenicc proteins) einschließt. In Säugetieren sind drei Isoformen von TGFβ, 

TGFβ1, - 2 & -3, bekannt, deren Funktionen sich teilweise überlappen 
60-63

. TGFβ wurde 

schon früh eine profibrotische Rolle zugesagt, da es in vitro in Fibroblasten die Expres-

sion von Bestandteilen der Extrazellulärmatrix induziert und Proteine, die die Extrazel-

lulärmatrix abbauen, inhibiert 
64, 65

. Auch in der Regulation der Zellproliferation hat 

TGFβ entscheidende Funktionen und kann in Abhängigkeit vom Zelltyp und den 

Wachstumsbedingungen entweder die Proliferation fördern oder hemmen 
63, 66

.  

Der TGFβ-Signalweg scheint auch im Herzen nach stattgehabtem Myokardinfarkt oder 

im Verlauf beim linksventrikulären Remodeling einen zentralen Stellenwert zu haben. 

Nach abgelaufenem Myokardinfarkt konnte im Tiermodell nach einer Woche eine ge-
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steigerte Expression von TGFβ im Bereich der Narbe und der Infarktrandzone nachge-

wiesen werden 
67, 68

. Somit wird eine mögliche Rolle von TGFβ bei den Abläufen in der 

Heilungsphase eines Infarkts angenommen, die das Rekrutieren von Monozyten und die 

Bildung von Granulationsgewebe beinhalten. Auch scheint der TGFβ-Signalweg zu 

einer Auflösung des entzündlichen Infiltrates nach Infarkt durch Hemmung proinflam-

matorischer Zytokine zu führen. Darüber hinaus wird auch ein Beitrag von TGFβ zur 

Regulation der kardialen Fibrose durch Induktion der Proteinsynthese von Extrazellu-

larbestandteilen und Verhinderung von deren Abbau vermutet 
69

.  

Neben einer Reihe anderer Proteine, die durch TGFβ induziert werden, konnte eine 

TGFβ-abhängige Induktion der FAPα-Expression bereits für embryonale Mausfibro-

blasten und für Fibroblasten der Leptomeninx untersucht werden 
70, 71

. Auch für humane 

kardiale Fibroblasten wurde eine Induktion der FAPα-Expression durch Stimulation mit 

TGFβ1 bereits gezeigt, der Signalweg ist jedoch unklar 
53

.  

1.2.3 Struktur von FAPα  

FAPα besteht aus 760 Aminosäuren, das vorhergesagte Protein hat einen kleinen N-

terminalen zytoplasmatischen Anteil bestehend aus sechs hochkonservierten Aminosäu-

ren, eine 20 Aminosäuren umfassende hydrophobe Transmembranregion und eine große 

Extrazellulärdomäne 
72, 73

. Die katalytische Region mit der für Serinproteasen typischen 

katalytischen Triade aus den drei Aminosäuren Serin
624

, Aspartat
702

 und Histidin
734

 um-

fasst die letzten 200 C-terminalen Aminosäuren (Tyr
560

 – Asp
760

) und zeigt mit 68 % 

Übereinstimmung eine Homologie zur ebenfalls membranassoziierten Aminopeptidase 

DPP-IV (Dipeptidylpeptidase IV) 
34, 72

. DPPIV als nächster Verwandter von FAPα wird 

im Gegensatz zur dessen restriktiver Expression in einer Reihe verschiedener Zellen 

exprimiert und spielt eine wichtige Rolle unter anderem bei der T-Zell-Costimulation, 

im Glukose-Metabolismus und in der Prozessierung mehrerer Chemokine, auch wurde 

eine Rolle im Abbau der Extrazellulärmatrix im Rahmen von Gewebsumbauprozessen 

wie Fibrosierung oder Tumorinvasion gezeigt 
73, 74

. Interessant ist auch die Diskussion 

um eine potentielle Rolle von DPP-IV als Tumorsuppressor, angestoßen unter anderem 

durch die Beobachtung, dass DPP-IV-Serumspiegel sowohl bei Patienten mit 

kolorektalem Karzinom als auch bei Patienten mit malignem Melanom signifikant er-

niedrigt waren 
75, 76

. Weiterhin wurde eine Komplexbildung aus FAP und DPP-IV so-

wohl in Fibroblasten als auch in Endothelzellen beschrieben, die für die Migration im 

Rahmen der Wundheilung relevant zu sein scheint 
77-79

.  
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Neben dem membrangebundenen FAPα konnte ebenfalls eine Splice-Variante der 

FAPα-mRNA in der humanen Melanom-Zelllinie LOX gefunden werden, die ein ver-

kürztes  intrazelluläres Protein, das nur die C-terminale katalytische Region beinhaltet, 

codiert 
80

.  

1.2.4 Antiplasmin Cleaving Enzyme 

Eine im Blut lösliche Form von FAPα konnte sowohl in bovinem Serum als auch in 

humanem Plasma isoliert werden 
81, 82

. Das einzig bisher identifizierte Substrat der lös-

lichen Form von FAPα, auch als  Antiplasmin cleaving enzyme (APCE) bezeichnet, ist 

α2-Antiplasmin (α2AP). Das in der Leber synthetisierte α2AP ist der Hauptinhibitor von 

Plasmin, das wiederum eine entscheidende Rolle sowohl in der Fibrinolyse als auch in 

der Degradierung der Extrazellulärmatrix im Rahmen der Wundheilung und der 

Angioneogenese spielt 
83-86

. Durch α2-AP wird die Fibrinolyse über verschiedene Me-

chanismen reguliert. Einerseits bildet α2-AP mit Plasmin einen stabilen Komplex und 

hemmt somit dessen Wirkung, andererseits verhindert es auch die Adsorption von 

Plasminogen an Fibrin und kann weiterhin durch Faktor XIIIa-vermittelte Quervernet-

zung an Fibrin zur Fibrinstabilisierung beitragen 
87, 88

. Im Einklang mit der Rolle von 

Plasmin bei Gewebeumbauprozessen konnte auch für α2AP gezeigt werden, dass dessen 

Mangel zu einer beschleunigten Wundheilung und Angioneogenese führt 
89

. α2AP ist 

ein aus 464 Aminosäuren bestehendes Glykoprotein mit einem N-terminalen Methionin 

(Met-α2AP). APCE katalysiert die N-terminale Abspaltung von 12 Aminosäuren von 

Met-α2AP zur aktivierten Form Asn-α2AP, das eine deutlich höhere Verknüpfungsrate 

zu Fibrin besitzt und dadurch eine stärkere antifibrinolytische Wirkung entfaltet. Die N-

terminale Abspaltung hat keinen Einfluss auf die Inhibition von freiem Plasmin 
84, 90

. 

Die Herkunft von löslichem APCE ist bislang unklar. Der N-Terminus von APCE ent-

spricht der Sequenz von FAPα, beginnend bei Isoleucin an Position 24, was auf eine 

proteolytische Spaltung des membranständigen FAPα an den letzten beiden Aminosäu-

ren der Transmembrandomäne mit konsekutivem Shedding hindeuten könnte 
81, 84

. Eine 

Sheddase konnte hierbei allerdings bisher noch nicht identifiziert werden. Alternativ 

könnte APCE auch durch alternatives Splicing und Translation der FAPα-mRNA 

enstehen, auch dies konnte bislang nicht gezeigt werden. 
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1.2.5 Substrate von FAPα 

Die dimerisierte Form von FAPα besitzt sowohl Gelatinase- als auch aminoterminale 

Post-Prolyl-Aminopeptidaseaktivität 
32, 35, 38, 39

. Mittels Zymographie konnte gezeigt 

werden, dass FAPα Gelatin aus denaturiertem Kollagen Typ I sowie denaturiertes Kol-

lagen Typ IV abbaut, andere Substrate wie Fibronectin, Laminin, Fibrin oder Casein 

konnten jedoch nicht gespalten werden 
33, 39

.  In weiteren Studien konnte dargelegt wer-

den, dass weder FAPα noch dessen lösliche Form APCE primär in der Lage sind, nati-

ves Kollagen Typ I und Typ III abzubauen. Nach dessen vorherigem Abbau durch die 

Matrix-Metalloproteinase 1 (MMP-1) konnte jedoch ein sekundärer Abbau durch FAPα 

oder APCE in kleinere Peptide als beim alleinigen Verdau durch MMP-1 gezeigt wer-

den 
91

. Diese Daten lassen eine Zusammenarbeit von FAPα mit anderen 

kollagenspaltenden Proteasen im Abbau von Kollagen Typ I und III im Rahmen des 

Umbaus der Extrazellulärmatrix annehmen.  

Vor Kurzem wurden in vitro weitere Substrate von FAPα identifiziert, zu denen neben 

Neuropeptid Y, Substanz P und Peptid YY auch BNP (Brain Natriuretic Peptide) zäh-

len 
92

. Aktives BNP wird vor allem im Herz nach Drucküberlastung synthetisiert und 

gilt zusammen mit dem N-terminalen Fragment seines Precursor-Hormons (NT pro-

BNP) als Biomarker für linksventrikuläre Dysfunktion, insbesondere der Herzinsuffizi-

enz, und dient darüber hinaus als Marker zur Risikostratifizierung bei akutem Koronar-

syndrom 
93, 94

. FAPα katalysiert die aminoterminale Abspaltung eines Dipeptids von 

BNP, jedoch ist die Auswirkung des Verlustes der zwei Aminosäuren auf die 

Rezeptorbindung nicht ausreichend geklärt, sodass keine Aussage über die Aktivität des 

gespaltenen BNP getroffen werden kann 
92

. Die von FAPα katalysierte Spaltung von 

Neuropeptid Y hingegen, für das bisher bereits unter anderem Effekte auf das Nerven-

system, das Endothel, das Immunsystem und das Fettgewebe gezeigt werden konnten 
95, 

96
, führt zu einer gesteigerten Affinität für den Y2-Rezeptor, der im Gegensatz zu der 

durch den Y1-Rezeptor mediierten Vasokonstriktion angioneogenetische Effekte ausübt 

95
. Auch die sequentielle Spaltung von Substanz P, einem inflammatorischen Hormon, 

das in verschiedenen Zelllinien eine Proliferation und die Hemmung der Apoptose aus-

löst, könnte hierbei eine durch FAPα mediierte anti-inflammatorische Wirkung haben
92

. 

Letztlich bleiben jedoch bis heute die natürlichen Substrate von FAPα sowie die physio-

logischen und pathologischen Funktionen der von FAPα gespaltenen Peptide weitestge-

hend unklar und sind daher Gegenstand intensiver Forschung.  
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1.3 Fragestellung 

FAPα war bisher als membranständiges Protein bekannt, das in verschiedenen Geweben 

im Rahmen des Gewebeumbaus, insbesondere auch in atherosklerotischen Plaques so-

wie bei kardialen Fibroblasten nach experimentellem Myokardinfarkt, exprimiert 

wird 
33, 34, 37, 43, 53

. Über die Rolle von FAPα im Zusammenhang mit kardialem 

Remodeling nach Myokardinfarkt ist jedoch bisher nur wenig bekannt. Auch ist die 

Funktion der im Blut zirkulierenden löslichen Form von FAPα, APCE, weitestgehend 

ungeklärt.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte zunächst der Einfluss verschiedener nach 

Myokardinfarkt exprimierter Zytokine auf die Induktion der FAPα-Expression in huma-

nen kardialen Fibroblasten (HCF) untersucht werden. Weiterhin sollte in vitro eine 

mögliche Abgabe des membranständigen FAPα in Zellkulturüberstände ermittelt wer-

den, um so eine erste Aussage über eine mögliche Herkunft des zirkulierenden APCE 

treffen zu können. In diesem Kontext sollte ebenfalls ein ELISA-Kit zur Detektion von 

FAPα in humanem Plasma optimiert und validiert werden, um erstmalig nicht nur phy-

siologische FAPα/APCE-Plasmakonzentrationen einer gesunden Referenzgruppe zu 

beschreiben, sondern auch einen Zusammenhang der FAPα-Plasmaspiegel zum klini-

schen Outcome kardiovaskulärer Erkrankungen deutlich zu machen. Im Zuge dessen 

sollte auch die Eignung von zirkulierendem FAPα als potentiellen Biomarker überprüft 

werden. Hierfür wurden die FAPα/APCE-Plasmakonzentrationen einer Referenzgruppe 

mit den Konzentrationen bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom und Koronarer 

Herzerkrankung verglichen.  

2. Materialien und Methoden 

2.1 Zellkultur  

2.1.1 Kultivierung humaner kardialer Fibroblasten  

Für die in vitro Versuche wurden adulte humane kardiale Fibroblasten (HCF; 306K-05a 

Tebu-Bio, Offenbach, Deutschland) verwendet, die bei 37 °C unter 5 %-iger CO2-

Atmosphäre (Heracell 150, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) zur Expansion in 

Lung/Cardiac Fibroblast Growth Medium (Cell Applications, San Diego, CA, USA) 

kultiviert wurden. Während der Versuche wurden die Zellen entweder in serumfreiem 

Medium (Medium SF), bestehend aus DMEM 4,5 g/l Glukose und L-Glutamin (Lonza, 
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Walkersville, MD USA) mit 10 mM HEPES Puffer (1 M HEPES Buffer, Lonza, 

Walkersville, MD USA) und 0,2 % BSA (35% Albumin Solution Fraction V from Bovi-

ne, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA), oder im Nährmedium DMEM 4,5 g/l Glukose 

und L-Glutamin  mit 10 %-igem FBS-Anteil (Fetal Bovine Serum, Lonza, Walkersville, 

MD USA) inkubiert. Alle Nährstoffmedien waren frei von antibiotischen oder 

antimykotischen Zusätzen. Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage.  

Ab einer Konfluenz von ca. 80% - 90% wurden die Zellen passagiert. Hierfür erfolgte 

nach einem Waschschritt mit PBS (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) die 

Inkubation der Zellen mit einer 0,25%igen Trypsin/EDTA-Lösung (Biochrom AG, Ber-

lin, Deutschland) für fünf Minuten. Die Ablösung der Zellen wurde mittels Zellkultur-

mikroskop (Wilovert S, Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland) kontrolliert und die Reak-

tion bei einer Ablösung von mehr als 90% durch Zugabe von Trypsin-Neutralisations-

Lösung (Clonetics TNS, Lonza, Walkersville, MD USA) beendet. Die Zelllösung wurde 

daraufhin bei 400 g und 4 °C für 6 Minuten zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5810 R, 

Hamburg, Deutschland). Das erhaltene Zell-Pellet wurde in Zellkulturmedium resus-

pendiert und auf die Zellkulturflaschen (Cellstar T 75, Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland oder Nunc® 6-well multidish, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)  aufgeteilt. 

Zur weiteren Expansion der Zellen wurde eine Zelldichte von ca. 3500 Zellen/cm
2
 ge-

wählt, für Versuche wurden die Zellen in einer Dichte von ca. 13000 Zellen/cm
2
 ausge-

sät. In den vorliegenden Versuchen wurden nur Zellen der Passagen zwei bis sechs ver-

wendet, um eventuelle Einflüsse durch eine Überalterung der Kultur gering zu halten.   

2.1.2 Lyse der Zellen, Aufbereitung der Zellkulturüberstände für den ELISA 

Die Lyse der Zellen erfolgte nach zweimaligem Waschen mit PBS mittels Lysierpuffer 

(10x Lysis Buffer, Cell Signaling, Danvers, USA) mit 1mM PMSF 

(Phenylmethylsulfonylflourid, Cell Signaling, Danvers, USA). Pro Well einer 6-Well-

Platte wurden 80 µl Lysierpuffer zugegeben, die Zellen mit einem Zellschaber (Cell 

Scraper, SPL Life Sciences, Korea) abgelöst und in ein Reaktionsgefäß (Eppendorf Sa-

fe-Lock microcentrifuge tubes, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) überführt. Nach einer 

15-minütigen Inkubation auf Eis erfolgte die Zentrifugation bei 4 °C und 14000 g für 10 

Minuten (Hettich Universal 320R, Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland), 

um die im Überstand gelösten Proteine von zellulärem Debris zu trennen. Der Über-

stand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -80 °C gelagert.  
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Die im ELISA gemessenen Zellkulturüberstände wurden direkt nach Abpipettieren der 

Zellen ebenfalls bei 4 °C und 14000 g für 10 Minuten zentrifugiert. Nach Abnahme der 

Überstände erfolgte deren Lagerung bei -80 °C. Alle Überstände stammten von Zellen 

aus 6-Well-Platten, die in jeweils 2 ml der Medien inkubiert wurden.  

2.1.3 Transfektion der HCFs mit siRNA 

2.1.3.1 siRNA - Mechanismus 

siRNA (small interfering RNA) sind kurze RNA-Moleküle, die als wichtiger Teil des 

angeborenen Immunsystems als Schutz vor Virusinfektionen über einen sequenzspezifi-

schen posttranslationalen Mechanismus die Genexpression auf Translationsebene hem-

men. Durch synthetische, in die Zelle eingebrachte siRNA ist analog eine Reduktion der 

Expression eines bestimmten Proteins möglich. Hierbei werden die doppelsträngigen 

siRNAs im Zytoplasma an die Nuklease RISC (RNA-induced silencing complex) ange-

lagert und dort in Einzelstränge gespalten. Der durch die einzelsträngige siRNA akti-

vierte RISC verwendet diese dann als Vorlage und bindet die zur siRNA komplementä-

re mRNA. Diese wird daraufhin im Zentrum der siRNA-Bindungsstelle von RISC ge-

spalten und weiter durch zelluläre Nukleasen abgebaut. So wird durch Verminderung 

funktioneller mRNA eine Reduktion der Proteinexpression erreicht 
97-100

. 

2.1.3.2 Durchführung der siRNA-Transfektion 

Die Transfektion humaner kardialer Fibroblasten mit siRNA erfolgte durch Lipofektion 

(Oligofectamine™ oder Lipofectamine™ RNAiMAX; beide Invitrogen, Carlsbad, USA). 

Hierfür wurden in verschiedenen Versuchen jeweils zwei siRNAs (Silencer® Select 

siRNA, Applied Biosystems / Ambion, Austin, USA) in einer Konzentration von 50 nM 

verwendet. So wurde die Expression von FAPα (siRNAs s5021 & s5022), von Smad-2 

(siRNAs s8397 & s8398), von Smad-3 (siRNAs s8401 & s8402) und von EGR-1 (si-

RNAs s4538 & s4539) durch Transfektion mit der jeweiligen siRNA reduziert. Als Ne-

gativ-Kontrolle diente die Silencer® Select Negative Control siRNA (4390843 & 

4390843, Applied Biosystems / Ambion, Austin, USA).   

In den vorliegenden Versuchen wurde die Methode der reversen Transfektion ange-

wandt, bei die Transfektion bei gelösten Zellen durchgeführt wird. Hierfür erfolgte zu-

nächst die Herstellung des siRNA-Mixes. Bei der Transfektion mit Oligofectamine™ 

wurde der siRNA nach Verdünnung mit Opti-MEM®  (Gibco by Life Technologies, 
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Grand Island, NY und Schottland, UK) Oligofectamine™ zugegeben und 20 Minuten 

inkubiert, um eine Komplexbildung der siRNA mit dem Transfektionsreagenz zu er-

möglichen. Nach Verdünnung des siRNA-Mixes auf das Gesamtvolumen mit auf 37 °C 

erwärmtem Opti-MEM®  erfolgte die Zugabe der zuvor geernteten Zellen und das Aus-

säen in 6-Well-Platten. Vier Stunden nach der Transfektion mit Oligofectamine™  wur-

de den Zellen pro Well 0,5 ml des Nährmediums DMEM mit 10% FBS zugegeben, am 

nächsten Tag erfolgte ein vollständiger Mediumwechsel auf DMEM mit 10% FBS. Die 

Transfektion mit Lipofectamine™ RNAiMAX erfolgte bis auf die Inkubation in Opti-

MEM®, die hier ausgelassen werden konnte, analog. Die Zellen wurden direkt mit dem 

Nährmedium DMEM mit 10% FBS ausgesät, auch war kein Mediumswechsel am 

nächsten Tag erforderlich. Da sich im Verlauf der Erstellung dieser Arbeit herausstellte, 

dass die Transfektion mit Lipofectamine™ RNAiMAX zu einer im Vergleich zu 

Oligofectamine™  erhöhten Downregulation der Proteinexpression führte, wurde dieses 

für alle kommenden Versuche verwendet. 

2.1.4 Zytokin-Stimulation und Inhibition von Signalwegen 

Zur Untersuchung des Effekts verschiedener Zytokine auf die FAPα-Expression in hu-

manen kardialen Fibroblasten (HCF) wurden die Zellen in unterschiedlichen Versuchen 

mit diversen Zytokinen inkubiert. Die Inkubation der HCF mit den Zytokinen fand ge-

nerell nach vorheriger Aktivierung durch 24-stündige Kultivierung der Zellen in serum-

freiem Medium (Medium SF) vor Versuchsbeginn statt; alle Zytokine wurden ebenfalls 

in Medium SF gelöst.  

Der TGFβ1-Signalweg wurde untersucht, indem die HCFs sowohl mit verschiedenen 

Konzentrationen  von TGFβ1 (R&D Systems, Minneapolis, USA) als auch über unter-

schiedlich lange Zeitintervalle inkubiert wurden. Weiterhin wurde der TGFβ1-

Signalweg durch den selektiven Inhibitor der TGFβ1-Rezeptorkinasen (ALKs, Activin-

like Kinases) SB431542 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) blockiert, indem dieser dem 

Medium SF in einer Konzentration von 10µM zugegeben wurde. Darüber hinaus sollte 

eine mögliche Rolle des MAP-Kinase-Weges auf die FAPα-Expression untersucht wer-

den, da bereits gezeigt wurde, dass dieser über ein Adapterprotein durch den aktivierten 

TGFβ-Rezeptor aktiviert wird 
101, 102

. Durch selektive Inhibition der MEK1/2 nach Zu-

gabe einer 10 µM Lösung des Inhibitors U0126 (U0126 Monoethanolate, Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) sollte so der Signalweg unterbrochen werden.  
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Weiterhin wurde der Effekt von TNFα (R&D Systems, Minneapolis, USA) sowie CTGF 

(Recombinant Human CTGF, Preprotech, Rocky Hill, USA) auf die FAPα-

Konzentration in HCFs untersucht.  

2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate erfolgte mittels des DC Prote-

in Assay Kit I (Bio-RAD Laboratories, Hercules, USA) nach der Methode nach Lowry. 

Zur Kalkulation der Proteinkonzentration der Proben wurde für jedes Assay eine Stan-

dardkurve vorbereitet, indem ein Standard mit einer Proteinkonzentration von 

1,5 mg/ml 4-fach seriell verdünnt wurde. Anschließend wurden je 5 µl des Zelllysats 

bzw. des Proteinstandards mit 25 µl Reagent A‘ und 200 µl Reagent B auf einer Mikro-

titerplatte (DY990, R&D Systems, Minneapolis, USA) für fünfzehn Minuten bei Raum-

temperatur inkubiert. Danach erfolgten die Messung der Absorption bei einer Wellen-

länge von 655 nm im Microplate-Reader (Modell 550, Bio-RAD Laboratories, Hercules, 

USA) und die Berechnung der Proteinkonzentration anhand der Standardkurve.  

2.3 Western-Blot-Verfahren 

Die Western-Blot-Technik ist ein Verfahren zum Nachweis und zur relativen Quantifi-

zierung von Proteinen. Hierbei erfolgt zunächst die elektrophoretische Auftrennung von 

Proteinen aufgrund ihres Molekulargewichts in einem SDS-Polyacrylamidgel, in einem 

zweiten Schritt werden die Proteine durch ‚Blotten‘ auf eine Membran übertragen. Der 

Nachweis des gesuchten Proteins erfolgt durch eine spezifische Antikörperfärbung. 

Zunächst wurden Trenn- und Sammelgel mit einem Acrylamidgehalt von 10 bzw. 5 % 

hergestellt. Für das Trenngel wurden 3,325 ml eines 30%-igen Acrylamid-Mix 

(Rotiphorese Gel 30, Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) zu 4,175 

ml H2O und 2,5 ml 4x Tris-HCl / SDS (pH 8,8) gegeben. Anschließend erfolgte die Zu-

gabe von 33,3 µl einer 10%-igen Ammoniumpersulfatlösung (APS, Sigma-Aldrich, 

Saint Louis, USA) sowie 6,68 µl TEMED Electrophoresis Reagent (Sigma-Aldrich, 

Saint Louis, USA). Das Sammelgel wurde mit 815 µl des 30%-igen Acrylamid-Mix mit 

3,813 ml H2O, 1,564 ml des 4-fach Tris-HCl / SDS-Puffers sowie 31,3 µl 10% APS und 

6,25 µl TEMED hergestellt.  

Die zu messenden Proben wurden vorbereitet, indem 20 µl der Proben (Proteinkonzent-

ration 0,5 µg/µl) mit 10 µl Proben-Puffer (Blue Loading Buffer, Cell Signaling Techno-
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logy, Danvers, USA), bestehend aus DTT (Dithiothreitol) und SDS 

(Sodiumdodecylsulfat), vermischt und anschließend bei 107 °C für fünf Minuten dena-

turiert wurden (Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die Auf-

trennung im Gel erfolgte bei einer konstanten Stromstärke von 15 mA und einer Span-

nung von 70 V. Als Skala wurde die Precision Plus Protein Standards (Bio-RAD Labo-

ratories, Hercules, USA) verwendet.  

Anschließend wurde der Transfer der im Gel aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-

Membran (Immunblot PVDF-Membran, Bio-RAD Laboratories, Hercules, USA) unter 

Kühlung für zwei Stunden mit einer konstanten Spannung von 80 V durchgeführt. Da-

nach erfolgte eine einstündige Blockierung der Membran in 40 ml TBST (Tris-buffered 

Saline Tween, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) mit 2 g Blocking Agent (Amersham 

ECL Blocking Agent, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Zur Immundetektion 

einzelner Proteine wurde im Anschluss die Inkubation der Membran mit dem Primäran-

tikörper über Nacht bei Raumtemperatur durchgeführt. Am Folgetag wurde die Memb-

ran nach dreimaligem Waschen mit TBST mit einem HRP (Horseradish peroxidase)-

gekoppelten Sekundärantikörper für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Der 

Nachweis der Proteinbanden erfolgte durch Belichtung eines Autoradiographiefilms 

(Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) mit Hilfe einer 

Chemilumineszenz-Reaktion (Amersham ECL Western Blotting Analysis System, GE 

Healthcare, Buckinghamshire, UK). Analog wurde auf den Membranen das Kontrollen-

zym GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) nachgewiesen. 

Folgende Primärantikörper zum Nachweis von FAPα, EGR-1, Smad-2, Phospho-Smad-

2, Smad-3, Phospho-Smad-3 sowie GAPDH wurden verwendet:  

 Monoklonaler Maus Antikörper gegen Fibroblast Activation Protein α (ab54651 

Abcam, Cambridge, UK) 

 Polyklonaler Kaninchen Antikörper gegen EGR-1 ((588): sc-110, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, USA) 

 Monoklonaler Kaninchen Antikörper gegen Smad-2 (Smad2 (D43B4) XP™ 

Rabbit mAb, #5339, Cell Signaling Technology, Danvers, USA) 

 Monoklonaler Kaninchen Antikörper gegen Phospho-Smad-2 (Phospho-Smad2 

(Ser465/467) (138D4) Rabbit mAb, #3108, Cell Signaling Technology, Danvers, 

USA) 
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 Monoklonaler Kaninchen Antikörper gegen Smad-3 (Smad3 (C67H9) Rabbit 

mAb, #9523, Cell Signaling Technology, Danvers, USA) 

 Monoklonaler Kaninchen Antikörper gegen Phospho-Smad-3 (Phospho-Smad3 

(Ser423/425) (C25A9) Rabbit mAb, #9520, Cell Signaling Technology, Danvers, 

USA) 

 Monoklonaler  Maus Antikörper gegen GAPDH (ab8245, Abcam, Cambridge, 

UK). 

Folgende Sekundärantikörper wurden verwendet: 

 Antikörper gegen Schaf-IgG (donkey anti-sheep IgG-HRP, SC-2916, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, USA) 

 Antikörper gegen Kaninchen-IgG (Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody #7074, 

Cell Signaling Technology, Danvers, USA) 

 Antikörper gegen Maus-IgG (Anti-mouse IgG, HRP-linked Antibody #7076, Cell 

Signaling Technology, Danvers, USA). 

2.4 FAPα-ELISA 

Das ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent assay) ist ein Immunassay-Verfahren, das 

vor allem zum Nachweis von Proteinen verwendet wird. Es basiert auf Antigen-

Antikörper-Wechselwirkungen und weist diese Komplexe mittels einer enzymatischen 

Farbreaktion nach. In vorliegender Arbeit wurde das kommerziell erhältliche 

humanFAPα Development Kit (R&D Systems, Minneapolis, USA) und ausschließlich 

die dazu von R&D Systems empfohlenen Reagenzien verwendet. Die korrekte Messung 

der Konzentration von humanem FAPα in Zellkulturüberständen wurde bereits vom 

Hersteller validiert und eine Kreuzreaktion gegen humanes DPP-IV sowie DPP-VI in 

einer Konzentration von 50 ng/ml ausgeschlossen.  

2.4.1 Durchführung des ELISA 

Bei dem hier durchgeführten Assay handelt es sich um einen Sandwich-ELISA 

(Abbildung 1). Hierfür erfolgte zunächst über Nacht bei Raumtemperatur eine Beschich-

tung der 96-Well-Mikrotiterplatte (DY990, R&D Systems, Minneapolis, USA) mit 100 

µl der Erstantikörperlösung (Capture Antibody mouse anti-human FAP, Part 842997, 

R&D Systems, Minneapolis, USA) pro Well. Die Mikrotiterplatte wurde hierbei mit 

einer Klebefolie (Costar 6524 Sealing Tapes, Corning Life Sciences, NY, USA) versie-

gelt. Die vom Hersteller vorgesehene Antikörperkonzentration von 1 µg/ml in PBS 
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(Phosphate buffered saline, 2,7 mM Kaliumchlorid, 138 mM Natriumchlorid, pH 7.4, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wurde zur Messung von Zellkulturüberständen und 

Zelllysaten angewendet, bei Messung von humanem Plasma wurde die Konzentration 

auf 2 µg/ml in PBS erhöht. Am folgenden Tag wurde die Mikrotiterplatte drei Mal mit 

PBS mit 0,05 % Tween-20 (Waschpuffer WA126, R&D Systems, Minneapolis, USA) 

mit je 400 µl pro Well gewaschen. Die Blockierung erfolgte mit je 300 µl einer 1% 

BSA-Lösung in PBS (Reagent Diluent DY995, R&D Systems, Minneapolis, USA) für 

1,5 Stunden bei Raumtemperatur. Gleichzeitig wurden die Plasmaproben 100-fach in 

Reagent Diluent verdünnt. Zellkulturüberstände wurden unverdünnt aufgetragen, 

Zelllysate hingegen in 400-facher Verdünnung. Für die Standard-Proben wurde eine 

Standard-Konzentration  von 4000 pg/ml mit rekombinantem humanem FAPα (rhFAP, 

3715-SE-010, R&D Systems, Minneapolis, USA) in Reagent Diluent hergestellt und 

diese siebenfach seriell verdünnt. Weiterhin wurde als Leerwert bei Zellkulturproben 

immer das Lösungsmedium der Proben - bei Zellkulturüberständen das jeweilige reine 

Zellkulturmedium und bei Zelllysaten der in der gleichen Konzentration verdünnte 

Lysierpuffer - aufgetragen. Nach einem weiteren Waschschritt wurden jeweils 100 µl 

sowohl der Standards als auch der verdünnten Proben in die Wells gegeben, mit einer 

Klebefolie versehen und für 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Alle Proben in-

klusive der Standards wurden als Duplikate aufgetragen. Nach einem erneuten Wasch-

schritt wurde die Platte mit je 100 µl einer Zweitantikörperlösung, (Detection Antibody 

biotinylated sheep anti-human FAP polyclonal, Part 842998,  R&D Systems, Minneapo-

lis, USA) der Konzentration 200 ng/ml in Reagent Diluent für 2 Stunden bei Raumtem-

peratur mit Klebefolie versehen inkubiert. Durch eine Biotinylierung des Fc-Fragment 

des Zweitantikörpers wurde ein späterer Nachweis des gebundenen Antikörpers ermög-

licht. Nach einem erneuten Waschschritt wurde die an Streptavidin gekoppelten HR-

Peroxidase (Horseradish Peroxidase, Meerrettichperoxidase; Streptavidin-HRP Part 

890803, R&D Systems, Minneapolis, USA)  in einer 200-fachen Verdünnung in Reagent 

Diluent für 20 Minuten bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht zugegeben. 

Aufgrund der starken nicht-kovalenten Bindung von Streptavidin an Biotin erfolgte 

hierbei die Bindung des Zweitantiköpers an den Streptavidin-HRP-Komplex. Nach ei-

nem weiteren Waschschritt wurde jedes Well mit 100 µl der Substrat Lösung A und B 

(H2O2 + Tetramethylbenzidin; DY999, R&D Systems, Minneapolis, USA) für 20 Minu-

ten unter Lichtausschluss inkubiert. Die so durch die Peroxidase katalysierte blaue Farb-

reaktion durch die Substrat Lösung wurde nach Ablauf der Inkubationszeit durch Zuga-
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be von 50 µl Stopp Lösung (H2SO4, DY994, R&D Systems, Minneapolis, USA) pro 

Well mit einem Farbumschlag ins Gelbe beendet, sodass die Extinktion photometrisch 

bei 450 nm Wellenlänge und einer Wellenlängen-Korrektur von 570 nm gemessen wer-

den konnte.  

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung des FAPα-ELISA 

Oben: Der auf der Platte gebundene Erstantikörper bindet das in einer Probe befindliche FAPα 

(gelb). Mitte: Der biotinylierte Zweitantikörper bindet ebenfalls an das bereits fixierte FAPα. 

Unten: Nach Zugabe von an Streptavidin gekoppelter Horseradish-Peroxidase und dessen 

nonkovalenter Bindung an Biotin erfolgt über zwei Schritte eine durch die Peroxidase kataly-

sierte Farbreaktion, die eine photometrische Detektion in Abhängigkeit der Konzentration von 

FAPα in der Probe möglich macht. 
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2.4.2 Auswertung des ELISA 

Bei jedem Assay wurde eine mindestens 7-Punkt-Standard-Kurve mit Hilfe einer 4-

Parameter-logistischen Kurvenanpassung erstellt (Abbildung 2), sodass für jede gemes-

sene optische Dichte innerhalb der Nachweisgrenzen eine FAPα-Konzentration entspre-

chend der Formel      
   –   

   
 

  
 
      errechnet werden konnte.  

Hierbei entsprach x0 dem Wendepunkt der Kurve, A1 der minimalen und A2 der maxi-

malen Asymptote sowie p der Steigung. Durch Auflösen nach x, das der gesuchten 

FAPα-Konzentration entsprach, ergab sich die Gleichung        
       

       
 

 

 
 . 

 

Abbildung 2: Exemplarische Darstellung einer Standardkurve 

4-Parameter logistische Standardkurve einer 8-fachen seriellen Verdünnung der höchsten FAPα-

Konzentration mit 4000 pg/ml. 

  

2.4.3 Validierung des ELISA für nicht-validierte Proben 

Da das hFAP ELISA Development Kit vom Hersteller nur für Zellkulturüberstände vali-

diert war, musste das Assay sowohl für die Messung von humanem Plasma als auch für 

Lysate aus der Zellkultur etabliert und die Ergebnisse validiert werden.  

Die Validierung des ELISA geschah in mehreren Schritten nach dem von R&D Systems 

vorgeschlagenen Protokoll zur Validierung von Proben in Immunoassays. Zunächst 

wurde den Proben eine definierte Menge an rekombinantem FAPα hinzugegeben und 
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die gemessenen Werte mit denen der reinen Probe verglichen, um die Wiederfindungs-

rate dieses „Spikes“ zu bestimmen. Danach wurde die Wiederfindungsrate seriell ver-

dünnter Proben in Abhängigkeit vom Erwartungswert ausgedrückt. Hierfür wurden 

Verdünnungen der Proben verwendet, die eine Detektion innerhalb der Nachweisgren-

zen ermöglichten (Verdünnung des Plasmas 1:100, Verdünnung der Zelllysate 1:400, 

jeweils in Reagent Diluent).  

Die zu validierenden Proben wurden zunächst mit einer definierten Menge einer FAPα-

Stock-Lösung „gespikt“, sodass die Endkonzentration der „gespikten“ Probe bei der 

ursprünglichen Konzentration plus 2000 pg/ml FAPα  lag. Die „gespikten“ Proben wur-

den weiterhin seriell 2-, 4-, 8- und 16-fach verdünnt. Auch wurde ein „Kontroll-Spike“ 

durch Zugabe der gleichen Menge der rekombinanten FAPα-Stocklösung zu Reagent 

Diluent hergestellt, dessen Konzentration 2000 pg/ml betragen sollte. Alle Messungen 

wurden in Doppelbestimmung durchgeführt. 

 Die Berechnung der Wiederfindungsrate des „Spikes“ erfolgte anhand der Formel 

                   
                                   

                   
     , wobei die Rate in 

einem Bereich von 80-120 % liegen sollte.   

Weiterhin wurde die Parallelität der verdünnten Proben zur Standardkurve durch die 

Formel                     
                                

                                 
     berechnet. 

Auch hier sollte die Wiederfindung in einem Bereich von 80-120 % liegen.   

In einem zweiten Validierungsschritt wurde den reinen Proben vor der Verdünnung eine 

definierte Menge an rekombinantem FAP zugegeben und die Proben erst anschließend 

gemäß Vorschrift verdünnt. Auch hier wurde überprüft, ob der zu erwartende Wert mit 

dem tatsächlichen Wert in einem Rahmen von 80 – 120 % übereinstimmte.  

2.4.4 Qualitätskontrolle und Präanalytik bei der Messung der FAPα-Plasmaspiegel 

2.4.4.1 Inter- und Intra-Assay-Variabilität  

Die Inter-Assay-Variabilität ist definiert als die Schwankung der mittels ELISA in un-

terschiedlichen Assays gemessenen FAPα-Konzentrationen einer Probe; die Intra-

Assay-Variabilität gibt die Schwankung der FAPα-Werte einer Probe bei mehrmaliger 

Messung innerhalb eines Assays an.  
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Zur Messung beider Parameter wurden zunächst 4 gepoolte Plasma-Proben durch Ver-

mischung des Plasmas von jeweils 4 Probanden hergestellt und in Aliquots bei -80°C 

eingefroren. Diese gepoolten Plasma-Proben wurden in allen ELISAs zur Messung der 

FAPα-Plasmaspiegel in Doppelbestimmung zur Analyse der Inter-Assay-Variabilität 

gemessen. Zur Bestimmung der Intra-Assay-Variabilität erfolgte die sechsfache Dop-

pelmessung der gepoolten Plasma-Proben in zwei Assays an demselben Tag.  

2.4.4.2 Einfluss der Lagerungsbedingungen der Blutproben auf die FAPα-Konzentration 

Um auszuschließen, dass FAPα durch schlechte Lagerungsbedingungen oder mehrmali-

ges Auftauen und Einfrieren in Bruchstücke zerfiel, die mit dem ELISA nicht mehr 

nachzuweisen waren, wurde die Stabilität von FAPα unter diesen Bedingungen gemes-

sen. Hierfür wurden die Plasma Proben von 4 Probanden entweder direkt bei -80°C ein-

gefroren oder nach zwei oder drei Einfrier-Auftau-Zyklen von -80°C auf Raumtempera-

tur mittels ELISA gemessen. Weiterhin wurden die FAPα-Konzentrationen im Plasma 

von 10 Probanden sowohl direkt als auch nach ein- und dreitägiger Lagerung bei 4°C 

eingefroren und anschließend bestimmt, sowie die Plasma-Proben von 9 Probanden, die 

entweder direkt nach der Abnahme oder nach 24-stündiger Lagerung bei Raumtempera-

tur zunächst bei -80°C eingefroren und anschließend nach erneutem Auftauen gemessen 

wurden.  

2.5 Humane Blutproben und Studienkollektiv 

2.5.1 Probenaufbereitung 

Die Gewinnung von Plasma- bzw. Serumproben erfolgte durch Abnahme eines EDTA- 

sowie eines Serum-Gel-Röhrchens bei den Probanden. Die Proben wurden im An-

schluss an die Blutabnahme bei 2500 g für 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifu-

giert und das Serum bzw. Plasma in Nunc-Röhrchen (Nunc® CryoTubes 1,8 ml, Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) bei -80°C eingefroren.  

2.5.2 Probenkollektiv 

Alle Probanden der Studie erklärten schriftlich ihr Einverständnis. Die Durchführung 

der Studie erfolgte nach der Zustimmung durch die Ethikkomission der Medizinischen 

Hochschule Hannover in Konformität mit der Deklaration von Helsinki. Die Erhebung 

der Daten erfolgte in enger Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Wollert von 
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der Medizinischen Hochschule Hannover, wobei sich vorliegende Arbeit auf die Vali-

dierung und Messung der FAPα-Konzentrationen des Kollektivs konzentrierte. 

2.5.2.1 Proben zur ELISA-Validierung 

Zur Validierung des ELISAs für FAPα im Plasma wurden zunächst bei 20 gesunden 

Medizinstudenten und deren Verwandten (11 Männer, 9 Frauen) im Alter von 23 bis 86 

Jahren Serum- und Plasma-Proben entnommen. Weiterhin wurde Blut von 11 herzinsuf-

fizienten Patienten (Alter 22-84 Jahre; 7 Männer, 4 Frauen), sowie von 6 Patienten mit 

KHK (Alter 45-82 Jahre; 4 Männer, 2 Frauen) gesammelt.  

2.5.2.2 Blutspender-Kontrollgruppe 

Als Kontrollgruppe für die Messung der FAPα-Konzentration im Plasma dienten 101 

Freiwillige, die im August 2011 am Institut für Transfusionsmedizin der Medizinischen 

Hochschule Hannover Blut gespendet hatten. Einschlusskriterium für die hier vorlie-

gende Studie war neben der Erfüllung aller Gesundheitskriterien des Instituts für Trans-

fusionsmedizin zum Blutspenden ein Alter über 50 Jahre. Die Gesundheitskriterien um-

fassten einen Ausschluss von Probanden mit akuten Krankheitszuständen, Fieber, chro-

nischem Drogen- oder Alkoholabusus, vorhandenen neurologischen oder kardiovaskulä-

ren Erkrankungen, Krebsleiden, bekannten Infektionen oder möglichem Kontakt zur 

infizierten Personen sowie kürzlich vorangegangenen Impfungen oder chirurgischen 

Eingriffen. Die Zusammensetzung der Kontrollgruppe wurde so gewählt, dass das Ge-

schlechterverhältnis und das ungefähre Durchschnittsalter dem der Studiengruppe gli-

chen. Die Kontrollgruppe bestand daher aus 76 Männern zwischen 51 und 71 Jahren 

(Alters-Median 57 Jahre) und 25 Frauen zwischen 51 und 68 Jahren (Alters-Median 59 

Jahre).  

2.5.2.3 ACS-Patientengruppe 

Für die Studiengruppe wurden Plasmaproben von 407 Patienten mit akuten Koronar-

syndrom (ACS) verwendet, die an der Medizinischen Hochschule Hannover zwischen 

September 2007 und September 2009  behandelt wurden. Das Alter der Patienten lag 

zwischen 36 und 94 Jahren (Alters-Median 66 Jahre). Die Proben wurden bei stationärer 

Aufnahme abgenommen und nach Aufbereitung des Plasmas wie oben beschrieben bei 

-70°C gelagert. Einschlusskriterium war mindestens eine 15-minütige Angina pectoris-

Episode in Ruhe. 97 dieser Patienten (24%) erhielten die Diagnose einen instabilen An-
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gina pectoris, bei 125 (31%) Patienten wurde ein Non-ST-Hebungs-Infarkt (NSTEMI) 

und bei 185 (45%) ein ST-Hebungs-Infarkt (STEMI) diagnostiziert. Ein myokardialer 

Infarkt wurde mittels Elektrokardiogramm und wiederholten Messungen des kardialen 

Troponin T (cTnT) als Marker der Myokardnekrose festgestellt, wobei cTnT-Werte 

über 0,03 mg/l als erhöht erachtet wurden. Sowohl das Auftreten neuer Myokardinfarkte 

als auch eine Todesfolge wurde in einem einjährigen Zeitintervall ab stationärer Auf-

nahme bei allen 407 Patienten der Studiengruppe durch telefonische Befragung doku-

mentiert.  

2.5.2.4 Patienten mit stabiler KHK 

Analog zu den Plasma-Proben der ACS-Patienten wurden bei 25 Patienten mit stabiler 

KHK Plasma-Proben gewonnen. Einschlusskriterium war mindestens eine angiogra-

phisch gesicherte Koronarstenose von mehr als 50%.  

2.5.3 Laborchemie der Blutproben der ACS-Patienten 

Die Messung des kardialen Troponin T (cTnT) wurde im Labor von Prof. Wollert mit-

tels eines Assays der 4. Generation von Roche Diagnostics auf einer Elecsys 2010 Sys-

templattform (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz) durchgeführt. Weiterhin wurde NT-

proBNP und hochsensitives Troponin T (hsTnT) auf einem Cobas e411 System (Roche 

Diagnostics, Basel, Schweiz) gemessen. Das C-reaktive Protein (CRP) wurde mittels 

eines turbidimetrischen Immunoassay (Hitachi 917; Roche Diagnostics, Basel, 

Schweiz) bestimmt, wobei Proben mit einer CRP-Konzentration >20 mg/l erneut mit 

einem Roche/Hitachi Modular System (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz) überprüft 

wurden. Die geschätzte glomeruläre Filtrationsrate (eGFR) wurde mit der Vier-

Variablen-MDRD-Formel (Modification of Diet in Renal Disease) berechnet 
103

. 

2.6 Statistische Analyse 

2.6.1 FAPα in Zelllysaten und Zellkulturüberständen 

Die Daten wurden, sofern nicht anders gekennzeichnet, als Mittelwert ± Standardabwei-

chung angegeben. Die statistische Auswertung wurde durchgeführt durch das Programm 

OriginPro 8.6G (OriginLab, Northampton, USA). Zunächst wurde der Shapiro-Wilk-

Test zur Testung auf Normalverteilung der Daten angewandt. Danach wurde mittels der 

einseitigen Varianzanalyse (ANOVA) zum Vergleich der Varianz von mehr als zwei 

Gruppen oder des t-Tests zum Vergleich der Mittelwerte zweier Gruppen bestimmt, ob 
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ein Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen bestand. Ergebnisse mit einem p-

Wert < 0,05 wurden als signifikant erachtet.  

2.6.2 FAPα in humanem Plasma 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe 

von Prof. Wollert an der Medizinischen Hochschule Hannover. Kontinuierliche Variab-

len wurden ebenfalls durch Angabe des Mittelwertes ± Standardabweichung oder des 

Medians und der 25. und 75. Perzentile dargestellt. Kategorische Variablen wurden mit 

dem Chi-Quadrat-Test verglichen und als Häufigkeiten in Prozentsätzen ausgedrückt. 

Die Assay-Ungenauigkeit wurde durch den Variationskoeffizient charakterisiert, der der 

relativen Standardabweichung entspricht. Zur Feststellung von Unterschieden zwischen 

den Medianen zweier Gruppen wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test angewandt. 

Lineare Regressionsanalysen wurden durchgeführt zur Identifikation von mit FAPα 

assoziierten Variablen, multiple lineare Regressionsanalysen dagegen zur Detektion von 

unabhängig mit FAPα assoziierten Variablen. Zur Feststellung der Normalverteilung 

der Variablen wurde der  Kolmogorov-Smirnov Test verwendet. Nicht-normalverteilte 

Variablen wurden für die Regressionsanalyse zum natürlichen Logarithmus überführt. 

Mit Hilfe der Kaplan-Meier-Methode wurde das Patienten-Überleben in Abhängigkeit 

zur FAPα-Konzentration dargestellt sowie mit dem log-rank Test statistisch ausgewer-

tet. Weiterhin wurde eine einfache Cox Regressionsanalyse durchgeführt, um die Ab-

hängigkeit der FAPα-Konzentration zur Mortalität zu bestimmen sowie eine multiple 

Cox Regressionsanalyse für eine Anpassung von Alter und Geschlecht. Die Kruskal-

Wallis Analyse mit dem Dunn’s Post-Hoc Test wurde für den Vergleich von mehr als 2 

Gruppen angewendet. Alle Analysen wurden durchgeführt mit StatView 5.0.1 (SAS In-

stitute, Cary, USA), MedCalc 11.2.1.0 (MedCalc Software, Belgien), SPSS Statistics 

19.0 (IBM, Armonk, USA) und GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, 

USA).  

3. Ergebnisse 

3.1 Zelluläres und lösliches FAP bei HCF 

Im Hinblick auf die Entdeckung von löslichem, im Blut zirkulierendem FAPα sollte im 

Rahmen dieser Dissertation zunächst die Abgabe des von humanen kardialen Fibroblas-

ten membranexprimiertem FAPα in den Zellkulturüberstand in vitro untersucht werden. 
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Weiterhin wurden Signalwege untersucht, die an der Regulation der FAPα-Expression 

beteiligt sein könnten. 

3.1.1 FAPα-Expression und zeitabhängige Abgabe in den Überstand durch TGFβ1 

Eine Induktion von FAPα durch TGFβ wurde bereits sowohl für kardiale Fibroblasten 

als auch einige andere Zelllinien gezeigt 
53, 70, 71

. In vorliegender Arbeit wurde deshalb 

untersucht, ob eine gesteigerte Expression von FAPα durch TGFβ1-Induktion auch eine 

Konzentrationszunahme im Zellkulturüberstand bewirkt.  

Nach Stimulation der HCF für 48 Stunden mit aufsteigenden TGFβ1-Konzentrationen 

wurde die FAPα-Konzentration im Überstand und im Zelllysat mittels ELISA bestimmt 

(Abbildung 3).  

 

Abbildung 3: FAPα im Zellkulturüberstand und Lysat nach konzentrationsabhängiger 

TGFβ-Stimulation 

Im ELISA ermittelte FAPα-Konzentration im Zellkulturüberstand von HCF (schwarze Linie) 

und im Zelllysat der korrespondierenden Zellen (blaue Linie, normiert auf Gesamtproteinge-

halt). Es zeigt sich im Lysat ein signifikanter Anstieg der FAPα-Konzentration nach TGFβ-

Stimulation im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (n = 6, *** p < 0,001) und analog ein 

Anstieg der FAPα-Konzentrationen im Überstand der Zellen ( n = 6, *  p < 0,05). Beide Anstie-

ge verlaufen annähernd parallel und verdeutlichen den Zusammenhang der 

membrangebundenen FAPα-Menge mit der FAPα-Konzentration des Überstands. Messung 

mittels ELISA, Darstellung des zellulären FAPα nach Normierung auf den Gesamtproteinge-

halt.  
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Die Zelllysate wurden für eine bessere Vergleichbarkeit bei unterschiedlichem Zellge-

halt auf den Gesamtproteingehalt der Proben normiert. Im Lysat zeigte sich eine TGFβ1-

abhängige signifikante Konzentrationssteigerung von FAPα im Vergleich zum Kont-

rollmedium schon bei Werten ab 0,5 ng/ml TGFβ1 (n = 6, p < 0,001). Die FAPα-

Konzentrationen in den Zellkulturüberständen korrespondierten weitestgehend mit der 

Konzentration der Lysate und zeigten ebenfalls eine signifikante Steigerung der FAPα-

Expression bei einer TGFβ1-Konzentration von 0,5 ng/ml und 10 ng/ml (n = 6, 

p < 0,05). 

 
Abbildung 4: FAPα-Konzentration im HCF-Lysat nach zeitabhängiger TGFβ-Stimulation 

Messung der FAPα-Konzentration der Probe (normiert auf Gesamtproteingehalt) mittels ELISA 

nach Stimulation der HCF mit 2 ng/ml TGFβ1 für 6, 12, 24 und 48 Stunden und anschließender 

Lyse. Nach 48-stündiger Stimulation zeigt sich eine im Vergleich zur Kontrolle signifikante 

Steigerung der FAPα-Konzentration im Zelllysat (n = 3, * p < 0,05). Messung mittels ELISA, 

Darstellung nach Normierung auf den Gesamtproteingehalt.  
 

In einem weiteren Versuch wurde die zeitabhängige FAPα-Expression in Abhängigkeit 

von TGFβ1 im Zellkulturüberstand und im HCF-Lysat untersucht. Hier zeigte sich so-

wohl in den Zelllysat-Proben (Abbildung 4) als auch im Überstand (Abbildung 5) eine 

signifikante Steigerung der FAPα-Expression nach 48-stündiger  Inkubation mit 2 ng/ml 

TGFβ1 im Vergleich zur Inkubation in Medium SF für 48 Stunden (je n = 3, p < 0,05). 

Darüber hinaus ließ sich sowohl im Lysat der Zellen als auch in deren Überstand eine 

Zunahme der FAPα-Konzentration im Zeitverlauf feststellen, die keiner linearen Dyna-
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mik folgte. Aufgrund des begrenzten Beobachtungszeitraumes zwischen den Wechseln 

des Kulturmediums mit maximal 48 Stunden war eine genauere Untersuchung der Dy-

namik der FAPα-Freisetzung nicht möglich.   

Zusammenfassend kann in der vorliegenden Arbeit die bereits vorbeschriebene Indukti-

on der FAPα-Expression durch TGFβ1 bestätigt werden. Auch konnte gezeigt werden, 

dass eine gesteigerte zelluläre FAPα-Konzentration zu einer Konzentrationszunahme 

von FAPα im Überstand führt.  

 
Abbildung 5: FAPα-Konzentration in den Zellkulturüberständen nach zeitabhängiger 

TGFβ-Stimulation 

Messung der FAPα-Konzentration in den Zellkulturüberständen der HCF, die für 6, 12, 24 oder 

48 Stunden mit 2 ng/ml TGFβ1 inkubiert wurden. Analog zu den Zelllysaten (Abbildung 4) 

zeigt sich eine im Vergleich zur Kontrolle signifikante Steigerung der FAPα-Konzentration 

nach 48-stündiger TGFβ-Stimulation ( n = 3, * p < 0,05). Messung mittels ELISA. 

 

3.1.2 Transfektion von HCF mit FAPα siRNA 

Um die zellgebundene und lösliche FAPα-Konzentration in HCF, bei denen die Expres-

sion von FAPα vermindert wurde, im Vergleich zu unbeeinflussten Zellen zu bestim-

men, wurden HCF mit FAPα-siRNA oder Negativkontroll-siRNA transfiziert und so-

wohl die Zellkulturüberstände als auch die Lysate der Zellen 48 Stunden nach erfolgter 

Transfektion mittels ELISA gemessen. Die Inkubation der Zellen erfolgte für 48 Stun-
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den in DMEM mit 0,2% BSA, anschließend wurden die Zellen lysiert und die FAPα-

Konzentrationen der Zellkulturüberstände sowie der Lysate gemessen.  

Es zeigte sich bei der Messung der FAPα-Konzentrationen der lysierten Zellen als auch 

bei deren Überständen eine signifikante Verminderung der FAPα-Konzentration nach 

Transfektion mit FAPα-siRNA im Vergleich zur Kontrollgruppe (Lysate: n =3, p < 

0,001; Überstände: n = 6, p < 0,001; Abbildung 6). Eine Reduktion des zellulären FAPα 

führt also ebenfalls zur Reduktion des löslichen Proteins.  

 

 

Abbildung 6: Reduktion der FAPα-Konzentration im Lysat und Überstand nach siFAP-

Transfektion 

Signifikante Reduktion der FAPα-Konzentration im Zelllysat und im Zellkulturüberstand nach 

Transfektion mit siFAP im Vergleich zur Kontrollgruppe 48 Stunden nach Transfektion. Mes-

sung mittels ELISA. Links: FAPα im Zelllysat, Darstellung mittels Normierung auf die Ge-

samtproteinkonzentration (n = 3). Rechts: FAPα im Zellkulturüberstand (n = 6). *** p < 0,001.  

Die Testung der Zelllysate im Western Blot mit dem FAPα-Antikörper ab54651 

(Abcam) bestätigte die Ergebnisse (Abbildung 7). Der Antikörper wurde bereits zuvor 

hinsichtlich der Spezifität für FAPα validiert 
53

. FAPα zeigt eine spezifische Bande von 

90 kDa (von Abcam vorhergesagtes Molekulargewicht 88 kDa). Auffällig ist weiterhin 

eine zweite Bande in den Kontrollgruppen bei ca. 27 kDa. Eine weitere starke Bande bei 

ca. 110 kDa entspricht DPP-IV, das eine 52%-ige Sequenzhomologie zu FAPα auf-

weist; die antiköperbindende Region am C-terminalen Ende von FAPα (AS 525-625) 

zeigt im Alignment mit DPP-IV sogar eine 62%-ige Sequenzübereinstimmung. 
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Abbildung 7: Western Blot der HCF-Lysate nach siRNA-Transfektion 

Detektion von FAPα (88 kDa) der HCF-Lysate nach siRNA-mediiertem FAPα-Knockdown zu 

zwei unterschiedlichen Zeitpunkten. Bei den mit FAPα siRNA transfizierten Zellen ist nur eine 

deutlich geringere FAPα-Menge sichtbar (roter Kasten). Neben FAPα (88 kDa) wird auch DPP-

IV (110 kDa) und ein unbekanntes Protein (27 kDa) detektiert. C: CTRL, F:FAP, d3: Tag 3, d5: 

Tag 5. 
 

3.2 Der Signalweg zur Expression von FAPα  

3.2.1 Rolle von EGR-1  

In HOS-Zellen konnte bereits gezeigt werden, dass EGR-1 die FAPα-Expression durch 

Bindung an dessen Promoter reguliert 
104

. Zur Untersuchung der Abhängigkeit der 

FAPα-Expression von EGR-1 in HCF wurden diese mittels EGR-1 siRNA bzw. Kont-

roll-siRNA transfiziert. Nach der Transfektion erfolgte eine 48-stündige Inkubation der 

Zellen in Medium SF mit oder ohne 2 ng/ml TGFβ1. Der Knockdown wurde mittels 

EGR-1 Western Blot der Zelllysate verifiziert (Abbildung 8). Die Analyse der FAPα-

Konzentration erfolgte mittels ELISA und FAPα Western Blot. Im ELISA der HCF-

Lysate zeigten sich neben einer signifikanten TGFβ1-Aktivierung mit Steigerung der 

FAPα-Expression in beiden Gruppen  keine Unterschiede im FAPα-Gehalt der Lysate 

zwischen den mit EGR-1 siRNA transfizierten Zellen und den Kontrollen (Abbildung 9, 

p < 0,05; n = 4 für TGFβ1-Stimulation, n = 2 für Medium SF). Ein FAPα Western Blot 

derselben Proben lieferte ein analoges Ergebnis (Abbildung 10). 
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Abbildung 8: Western Blot der mit siEGR-1 transfizierten HCF 

Die Zellen wurden mit der jeweiligen siRNA (Negativkontroll-siRNA = CTRL; siEGR-1 = 

EGR-1) transfiziert und anschließend für 60 Minuten mit 2ng/ml TGFβ oder in Medium SF 

inkubiert. Bei beiden Proben ist ein leichter Anstieg der Menge von EGR-1 unter Stimulation 

mit TGFβ feststellbar, die EGR-1-Konzentration zeigt sich jedoch in der mit siEGR-1 

transfizierten Zellen geringer als in der Kontrollgruppe.  
 

 

Abbildung 9: FAPα-Konzentration der HCF-Lysate nach EGR-1-Knockdown 

Zwischen der Kontrollgruppe und der mit siRNA gegen EGR-1 behandelten Gruppe ist kein 

Unterschied erkennbar, der Effekt durch TGFβ (2 ng/ml TGFβ1 für 48 Stunden) ist in beiden 

Gruppen erhalten. Messung mittels ELISA, Darstellung der Ergebnisse durch Normierung auf 

Gesamtproteingehalt der Proben (n = 4 für TGFβ-Stimulation, n = 2 für Kontrolle; * p < 0,05)  
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Abbildung 10: FAPα Western Blot der Proben vom EGR-1 Knockdown 

Detektion von FAPα in HCF-Lysaten nach Transfektion mit EGR-1 siRNA mit und ohne TGFβ. 

Es ist eine deutliche Induktion von FAPα durch TGFβ1 feststellbar, jedoch besteht kein Unter-

schied zwischen der mit EGR-1 siRNA transfizierten Zellen und der Kontrollgruppe. 
 

3.2.2 CTGF und TNFα  

Auch sollten weitere Zytokine wie CTGF (Connective Tissue Growth Factor) und 

TNFα (Tumor Necrosis Factor α), die nach Myokardinfarkt vermehrt exprimiert wer-

den, auf eine potentielle Induktion der FAPα-Expression untersucht werden. So wurden 

HCF mit aufsteigenden Konzentrationen von CTGF oder 10 ng/ml TGFβ1 als Positiv-

kontrolle  in Medium SF für 48 Stunden inkubiert. Die Proben wurden hinsichtlich ihres 

FAPα-Gehalts mittels ELISA untersucht. Hier zeigte sich keine Änderung der FAPα-

Konzentration in den mit CTGF behandelten Proben, die FAPα-Konzentration nach 

TGFβ1-Stimulation war jedoch erneut signifikant gesteigert (p < 0,001). Auch zeigte 

sich in der mit 100 ng/ml CTGF + 10 ng/ml TGFβ1 behandelten Gruppe nicht nur eine 

signifikante Steigerung der FAPα-Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe 

(p < 0,001), sondern auch eine Tendenz zu höheren FAPα Konzentrationen als nach 

alleiniger TGFβ1-Stimulation (Abbildung 11; n = 4).  
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Abbildung 11: CTGF-Stimulation hat keinen Einfluss auf die FAPα-Konzentration 

FAPα-Konzentrationen nach 48-stündiger CTGF-Stimulation im Vergleich zur TGFβ1-

Stimulation mit 10ng/ml TGFβ1. Es zeigt sich keine Änderung der FAPα-Konzentration durch 

unterschiedliche CTGF-Konzentrationen. Messung mittels ELISA, Darstellung der Ergebnisse 

durch Normierung auf Gesamtproteingehalt der Proben (n = 4; **p < 0,01, ***p < 0,001, im 

Vergleich zu nur mit Medium SF inkubierten Kontrolle). 
 

 

Weiterhin wurden HCFs für 48h mit unterschiedlichen Konzentrationen von rekombi-

nantem TNFα behandelt und dessen Einfluss auf die Bildung von FAPα untersucht. Als 

Positivkontrolle diente wieder die Stimulation mit 2 ng/ml TGFβ1. Auch hier zeigte sich 

im FAPα-ELISA lediglich ein signifikanter Anstieg der FAPα-Konzentrationen im Ver-

gleich zum Kontrollmedium in der Positivkontrolle sowie in der mit TGFβ1 (p < 0,05) 

und TNFα behandelten Gruppe (p < 0,01; n = 4). Unter Stimulation mit 1 ng/ml TNFα 

schien ein leichter Anstieg der FAPα-Konzentration erreicht, höhere Werte resultierten 

in einem Abfall des FAPα-Gehalts in den Zellen (Abbildung 12). 
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Abbildung 12: TNFα hat keinen Einfluss auf die FAPα-Expression in HCF 

FAPα-Konzentrationen nach 48-stündiger TNFα-Stimulation in unterschiedlichen Konzentrati-

onen im Vergleich zur TGFβ1-Stimulation mit 2ng/ml TGFβ1. Es zeigt sich keine Änderung der 

FAPα-Konzentration durch unterschiedliche Konzentrationen an TNFα. Eine Induktion durch 

TGFβ1 ist weiterhin erhalten. Messung mittels ELISA, Darstellung der Ergebnisse durch Nor-

mierung auf Gesamtproteingehalt der Proben (n = 4; * p < 0,05, **p < 0,01 im Vergleich zur 

nur mit Medium SF inkubierten Kontrolle). 

3.2.3 Der TGFβ1-Signalweg zur Induktion von FAPα  

3.2.3.1 Der nicht-kanonische TGFβ-Signalweg 

Um den Einfluss des TGFβ1-Signalweges auf die FAPα-Expression weiter aufzuschlüs-

seln, wurden die Effekte eines Inhibitors des TGFβ-Signalwegs sowie eines Inhibitors 

des MAPK-Signalwegs (Mitogen activated Protein Kinase) auf die FAPα-Konzentration 

der Zellen untersucht. SB431542 hemmt selektiv die Kinaseeigenschaften der ALK- 

Rezeptoren, wobei ALK-5 dem TGFβ-Rezeptor1 entspricht. Durch eine Hemmung des 

TGFβ-Rezeptors sollte also der Signalweg für TGFβ1 unterbrochen werden. Weiterhin 

sollte der Einfluss des MAPK-Signalwegs auf die Expression von FAPα durch dessen 

Blockade mittels des selektiven MEK-1/-2 Inhibitors U0126. Die HCFs wurden für 48 

Stunden in Medium SF bzw in SF mit 2 ng/ml TGFβ1 und SB431542 bzw. U0126 in 

einer Konzentration von jeweils 10 µM inkubiert. Die FAPα-Konzentration des Zellly-



34 

 

sats wurde daraufhin mittels ELISA untersucht. Es zeigte sich neben einer signifikanten 

FAPα-Konzentrationssteigerung durch TGFβ1 im Vergleich zum Kontrollmedium 

(p < 0 ,001) eine deutliche Inhibition der TGFβ1-Stimulation durch SB431542, die sich 

in einer signifikant verminderten FAPα-Konzentration im Vergleich zur allein mit 

TGFβ1 stimulierten Gruppe (p < 0,001) darstellte. Eine alleinige Hemmung des 

TGFβ1/ERK-Signalwegs zeigte keine signifikante Änderung der FAPα-Konzentration 

(n = 15; Abbildung 13).  

 

Abbildung 13: FAPα-Konzentrationen nach ALK- und MEK-Inhibition  

Mittels ELISA ermittelte FAPα-Konzentrationen im Lysat von HCF, die 48 Stunden mit den 

Inhibitoren SB431542 und U0126 sowie 2 ng/ml TGFβ1 inkubiert wurden. Es zeigt sich eine 

Reduktion der TGFβ-vermittelten FAPα-Expressionssteigerung durch den Inhibitor SB431542, 

U0126 hat keinen signifikanten Einfluss auf die TGFβ-induzierte FAPα-Konzentration (Nor-

mierung der Werte auf den Gesamtproteingehalt, n = 15, *** p < 0,001. SF= Medium SF, TGF 

= TGFβ1, SB = SB431542, U0 = U0126). 

 

 Ein Western Blot der Zelllysate für Smad-2 und Smad-3 und deren phosphorylierte 

Formen, die im Rahmen des kanonischen TGFβ-Signalwegs eine entscheidende Rolle 

spielen, zeigte analog sowohl die durch TGFβ1 induzierte Phosphorylierung der Smads 

als auch deren fehlende Aktivierung in Anwesenheit des ALK-Inhibitors SB431542 

(Abbildung 14, Abbildung 15). 
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Abbildung 14: Smad-2 und Phospho-Smad-2 Western Blot der Proben der ALK- und 

MEK-Inhibition 

Analog zur unten gezeigten Abbildung 17 ist in den HCF-Lysaten der Kontrollgruppe nach 60-

minütiger Inkubation in 2 ng/ml TGFβ1 eine Phosphorylierung von Smad-2 nachweisbar, die 

durch vorherige 60-minütige Inkubation in SB431542 komplett aufgehoben wird. Eine vorheri-

ge Inkubation mit U0126 hat keinen Effekt auf die Smad-2-Aktivierung. 

 

Abbildung 15: Smad-3 und Phospho-Smad-3 Western Blot der Proben der ALK- und 

MEK-Inhibition 

Ebenfalls in Analogie zur unten gezeigten Abbildung 18 zeigt sich in den HCF-Lysaten der 

Kontrollgruppe nach 60-minütiger Inkubation in 2 ng/ml TGFβ1 eine Smad-3-Aktivierung, die 

durch die 60-minütige vorherige Inkubation mit dem Inhibitor SB431542 außer Kraft gesetzt 

wird. Eine vorherige Inkubation in dem MEK-Inhibitor U0126 hat keinen Einfluss auf die 

TGFβ1-induzierte Smad-3-Phosphorylierung.  
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3.2.3.2 Der kanonische TGFβ-Signalweg 

Da bereits in den Versuchen mit dem ALK-Inhibitor SB431542 gezeigt werden konnte, 

dass eine Inhibition des TGFβ-Rezeptors in einer verminderten FAPα-Expression resul-

tiert und eine Inkubation mit TGFβ zur Phosphorylierung von Smad-2 und -3 führt, die 

durch den Inhibitor unterbrochen wird, sollte im Weiteren untersucht werden, ob die 

FAPα-Expression ebenfalls über Smad-2 und -3 reguliert wird. Dass die intrazellulären 

Proteine eine entscheidende Rolle im TGFβ-Signalweg spielen, wurde bereits vorbe-

schrieben 
105-107

.  

Hierfür wurden HCF mit siRNA gegen Smad-2 oder Smad-3 oder mit Kontroll-siRNA 

transfiziert und entweder 48 Stunden in reinem Medium SF oder mit TGFβ1 in einer 

Konzentration von 2 ng/ml inkubiert. Die FAPα-Konzentration der Zelllysate wurde 

daraufhin mittels ELISA bestimmt (Abbildung 16a). In den auf das Gesamtprotein nor-

mierten Proben zeigte sich ein signifikanter Unterschied sowohl zwischen den mit 

TGFβ1 und den mit Medium SF behandelten Proben der Kontrollgruppe (p < 0,01) als 

auch zwischen der Kontrollgruppe, die mit TGFβ1 inkubiert wurde, und der mit Smad-3 

siRNA transfizierten Zellen ohne TGFβ1 (p < 0,01) und mit 2 ng/ml TGFβ1 (p < 0,001). 

Hierbei war vor allem in den mit Smad-3 siRNA transfizierten Zellen auch durch Zuga-

be von TGFβ1 keine Zunahme der FAPα-Konzentration zu erreichen, was den Rück-

schluss zuließ, dass für die TGFβ1 vermittelte Steigerung der FAPα-Expression Smad-3 

zwingend erforderlich sein könnte. In den mit Smad-2 siRNA transfizierten Proben 

zeigte sich nach TGFβ1-Stimulation eine Änderung der FAPα-Konzentration um 12%. 

Diese fiel im Vergleich zur Kontrollgruppe mit einer Steigerung der FAPα-

Konzentration um 40% nach TGFβ1-Induktion deutlich geringer aus (Abbildung 16b). 

Weiterhin war ein zwar nicht signifikanter, aber dennoch niedrigerer FAPα-Wert der 

mit Smad-3 siRNA transfizierten Zellen ohne TGFβ1-Behandlung im Vergleich zur 

Kontrollgruppe deutlich. 
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Abbildung 16: FAPα-Konzentrationen im Lysat von HCFs nach Smad-2/3-Knockdown 

a. Die Steigerung der FAPα-Konzentration durch Zugabe von 2 ng/ml TGFβ1 fällt nach Knock-

down von Smad-2 wesentlich geringer aus als in der Kontrollgruppe, bei Herrunterregulation 

von Smad-3 unterbleibt eine FAPα-Konzentrationsänderung durch TGFβ1 vollständig (n = 3, ** 

p < 0,01, *** p < 0,001). b. Darstellung der prozentualen Änderung der FAPα-Konzentration 

durch Zugabe von TGFβ1 im Vergleich zum Ausgangswert. Bei beiden Knockdowns deutet eine 

deutliche Reduktion der FAPα-Konzentrationszunahme auf eine Hemmung des TGFβ-

Signalwegs hin.  

 

Zur Verifizierung des temporären Knockdowns  wurden Western Blots der Lysate der 

transfizierten Zellen für Smad-2 und Smad-3 sowie deren aktive Formen Phospho-

Smad-2 und Phospho-Smad-3 durchgeführt. Vor der Lyse der Zellen wurden diese 60 

Minuten mit 2 ng/ml TGFβ1 inkubiert, als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Hier 

zeigte sich eine deutliche Herabregulation der Smad-Expression, bei Smad-3 sogar bis 

unterhalb der Nachweisgrenze des Western Blots. Die phosphorylierte aktive Form bei-

der Proteine war in den jeweiligen herunterregulierten Proben ebenfalls nicht mehr 

nachweisbar. Darüber hinaus zeigte sich nach TGFβ1-Stimulation eine nachweisliche 

Aktivierung von Smad-2 bzw. -3 zu Phospho-Smad-2 bzw. -3, was durch den Knock-

down unterbunden werden konnte (Abbildung 17 und Abbildung 18). Bei Abwesenheit 

von TGFβ1 war keine Phosphorylierung der Smads nachweisbar.  

Zusammenfassend konnte zum Signalweg der FAPα-Expression in humanen kardialen 

Fibroblasten erstmalig gezeigt werden, dass durch TGFβ die FAPα-Expression über 

Smad-2 und -3 induziert wird. Ein Effekt von EGR-1, CTGF oder TNFα auf die FAPα-

Expression war nicht erkennbar. 
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Abbildung 17: Smad-2 und Phospo-Smad-2 Western Blot der mit Smad-2- bzw. Smad-3-

siRNA transfizierten HCF-Lysate 

Die Aktivierung von Smad-2 zu Phopho-Smad-2 wird nicht bei ruhenden HCF, aber nach 60-

minütiger Inkubation mit 2 ng/ml TGFβ1 ausgelöst. Durch Knockdown mittels siRNA gegen 

Smad-2 ist auch bei Anwesenheit von TGFβ1 Phopho-Smad-2 unterhalb der Nachweisgrenze 

des Western Blots.  

 

Abbildung 18: Smad-3 und Phospho-Smad-3 Western Blot der mit Smad-2- bzw. Smad-3-

siRNA transfizierten HCF-Lysate 

Analog Western Blot zur Detektion von Smad-2 (Abbildung 17) zeigt sich ebenfalls eine Phos-

phorylierung von Smad-3 nur nach Inkubation der Zellen in 2 ng/ml TGFβ1 für 60 Minuten. In 

den mit siRNA gegen Smad-3 transfizierten Zellen ist mittels Western Blot weder Smad-3 noch 

dessen aktivierte Form, Phospho-Smad-3, nachweisbar.  
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3.3 Nachweis von löslichem FAPα in humanem Plasma: Validierung des ELISA 

Zur Validierung des ELISA für zirkulierendes FAPα wurden Plasma- und Serumproben 

von 20 gesunden Medizinstudenten, von deren gesunden Verwandten sowie von 11 Pa-

tienten mit kongestiver Herzinsuffizienz und 6 KHK-Patienten gesammelt.  

Um festzustellen, ob entweder Plasma oder Serum sich als geeigneter zum Nachweis 

von FAPα erweist, wurden die Plasma- bzw. Serumproben zweier Probanden zur Vali-

dierung des ELISAs zunächst 1:500 verdünnt. Es wurde ein „Kontroll-Spike“ (rekom-

binantes FAPα in Reagent Diluent) mit einer Konzentration von 2 ng/ml hergestellt, den 

nichtvalidierten Proben wurde dieselbe Konzentration des rekombinanten FAPα hinzu-

gegeben. Diese „gespikten“ Proben wurden wiederum seriell verdünnt. Es wurde so-

wohl die Wiederfindung des tatsächlich in der Probe befindlichen FAPα gemessen, in-

dem die Differenz der „gespikten“ Proben und des „Kontroll-Spikes“ zur reinen Probe 

ins Verhältnis gesetzt wurde, als auch die Wiederfindung der seriellen Verdünnungen 

als Relation des erhaltenen Wertes zum Erwartungswert. Hierbei zeigte sich eine Wie-

derfindung des „Spikes“ von 86 und 89 % im Plasma und 73 und 78 % im Serum 

(Abbildung 19 a). Auch die Parallelität der seriellen Verdünnung zeigte im Plasma eine 

geringere Streuung (82 – 99 %, Mittelwert der Daten 93,7 ± 5,3 %) als im Serum (74 – 

109 %, Mittelwert der Daten 99,7 ± 11,3 %; Abbildung 19 b). Daher wurde im weiteren 

Verlauf zur Messung der FAPα-Spiegel nur EDTA-Plasma verwendet. Um die Wieder-

findung der FAPα-Konzentrationen zu optimieren, wurde außerdem die Konzentration 

des Erstantikörpers von 1 µg/ml auf bis zu 3 µg/ml variiert. Hierzu wurde das Plasma 

von 4 Probanden sowie zum Ausschluss eventueller Kreuzreaktionen das Plasma zweier 

Ratten 1:100 verdünnt gemessen als auch nach vorheriger Zugabe von rekombinantem 

FAPα und darauffolgender 1:100-Verdünnung. Dies geschah auf einer Mikrotiterplatte, 

deren eine Hälfte mit 1 µg/ml und deren zweite Hälfte mit 2 µg/ml des Erstantikörpers 

beschichtet waren. Auch hier wurde die Wiederfindungsrate des rekombinanten FAPα 

in Relation zu einem „Kontroll-Spike“ gemessen und in Prozent wiedergegeben.  

 



40 

 

 

Abbildung 19: Plasma vs. Serum in der Validierung des ELISAs 

a) Wiederfindung der „gespikten“ Probe in % (Quotient aus Differenz der „gespikten“ Probe 

und Kontrollspike mit der reinen Probe) im Plasma und im Serum. Die Wiederfindungsrate im 

Plasma ist im Vergleich zum Serum erhöht. (n=2, 1µg/ml Erstantikörper) b) Wiederfindung der 

seriellen Verdünnungen (Relation vom gemessenen Wert zum Erwartungswert). Fast alle Pro-

ben liegen im gewünschten Bereich von 80 – 120 % (grau schraffiert), doch zeigen die Wieder-

findungsraten der Plasma-Proben eine geringere Streuung als die der Serumproben (rote Linien: 

Plasma; blaue Linien: Serum) 

Es ergab sich bei einer Erstantikörperkonzentration 2 µg/ml eine signifikant (p < 0,05) 

verbesserte Wiederfindungsrate (81 – 95 %, Mittelwert 88 ± 8 %) gegenüber einer Kon-

zentration von 1 µg/ml (54 – 97 %, Mittelwert 71 ± 15 %; Abbildung 20). Eine weitere 

Konzentrationssteigerung des Erstantikörpers wurde analog durch Vergleich der 

Wiederfindungsrate eines „Spikes“ sowie der Parallelität zur seriellen Verdünnung bei 

einer Erstantikörperkonzentration von 2 und 3 µg/ml untersucht. Hierbei zeigte sich 

kein signifikanter Unterschied der beiden Gruppen mit verschiedenen Antikörperkon-

zentrationen. Sowohl Wiederfindungsrate als auch Parallelität der Verdünnung bei einer 

Beschichtung mit 3 µg/ml Erstantikörper schien hierbei leicht gegenüber der geringeren 

Konzentration verbessert (Wiederfindung bei 2 µg/ml zwischen 89 und 98 %, Mittel-

wert 93 ± 5%, Parallelität der Verdünnung bei 2 µg/ml zwischen 101 und 117 %; Wie-

derfindung bei 3 µg/ml zwischen 95 und 107 %, Mittelwert 101 ± 5 %, Parallelität der 

Verdünnung bei 3 µg/ml zwischen 97 und 102 %; Abbildung 20 und Abbildung 21). Für 

die weiteren Versuche wurde jedoch bei ähnlich gutem Ergebnis eine Erstantikörper-

konzentration von 2 µg/ml verwendet. 
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Abbildung 20: Wiederfindungsrate der Proben bei unterschiedlichen Erstantikörper-

Konzentrationen 

a) Die Wiederfindungsrate ist bei einer Beschichtung mit 2 µg/ml des Erstantikörpers signifi-

kant erhöht gegenüber einer Konzentration von 1 µg/ml (p < 0,05, n = 6). Weiterhin liegt hier-

bei die Wiederfindungsrate im gewünschten Bereich von 80 – 120 % (grau schraffiert). b) Eine 

Konzentrationserhöhung des Erstantikörpers auf 3 µg/ml erbringt in einem anderen Versuch 

keine signifikante Verbesserung der Wiederfindungrate im Vergleich zur Konzentration von 2 

µg/ml (n = 4) 

 

 

Abbildung 21: Parallelität der Verdünnungen bei unterschiedlichen Erstantikörper-

Konzentrationen 

Wiederfindungsrate der seriellen Verdünnungen bei einer Beschichtung mit 2 µg/ml (oberer 

Abschnitt) vs. 3 µg/ml Erstantikörper (unterer Abschnitt) von jeweils 4 Plasmaproben. Die 

Wiederfindungsrate liegt bei allen Verdünnungen im gewünschten Bereich.  
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3.4  Präanalytik vor Beginn der Studie 

Zum Ausschluss eines FAPα-Zerfalls durch mehrere Einfrier- und Auftauzyklen oder 

inadäquate Lagerung wurde weiterhin der Einfluss von Aufbewahrungsbedingungen auf 

die gemessene FAPα-Konzentration im Plasma untersucht. Hierfür wurden zunächst bei 

10 Probanden in Triplikaten gewonnene EDTA-Proben verwendet, wobei eine der Pro-

ben direkt nach der Gewinnung zentrifugiert und das Plasma bei -80°C eingefroren 

wurde, die anderen wurden bei 4°C für einen bzw. drei Tage vor der Verarbeitung gela-

gert. Insgesamt zeigte sich eine Schwankung der Werte nach eintägiger Lagerung bei 

4°C von 79,5 bis 126,7% des jeweiligen Wertes bei direkter Verarbeitung der Probe und 

eine Schwankung von 68,6 bis 125,9 % bei dreitägiger Lagerung. Die FAPα-

Konzentration im Plasma der direkt verarbeiteten Proben lag zwischen 51,3 – 

201,5 ng/ml (Abbildung 22). Weiterhin wurde die Lagerung der Plasmaproben bei 

Raumtemperatur untersucht. Hierfür wurde die Hälfte des in Duplikaten gewonnenen 

Plasmas von 9 Probanden für 24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und erst dann 

verarbeitet, der andere Anteil wurde sofort nach Protokoll verarbeitet. Hier zeigte sich 

ebenfalls eine Schwankung der gemessenen FAPα-Konzentration von 91,5 bis 126,8 % 

im Vergleich zum Ausgangswert bei einer FAPα-Konzentraton im Plasma von 36,6 bis 

142,4 ng/ml (Abbildung 23). Auch zwei- und dreifache Einfrier- und Auftauzyklen des 

Plasmas von 4 Probanden von -80°C auf Raumtemperatur zeigten keine signifikante 

Änderung der FAPα-Konzentration im Vergleich zur direkten Messung bei FAPα-

Konzentrationen zwischen 51,3 und 142,4 ng/ml und einen prozentualen Schwankung 

von 93,2 bis 114,4 % bei einem zweimaligem Zyklus und 90,6 – 117,9% beim dreifa-

chen Zyklus (Standardabweichungen der prozentualen Abweichungen bei zweifachem 

Zyklus 9%, bei dreifachem Zyklus 11%; Abbildung 24). Eine 2- und 4-fache Verdün-

nung von 5 Plasmaproben resultierte in einem weitestgehend linearen Abfall der FAPα-

Konzentrationen in allen Proben, so dass eine sichere Detektion der FAPα-Spiegel bei 

der vorliegenden Verdünnung (1:100) vermutet werden kann (Abbildung 25). 
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Abbildung 22: Einfluss der Lagerung bei 4° auf die gemessenen FAPα-Konzentrationen 

In Triplikaten gewonnene Plasmaproben von 10 Probanden wurden entweder direkt oder nach 

2- bzw. 3-tägiger Lagerung bei 4°C vor der Messung mittels ELISA zunächst eingefroren und 

dann einmalig wieder aufgetaut. Dargestellt ist der Verlauf der gemessenen FAPα-

Konzentrationen. Bei 3 Proben zeigen sich stärkere Schwankungen über das tolerierte Maß hin-

aus, bei den restlichen Proben bleiben die FAPα-Konzentrationen auch nach längerer Lagerung 

annähernd stabil.  
 

 

 

Abbildung 23: Einfluss der Lagerung bei Raumtemperatur auf die gemessenen FAPα-

Konzentrationen 

Bestimmung der FAPα-Konzentrationen mittels ELISA von in Duplikaten gewonnenen Plas-

maproben von 9 Probanden, die entweder direkt oder nach eintägiger Lagerung bei Raumtempe-

ratur gemessen wurden. Die Proben zeigen sich bis auf eine einzelne im Verlauf stabil, es wer-

den nur geringe prozentuale Abweichungen des Ausgangswertes erreicht.  
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Abbildung 24: Einfluss von mehreren Einfrier- und Auftauzyklen der Plasmaprobe auf 

die gemessene FAPα-Konzentration 

Die in Triplikaten gewonnenen Plasmaproben von 4 Probanden wurden entweder einmalig ein-

gefroren oder 2 bzw. 3 Einfrier- und Auftauzyklen vor der Messung durchgeführt. Die Bestim-

mung der FAPα-Konzentration erfolgte mittels ELISA. Es zeigt sich in allen Proben eine gerin-

ge Schwankung der Werte innerhalb der Grenzen von 80 – 120 % des Ausgangswertes (oberer 

Abschnitt der Grafik).  

 

Abbildung 25: FAPα-Konzentrationen nach linearer Verdünnung der Plasmaproben 

2- und 4-fache Verdünnung von 5 Plasmaproben. Es zeigt sich ein annähernd linearer Verlauf 

der Konzentrationen nach Verdünnung, was eine gute Detektion der FAPα-Konzentration der 

reinen Probe vermuten lässt.  
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3.5 Eigenschaften des FAPα-ELISA  

Die Qualitätskontrolle des Herstellers des kommerziell erwerblichen hFAP ELISA Kits 

sieht einen niedrigen Blank-Wert von weniger als 0,2 OD, ein maximales Signal von 

1,5-3 OD sowie eine Differenz der OD zwischen dem niedrigstem Standard und dem 

Blank-Wert von mehr als 0,001 OD vor, was in den durchgeführten ELISA bestätigt 

werden konnte.  

Zur Festlegung der Nachweisgrenze jedes ELISA wurde der Blank-Wert jeweils in 

Doppelbestimmung gemessen und zu dessen arithmetischem Mittel 3 Standardabwei-

chungen addiert. Die korrespondierende FAPα-Konzentration zu diesem OD-Wert 

konnte so mittels der Kalibrierungskurve des Assays ermittelt werden. Die Werte 

schwankten in allen ELISA zwischen 0,01 und 0,06 ng/ml. Weiterhin wurde die Be-

stimmungsgrenze, festgelegt als die niedrigste FAPα-Konzentration, die mit einer Ab-

weichung von weniger als 20% des Erwartungswertes gemessen werden kann, durch bis 

zu 16-fache Verdünnung von 11 Plasma-Proben bestimmt und liegt mit 3 – 14 ng/ml 

deutlich oberhalb der Nachweisgrenze des ELISA. Darüber hinaus wurde die Inter-

Assay-Variabilität bestimmt, indem 4 gepoolte Plasma-Proben in 18 Assays, die an ver-

schiedenen Tagen durchgeführt wurden, gemessen wurden. Hier ergab sich eine prozen-

tuale relative Standardabweichung der Daten aller 4 gepoolten Proben von 8,9 bis 

13,1 %. Die Intra-Assay-Variabilität wurde mit Hilfe der 4 gepoolten Proben in 6 Paral-

lel-Versuchen untersucht, wobei sich die prozentuale relative Standardabweichung auf 

3,6 bis 5,5 % belief (Abbildung 26).  

3.6 FAPα-Konzentrationen in gesunden Blutspendern 

In dieser Studie wurden 101 offensichtlich gesunde Blutspender im Alter von 51 bis 71 

Jahren auf deren FAPα-Konzentration im Plasma untersucht. Das Geschlechterverhält-

nis wurde mit 76 Männern und 25 Frauen so gewählt, dass es dem der Patienten mit 

akutem Koronarsyndrom entsprach. Die mediane FAPα-Konzentration im Plasma lag 

bei 108 ng/ml (55 - 189 ng/ml, 25. - 75. Perzentile 87 – 124 ng/ml). Ein signifikanter 

Unterschied der FAPα-Konzentration im Plasma zwischen den Geschlechtern bestand 

nicht (Männer: 55 – 189 ng/ml, Median 108 ng/ml, 25. – 75. Perzentile 86 – 122 ng/ml; 

Frauen: 74 – 154 ng/ml, Median 111 ng/ml, 25. – 75. Perzentile 88 – 126 ng/ml; 

p = 0,45; Abbildung 27a). Auch gab es keine Korrelation der FAPα-Konzentration mit 

dem Alter (R = -0,09; p = 0,36).  
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3.7 FAPα-Konzentrationen bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom 

Die Studiengruppe bestand aus 407 Patienten und Patientinnen, die mit akutem Koro-

narsyndrom in die Medizinische Hochschule Hannover eingewiesen wurden. 310 dieser 

Patienten waren männlich (76 %) und zwischen 36 und 94 Jahre alt (medianes Alter 64 

Jahre). Dagegen waren 24 % weiblich (97 Patientinnen) und zwischen 41 und 89 Jahre 

alt (medianes Alter 70 Jahre). Das Geschlechterverhältnis zwischen der Studien- und 

der Kontrollgruppe zeigte somit keine signifikanten Unterschiede (Männer 76 vs. 74 %; 

Frauen 24 vs. 26 %, p = 0,799, Abbildung 27a), wohingegen die Probanden der Studi-

engruppe älter als die der Kontrollgruppe waren (Alter zwischen 36 und 94 Jahre, Me-

dian 66, versus Alter zwischen 51 und 71 Jahre, Median 57 Jahre; p < 0,001). Die Pro-

banden der Studiengruppe wiesen eine mediane FAPα-Konzentration im Plasma von 84 

ng/ml auf (25-236 ng/ml, 25. – 75. Perzentile 69-101 ng/ml). Bei der gesunden Kont-

rollgruppe lag der mediane FAPα-Plasmaspiegel hingegen bei 108,2 ng/ml (55-

189 ng/ml, 25. – 75. Perzentile 87-124 ng/ml). 

Es bestand eine signifikante Erniedrigung der gemessenenen Konzentrationen von 

FAPα  im Plasma von ACS-Patienten gegenüber dem von gesunden Blutspendern 

(p < 0,001, Abbildung 27b). Darüber hinaus konnte eine leichte Erhöhung der FAPα-

Plasmakonzentrationen bei den männlichen Patienten mit akutem Koronarsyndrom im 

Vergleich zu den Frauen festgestellt werden (Männer: 25-236 ng/ml, Median 87 ng/ml, 

25. – 75. Perzentile 69–102 ng/ml; Frauen: 30-171 ng/ml, Median 80 ng/ml, 25. – 75. 

Perzentile 68– 99 ng/ml; p = 0,044). Auch Patienten mit erhöhter Killip-Klasse, die zur 

Risikostratifikation für Patienten mit akutem Herzinfarkt zur Mortalitätsabschätzung der 

folgenden 30 Tage dient, zeigten, wie auch Raucher, signifikant erniedrigte FAPα-

Plasmakonzentrationen. Es bestand weiterhin eine inverse Korrelation von CRP und 

NT-proBNP zu den FAPα-Konzentrationen (Tabelle 1).  

Die FAPα-Plasmakonzentrationen von Patienten mit instabiler Angina pectoris (32-236 

ng/ml, Median 87 ng/ml, 25.–75. Perzentile 70–111 ng/ml), Non-STEMI (25-174 

ng/ml, Median 84 ng/ml, 25.–75. Perzentile 67–100 ng/ml)oder STEMI (25-236 ng/ml, 

Median 84 ng/ml, 25.–75. Perzentile 69–100 ng/ml) unterschieden sich nicht (p = 0,68).  
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Abbildung 26: Intra- und Inter-Assay-Variabilität der ELISAs zur Messung von FAPα im 

Plasma 

Messung von 4 gepoolten Plasmaproben in 6 Parallel-Versuchen zur Bestimmung der Intra-

Assay-Variabilität (links) und Messung derselben Proben in 18 Assays an verschiedenen Tagen 

zur Bestimmung der Inter-Assay-Variabilität (rechts). Vor allem bei der Probe mit der höheren 

FAPα-Konzentration (S4) zeigte sich im Vergleich zu den restlichen Proben eine deutlichere 

Schwankung der gemessenen Werte.  

 

Abbildung 27: Darstellung der FAPα-Plasmaspiegel in der Kontrollgruppe und bei ACS-

Patienten 

a) FAPα-Plasmaspiegel im Blutspenderkollektiv: Es zeigten sich keine signifikanten Unter-

schiede der FAPα-Konzentration im Plasma männlicher (m) und weiblicher (w) Probanden. b) 

Die FAPα-Plasmaspiegel der Blutspendergruppe waren signifikant erhöht gegenüber den Plas-

maspiegeln der ACS-Patienten (p < 0,001).  
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Tabelle 1: FAPα-Plasmaspiegel und kardiovaskuläre Marker/Risikofaktoren 

Darstellung der Daten als absolute Zahl (in %) oder als Median (25.-75. Perzentile), aufgeteilt 

nach den jeweiligen Quartilen der FAPα-Spiegel. Zur Bestimmung der Korrelation und 

Berechnung des p-Werts wurden lineare Regressionsanalysen verwendet. FAPα, NT-proBNP 

und CRP waren nicht normalverteilt und wurden deshalb zum natürlichen Logarithmus 

transformiert. Quelle: Tillmanns et al.
108

 

 
 

 

3.8 FAPα in ACS-Patienten 

Im Zeitintervall von 12 Monaten nach stationärer Aufnahme und Abnahme der Blutpro-

ben starben 29 Patienten der Studiengruppe. Patienten, deren FAPα-Konzentration im 

untersten Quartil (Plasmakonzentration < 69 ng/ml) lag, zeigten eine signifikant erhöhte 

Mortalität im Vergleich zu Patienten mit höheren FAPα-Plasmaspiegeln. Bei Patienten, 

deren Plasma-FAPα-Konzentration im 2. bis 4. Quartil lag, war die Mortalität annä-

hernd gleich  (Hazard Ratio 1. Quartil vs. 2.-4. Quartil = 3,0; 95% Konfidenzintervall 

1,4-6,2; p = 0,021). Die inverse Korrelation der Plasma-FAPα-Konzentration mit der 

Mortalität bestand auch nach Korrektur für Alter und Geschlecht (Hazard Ratio 2,5; 

95% Konfidenzintervall  1,2-5,2; p = 0,016).  
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3.9 Einfluss von stabiler KHK auf FAPα Konzentration 

Aufgrund der niedrigen FAPα-Konzentrationen, die im Plasma von ACS-Patienten im 

Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe gefunden wurden, sollte weiterhin bestimmt 

werden, ob das Vorliegen einer koronaren Herzkrankheit (KHK) einen Einfluss auf die 

Konzentration von zirkulierendem FAPα hat. Hierfür wurden die FAPα-Plasmaspiegel 

von 25 Patienten mit stabiler KHK bestimmt (11-180 ng/mL, Median 103 ng/ml), wobei 

sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe zeigte.  

4. Diskussion 

4.1 Zelluläres und lösliches FAPα in HCF 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erneut gezeigt werden, dass humane kardiale 

Fibroblasten FAPα in vitro exprimieren. Dieses Protein konnte sowohl zellständig als 

auch im Zellkulturüberstand nachgewiesen werden, wobei die Spezifität des Nachwei-

ses für beide Varianten mit Hilfe von siRNA-Knockdown Experimenten bewiesen wer-

den konnte. Auch in den Stimulationsversuchen mit TGFβ1 konnte ein Zusammenhang 

zwischen den FAPα-Konzentrationen im Zelllysat und im Zellkulturüberstand herge-

stellt werden. Weiterhin war eine Dynamik der FAPα-Spiegel im Zellkulturüberstand 

erkennbar. Hier konnte durch unterschiedlich lange Inkubation der HCF in den Nähr-

medien gezeigt werden, dass die FAPα-Konzentration im Überstand im Zeitverlauf an-

steigt.  

Die zu klärende Frage bleibt, auf welchem Weg das detektierte FAPα in den Zellkultur-

überstand gelangt. In der Malignen Melanom-Zelllinie LOX wurde aktives FAP als in-

tegrales Membranprotein sowohl in der Zellmembran als auch in Membranvesikeln im 

Zellkulturüberstand detektiert, wohingegen weder im Zytoplasma noch im Medium 

FAPα gefunden werden konnte 
33, 38, 39

. Diese als Exosomen bezeichneten Vesikel wer-

den von fast jeder Zelllinie in der Zellkultur sezerniert 
109

, so wurde dies auch für die 

murine Fibroblastenlinie NIH3T3 gezeigt 
110

. Die in der vorliegenden Arbeit verwende-

te Probenaufbereitungsmethode für Zellkulturüberstände ermöglichte mit einem einzel-

nen Zentrifugationsschritt bei 14000 g zwar eine Separation des Überstands von ganzen 

Zellen oder Zelltrümmern, zur Trennung von Mikrosomen oder Exosomen sind aller-

dings wesentlich höhere g-Zahlen erforderlich 
111

, sodass das Vorhandensein von Exo-
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somen im Überstand angenommen werden muss. So könnte auch das hier detektierte 

FAPα Bestandteil der von den HCFs abgeschilferten Vesikel sein. 

 Eine weitere Möglichkeit zur Erklärung des Vorhandenseins von FAPα im Überstand 

wäre, dass dieses durch proteolytisches Abspalten der N-terminalen zytoplasmatischen 

und transmembranen Domäne in das Medium abgegeben wird. Ein Enzym, das die 

FAPα-Abspaltung katalysiert, wurde bisher nicht gefunden. Allerdings gibt es Hinweise 

dafür, dass rekombinantes lösliches FAPα in der humanen Melanom-Zelllinie LOX 

durch endogene Proteasen zu verkürzten Formen umgewandelt wird 
112

.  

4.2 Der TGFβ1-Signalweg zur Induktion der FAPα-Expression  

Die mittels ELISA analysierten Lysate und Zellkulturüberstände der mit TGFβ1 

inkubierten HCFs zeigten einen signifikanten Anstieg der FAPα-Konzentration bei 

TGFβ1-Stimulation. Weiterhin konnte in den Versuchen mit unterschiedlich langer 

TGFβ1-Stimulation ebenfalls in den Lysatproben nach Stimulation ein Unterschied zur 

unstimulierten Gruppe festgestellt werden. Der ebenfalls leichte Anstieg der FAPα-

Konzentrationen in den unstimulierten Proben trotz einer Normierung auf das Gesamt-

protein lässt sich nur durch eine ebenfalls im Vergleich zum Ausgangswert höhere 

FAPα-Produktion pro Zelle erklären. Auch in den dazugehörigen Zellkulturüberständen 

stiegen die FAPα-Konzentrationen wie zu erwarten zeitabhängig an, wobei sich die 

FAPα-Konzentrationen in der unstimulierten und der stimulierten Gruppe bei 48 Stun-

den signifikant unterschieden. Dies steht im Einklang mit den bisher in der Literatur 

veröffentlichten Daten zur TGFβ1-Aktivierung von Fibroblasten mit konsekutiver 

FAPα-Expression 
53, 70, 71

. 

Dass Smad-2 und -3 durch die ALK-5 (TGFβ-Rezeptor-I) aktiviert werden, wurde be-

reits in einer Vielzahl von Zellen gezeigt 
113-117

. Dennoch ist über eine differenzielle 

Aktivierung von Smad-2 oder Smad-3 bisher wenig bekannt. In embryonalen Maus-

Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass die Expression bestimmter Proteine Smad-2- 

bzw. Smad-3-abhängig verläuft. Die Smads besitzen verschiedene Funktionen in der 

Embryonalentwicklung: Während ein Smad-2-Knockout in Mäusen in dem fehlenden 

Aufbau der Anterior-Posterior-Achse und damit einem letalen Phänotyp resultiert, zei-

gen Smad-3-Null Mäuse lediglich eine beeinträchtigte Immunfunktion mit chronischer 

Entzündung mehrerer Organe 
118

. In einer weiteren Maus-Fibroblastenlinie, die für 

Smad-3 defizient war, konnte gezeigt werden, dass Smad-3 für die TGFβ-abhängige 
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Hemmung der Zellproliferation essentiell ist 
119

. Auch scheint es für den gesteigerten 

Aufbau der Extrazellulärmatrix bei strahleninduzierter Fibrose in der Haut von Mäusen 

verantwortlich zu sein 
120

. 

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die TGFβ1-induzierte FAPα-

Expression Smad-3-abhängig verläuft. Als molekulare Antwort auf die Stimulation der 

HCF mit TGFβ1 kam es zur Smad-3-Phosphorylierung. Ein Knockdown von Smad-3 

mittels siRNA hob die induzierende Wirkung von TGFβ1 auf FAPα vollständig auf. 

Weiterhin wiesen die unstimulierten Zellen der Kontrollgruppe höhere FAPα-Werte auf 

als die der mit Smad-3 siRNA transfizierten Gruppe. Dies legt die Schlussfolgerung 

nahe, dass auch die basale FAPα-Expression, sei es durch endogene Produktion von 

TGFβ1 oder über eine andere Form der Aktivierung, über Smad-3 reguliert wird. Dieses 

Ergebnis wird gestützt durch Daten, die zeigen, dass in embryonalen Maus-Fibroblasten 

sowohl die basale als auch die autoinduzierte TGFβ-Expression abhängig von Smad-3 

ist, nicht jedoch von Smad-2  
118

. 

Im Gegensatz hierzu bewirkte die Herunterregulation von Smad-2 in der vorliegenden 

Arbeit eine leichte Reduktion der prozentualen FAPα-Konzentrationserhöhung durch 

TGFβ1. Im Western Blot waren allerdings in dem mit Smad-2 siRNA transfizierten 

Zelllysaten noch geringe Mengen an Smad-2, nicht aber an der aktiven Form Phospho-

Smad-2, nachweisbar. Smad-2 scheint aber, wie auch für Smad-3 gezeigt, ein essentiel-

ler Bestandteil des TGFβ1-Signalwegs zur Expression von FAPα zu sein.  

Durch selektive Hemmung des ALK-5-Rezeptors (TGFβRI) durch SB431542 wurde 

weiterhin die intrazelluläre Smad-Aktivierung durch Hemmung der Phosporylierung 

unterdrückt. ALK-5 entspricht einem TGFβ-Rezeptor der Klasse I, der zusammen mit 

dem TGFβ-Rezeptor der Klasse II, an den TGFβ bindet, einen tetrameren Komplex bil-

det. Aktivierte ALK-5 besitzt Kinaseeigenschaften und phosphoryliert intrazelluläres 

Smad-2/-3 
113

. Eine andere Signalkaskade von TGFβ läuft über die Aktivierung von 

p38, einer MAP-Kinase. Der Inhibitor SB431542 wurde als selektiver Hemmstoff gegen 

ALK-5 hergestellt, wobei dieser mit niedrigerer Affinität auch ALK4 hemmt, gegen p38 

konnte hingegen keine Affinität festgestellt werden. In A498-Zellen eines Nierenkarzi-

noms wurde mittels mRNA-Analysen festgestellt, dass ALK-5 für die TGFβ-1-

abhängige Expression der extrazellulären Marker Fibronectin, Collagen Iα1 und PAI-1 

notwendig ist 
121

.  
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Eine Hemmung der Smad-Aktivierung durch ALK-5-Hemmung mittels SB431542 ver-

hinderte die TGFβ1-induzierte Phosphorylierung von Smad-2 und Smad-3. Dies führte 

zu einer signifikanten Reduktion der FAPα-Konzentration im Vergleich zur mit TGFβ1-

stimulierten Kontrollgruppe. Die TGFβ1-abhängige Stimulation der FAPα-Expression 

wird also, zumindest teilweise, durch den ALK-5-Rezeptor und Smad-2 und -3 vermit-

telt.  

Die selektive Inhibition von MEK1/2, einer MAPK/ERK-Kinase, durch U0126 
122

 mo-

dulierte die FAPα-Konzentrationen in den so behandelten Zellen nicht. In verschiedenen 

Arbeiten konnte gezeigt werden, dass innerhalb des TGFβ-Sigalwegs der durch 

TGFβIIR aktivierte TGFβIR das Adapterprotein ShcA phosphoryliert 
101, 102

. Dieses 

kann als Heterotrimer der Reihe nach Ras, Raf, MEK1/2 und Erk1/2 MAP-Kinasen ak-

tivieren 
123

. Auch konnte eine ERK-Phosphorylierungsstelle in Smad-3 gefunden wer-

den, die eine mögliche Rolle in dessen Aktivierung spielt 
61

. Eine Bedeutung von 

MEK1/2 in der Expression von FAPα im Rahmen des TGFβ-Signalwegs konnte anhand 

der Ergebnisse dieser Arbeit jedoch nicht nachvollzogen werden.  

4.3 Rolle von EGR-1, CTGF und TNFα in der Regulation der FAPα-Expression 

In vorherigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass EGR-1 als DNA-bindendes Zink-

Finger-Protein von einer Reihe von Wachstums- und Differenzierungssignalen induziert 

wird 
124

. Weiterhin wurde bereits die Funktion von EGR-1 als Transkriptionsfaktor für 

FAPα durch Transfektion von EGR-1 siRNA in HOS-Zellen demonstriert, die in einer 

deutlich verminderten FAPα-Expression resultierte 
104

. In den hier durchgeführten Ver-

suchen konnte allerdings in den HCFs keine Expressionsregulation von FAPα durch 

EGR-1 gezeigt werden. Dies könnte möglicherweise an einer zu geringen 

Herunterregulation durch die siRNA liegen. Zwar wurden die Proben mittels Western 

Blot für EGR-1 auf dessen Konzentration überprüft und eine deutlich verminderte EGR-

1-Expression gezeigt, doch könnte die trotzdem vorhandene EGR-1-Menge ausreichend 

für eine ungeminderte FAPα-Expression sein. Da EGR-1 jedoch ebenfalls über den 

ERK-Signalweg aktiviert wird, der ebenfalls in HCF die FAPα-Expression nicht modu-

lierte, ist eher davon auszugehen, dass EGR-1 in HCF keinen Effekt auf die FAPα-

Expression hat. Weiterhin wäre es möglich, dass die bereits gezeigte Induktion von 

FAPα durch TGFβ1-Stimulation über andere Signalwege, z.B. eine direkte Aktivierung 

durch die Smad-Komplexe, resultiert.  
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CTGF wird von Fibroblasten nach TGFβ-Stimulation sezerniert und fungiert als Media-

tor der Fibroblastenproliferation und -differenzierung 
125-129

. In den hier durchgeführten 

Versuchen konnte kein Einfluss auf die FAPα-Expression in HCF durch eine exogene 

CTGF-Stimulation nachgewiesen werden. Allerdings zeigte sich eine Tendenz zu höhe-

ren FAPα-Werten bei simultaner Stimulation der Zellen mit TGFβ1 im Vergleich zu den 

nur mit TGFβ1 stimulierten Zellen. Für CTGF konnte bereits beschrieben werden, dass 

dieses die TGFβ-Bindung an dessen Rezeptor sowie den TGFβ-Signalweg verstärkt und 

so unter anderem zur durch TGFβ-induzierten Fibroblastendifferenzierung beiträgt, 

wahrscheinlich indem es TGFβ wie ein Chaperon bindet und dessen Präsentation am 

Rezeptor erleichtert 
126, 130

. Durch einen ähnlichen Mechanismus ließen sich auch die 

hier gewonnenen Ergebnisse mit einer leichten Steigerung der FAPα-Expression bei 

simultaner Stimulation erklären. Die nur leichte Zunahme der FAPα-Konzentration 

könnte durch eine nur mäßige zusätzliche Stimulation bei bereits bestehender TGFβ1-

induzierter endogener CTGF-Produktion durch zusätzliche exogene Zugabe von CTGF 

erklärt werden. 

TNFα ist ein proinflammatorischer Mediator, der bei Entzündungsreaktionen die Zyto-

kinproduktion, die Aktivierung und Expression von Adhäsionsmolekülen und die Sti-

mulation durch Wachstumsfaktoren fördert. Ferner kann durch TNFα auch über die 

Aktivierung von Caspasen die Apoptose induziert werden 
131, 132

. Daneben scheint 

TNFα die Fibrosierung von Geweben zu fördern. So wurde vor allem im Rahmen von 

Lungenerkrankungen eine Überexpression von TNFα mit konsekutiver Rekrutierung 

von Entzündungszellen, Induktion von TGFβ1 und Förderung der Myofibroblastenakti-

vierung beschrieben 
133

. Eine Stimulation von HASMCs (Human Aortic Smooth Muscle 

Cells) mit TNFα bewirkt eine erhöhte FAPα-Expression in diesen Zellen 
52

. Die hier 

durchgeführte TNFα-Stimulation der HCFs zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die 

FAPα-Expression. Bei Stimulation mit 1 ng/ml TNFα stellte sich dennoch eine leicht 

erhöhte FAPα-Konzentration im Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe dar. Phy-

siologisch im Serum gemessene TNFα-Konzentrationen liegen jedoch im unteren na-

nomolaren Bereich 
134, 135

. Es konnte beschrieben werden, dass im Gegensatz zu gerin-

gen TNFα-Konzentrationen, durch hohe Konzentrationen die Apoptose induziert wer-

den kann 
132

. Die hier durchgeführte in vitro Stimulation mit deutlich höheren Zytokin-

Konzentrationen könnte daher zu einem reduzierten FAPα-Level geführt haben.  Wei-

terhin ergab sich auch  hier ein Trend zu leicht höheren FAPα-Werten bei gleichzeitiger 

Stimulation mit TGFβ1 im Vergleich zur alleinigen TNFα-Stimulation in niedriger Kon-
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zentration. Auch bei diesem Ergebnis wäre ein Zusammenspiel des TGFβ1- und des 

TNFα-Signalwegs möglich, das zu einer gesteigerten FAPα-Expression führt. Auch 

konnte bereits in Fibroblasten der Lunge die Induktion von TGFβ durch TNFα-

Stimulation nachgewiesen werden 
136, 137

. Im Rahmen dieser Ergebnisse wäre ein mög-

licher Erklärungsversuch der gesteigerten FAPα-Konzentration in den durchgeführten 

Experimenten durch TNFα-abhängige Induktion von TGFβ und konsekutive TGFβ-

abhängige FAPα-Expression gegeben. Dennoch bleibt der TNFα-Signalweg sehr kom-

plex und trotz intensiver Forschung nicht vollständig geklärt, sodass auch im Einklang 

mit der aktuellen Forschung ein möglicher Effekt von TNFα auf die FAPα-Expression 

in HCFs nicht gezeigt werden kann.  

4.4 Strukturvariabilität von FAPα  

Die Sensitivität zur Detektion von Proteinen im ELISA ist der des Western Blots deut-

lich überlegen. Allerdings lässt die elektrophoretische Auftrennung der Proteine im 

Western Blot Rückschlüsse auf das Molekulargewicht der von den spezifischen Anti-

körpern markierten Banden zu. So bleibt letztendlich die Frage offen, ob das im Über-

stand detektierte Protein ausschließlich intaktes FAPα ist, oder ob hier auch Isoformen 

oder Bruchstücke von FAPα nachgewiesen werden und, falls dies der Fall ist, inwiefern 

diese abgewandelten Formen auch katalytische Aktivität aufweisen. Eine Detektion von 

FAPα im reinen Zellkulturüberstand mittels Western Blot ist aufgrund der niedrigeren 

Sensitivität nicht möglich, sodass hier zunächst Aufreinigungsverfahren angewandt 

werden müssten.  

Deshalb wurden zunächst Western Blots eingesetzt, um FAPα zusätzlich zum ELISA in 

den Zelllysaten nachzuweisen. Hierbei fiel beim Western Blot der mit FAPα siRNA 

transfizierten HCF mit dem Antikörper ab54651, der Kreuzreaktivität zu DPP-IV be-

sitzt, auf, dass sich in den Kontrollproben 3 Banden mit unterschiedlichen Molekular-

gewichten detektieren ließen: DPPIV markierte mit 105 kDa die oberste Bande, FAPα 

wurde auf Höhe von 88 kDa detektiert. Die dritte Bande mit ca. 27 kDa ließ sich nicht 

sicher zuordnen. Sowohl FAPα als auch die unterste Bande waren in den Zellen, in de-

nen FAPα herunterreguliert war, nicht nachzuweisen.  

In der humanen Melanom-Zelllinie LOX wurde eine Splice-Variante von FAPα be-

schrieben, deren codiertes Protein mit 239 Aminosäuren und einem Molekulargewicht 

von 27 kDA mit der C-terminalen katalytischen Region des membrangebundenen FAPα 
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übereinstimmt 
80

. Daher wäre es denkbar, dass auch die im Western Blot detektierte 

Proteinbande mit einer Molekularmasse von ~ 27 kDa der alternativen Splicing-Form 

entspricht. Auch bei murinem FAPα wurde bereits alternatives Splicing beschrieben und 

durch Sequenzierung von RT-PCR-Produkten konnten drei verschiedene Splice-

Varianten gefunden werden 
138

. Ferner könnte es sich bei dem unbekannten Protein mit 

dem Molekulargewicht von 27 kDa um ein proteolytisches Spaltprodukt von FAPα 

handeln. Inwieweit die verkürzte FAPα-Form weiterhin proteolytische Aktivität auf-

weist, ist bisher nicht bekannt und Gegenstand weiterer Forschung. So konnte gezeigt 

werden, dass rekombinant hergestelltes FAP ohne zytoplasmatische und transmembra-

näre Domäne mit einer Molekularmasse von 160 kDa durch EDTA-sensitive Proteasen 

zu gekürzten Formen (100 - 85 und 70 - 50 kDa Molekularmasse) umgewandelt wird, 

bei denen die katalytische Aktivität weiterhin erhalten ist. In Zymographie-Assays zeig-

ten diese sogar eine 7-fache Steigerung der Gelatinaseaktivität im Vergleich zum 

Wildtyp-FAP, was die Vermutung nahelegte, dass durch die N-terminale Abspaltung 

die sterische Behinderung für dieses Substrat verringert werden könnte 
112

.  

Diese Daten deuten auf eine große Strukturvariabilität des bisher als Membranprotein 

bekannten FAPα hin, einerseits durch alternative Splice-Vorgänge, andererseits durch 

proteolytische Spaltung des Enzyms. Vor dem Hintergrund, dass auch die verkürzten 

Formen katalytische Aktivität besitzen und dass diese darüber hinaus sogar im Ver-

gleich zur Wildtyp-Form verstärkt sein kann, lässt sich auch die Funktion von FAPα in 

Zellkulturüberständen neu interpretieren. Welche Rolle von den HCF sezerniertes FAPα 

für die Degradation der Extrazellulärmatrix spielt, bleibt weiterhin offen.  

4.5 Etablierung eines FAPα-ELISA für humanes Plasma 

Der etablierte FAPα-ELISA für humane Plasmaproben lieferte in Validierungsschritten 

reproduzierbare Werte mit akzeptablen Abweichungen der prozentualen Wiederfindung. 

Durch Erhöhen der Erstantikörperkonzentration auf 2 µg/ml konnte die Wiederfin-

dungsrate im Plasma ohne bemerkbare Anhebung des Hintergrundsignals signifikant 

verbessert werden. Eine weitere Konzentrationssteigerung auf 3 µg/ml erbrachte keine 

zusätzliche Verbesserung des Signals. Durch Analyse der Spike-Wiederfindung konnte 

gezeigt werden, dass die FAPα-Detektion im Plasma nicht von einem Unterschied des 

Reagent Diluents zum Plasma beeinflusst wird, da der Spike sowohl in Reagent Diluent 

als auch in der Probe zuverlässig mit einer akzeptablen Abweichung der Werte im 

Rahmen von 80 - 120 % erkannt wurde. Die Parallelität der verdünnten Proben zur 
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Standardkurve, also die Vorhersagbarkeit der Wiederfindung des Spikes oder der Probe 

bei bekannten Verdünnungen, zeigte ebenfalls im Rahmen des ELISA-

Detektionsrahmens akzeptable Werte. 

Warum EDTA-Plasmaproben im FAPα-ELISA eine bessere Wiederfindungsrate als 

Serumproben zeigen, ist nicht geklärt. Ein interessanter Aspekt ist, dass in vitro die 

Spaltung von FAPα in verkürzte, ebenfalls proteolytisch aktive Formen durch EDTA-

sensitive Proteasen demonstriert werden konnte 
112

. So könnte die Anwesenheit von 

EDTA in den Plasmaproben eine Stabilisierung des FAPα-Proteins bewirken. Für das 

FAPα-Protein können eine Reihe möglicher Schnittstellen durch verschiedene Enzyme 

mit Hilfe spezieller Software (PeptideCutter, ExPASy, http://web.expasy.org-

/peptide_cutter) vorhergesagt werden, die unter anderem Schnittstellen für Faktor Xa 

und Thrombin beinhalten. Diese Enzyme sind während der calciumabhängigen Gerin-

nung, die für die Gewinnung von Serumproben erforderlich ist, aktiv. Daher wäre auch 

durch diese Enzyme eine proteolytische Degradation von FAPα denkbar, die in Anwe-

senheit von EDTA gehemmt wird.  

Im Rahmen der Präanalytik wurde untersucht, inwiefern sich die Lagerungsbedingun-

gen auf die gemessene FAPα-Konzentration im Plasma auswirken. Weder wiederholte 

Einfrier- und Auftau-Zyklen, noch die mehrtägige Lagerung der Proben bei 4°C oder 

bei Raumtemperatur bewirkten ausgeprägte Messwertschwankungen. Als Qualitätsmaß 

in der Bestimmung der FAPα-Plasmaspiegel wurden weiterhin Intra- und Interassay-

Variabilität von vier gepoolten Plasmaproben bestimmt. Die prozentualen relativen 

Standardabweichungen der gemessenen FAPα-Spiegel lagen für die Intra- und Inter-

Assay-Variabilität in einem akzeptablen Bereich im Rahmen der Messungenauigkeit. 

Interessanterweise waren diese Werte jeweils für die Proben mit der höchsten (S4) und 

der niedrigsten (S1) FAPα-Konzentration höher als für die mittleren Konzentrationen 

(S2 und S3), wahrscheinlich auf Grund der Tatsache, dass diese näher an den Bestim-

mungsgrenzen des ELISAs lagen.  

4.6 FAPα als potentieller prognostischer Marker in ACS-Patienten 

Im Rahmen der Messungen der FAPα-Plasmaspiegel mittels ELISA zeigte sich ein sig-

nifikanter Unterschied zwischen den Werten der gesunden Blutspendergruppe und der 

Patientengruppe mit akutem Koronarsyndrom. Wie im Studienaufbau vorgesehen gli-

chen sich die beiden Gruppen im Geschlechterverhältnis, allerdings lag sowohl das me-
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diane als auch das mittlere Alter der Blutspender deutlich unter dem der Patientengrup-

pe. Daher ist ein direkter Vergleich dieser beiden Gruppen nur bedingt möglich, jedoch 

ergab sich in der statistischen Auswertung kein Hinweis auf eine Korrelation der FAPα-

Konzentration mit dem Alter. Ebenfalls zu bedenken ist der Aspekt, dass für die Pro-

banden der Blutspendergruppe bis auf eine „Momentaufnahme“ ihrer FAPα-

Konzentration zum Zeitpunkt des Blutspendens keine weiteren Informationen, insbe-

sondere über etwaige kardiovaskuläre Neuerkrankungen in der Folge, vorlagen. Inner-

halb der ACS-Gruppe konnte eine Korrelation niedriger FAPα-Konzentrationen mit 

einer erhöhten Mortalität während des Ein-Jahres-Überwachungszeitraums sowie mit 

einem erhöhten CRP und zum Nikotinkonsum gezeigt werden. Es ist bekannt, dass die 

Höhe des CRP-Wertes eine Aussage zur Risikostratifizierung zukünftiger kardiovasku-

lärer Erkrankungen zulässt. Auch ist eine Assoziation erhöhter CRP-Werte mit gestei-

gerter Mortalität nach Myokardinfarkt bekannt 
139-141

. Weiterhin konnte gezeigt werden, 

dass erhöhte Werte von humanem CRP bei transgenen Mäusen zu gesteigerter kardialer 

Fibrose bei Hypertension führen 
142

. Insofern ist eine hier nachgewiesene inverse Korre-

lation von FAPα und CRP, das bereits als kardiovaskulärer Marker zur 

Prognoseeinschätzung nach Infarkten eingesetzt wird, sehr interessant. Patienten mit 

stabiler KHK zeigten hingegen keine Änderung der FAPα-Plasmaspiegel im Vergleich 

zur gesunden Blutspendergruppe.  

Aufgrund der erhobenen Daten stellt sich die Frage, inwieweit zirkulierendes FAPα als 

Biomarker für Myokardinfarkte oder zur Prognoseabschätzung beim akuten Koronar-

syndrom nützlich sein kann. Die Assoziation deutlich erniedrigter FAPα-Plasmaspiegel 

mit einer erhöhten Mortalität im Ein-Jahres-Zeitintervall bei Patienten mit akutem Ko-

ronarsyndrom deutet darauf hin, dass FAPα im Rahmen eines kardiovaskulären Ereig-

nisses herabreguliert wird und diese Herabregulation längerfristige Konsequenzen ha-

ben könnte. Ob hierbei der Pathomechanismus  durch das erniedrigte FAPα selbst regu-

liert wird, oder ob dessen Expression nur sekundär reduziert wird, ist nicht geklärt. Be-

merkenswert ist in diesem Zusammenhang eine kürzlich erschienene Arbeit von 

Javidroozi et al., die in ihrer Studie eine Reduktion der FAPα-Serumspiegel bei einem 

Patientenkollektiv mit malignen Grunderkrankungen im Vergleich zur gesunden Kont-

rollgruppe sowie eine  inverse Korrelation der Serumspiegel mit dem Überleben der 

Patienten zeigen konnten 
143

.  
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Diese Beobachtungen stehen allerdings im Gegensatz zur bisher untersuchten FAPα-

Expression im Herzen nach Myokardinfarkt, wo eine deutliche FAPα-Überexpression 

nachgewiesen werden konnte 
53

. Insofern scheint das FAPα im Plasma mit dem FAPα 

im Gewebe nicht direkt in Verbindung zu stehen. Daher sollte die Frage geklärt werden, 

wodurch bei ACS-Patienten die im Vergleich zur Blutspendergruppe erniedrigten 

FAPα-Konzentrationen im Plasma entstanden sein könnten. Eine iatrogen herbeigeführ-

te FAPα-Konzentrationsminderung, zum Beispiel durch eine medikamentöse Interven-

tion bei den ACS-Patienten, kann hier nicht beiseite gelassen werden. So ist eine Inter-

aktion eines Medikaments mit FAPα selbst oder den Zellen, die dieses exprimieren, 

nicht auszuschließen, was in einer Reduktion des gemessenen FAPα im Plasma resultie-

ren könnte. Die gängigen Standardtherapeutika zur Behandlung der koronaren Herz-

krankheit scheinen jedoch keinen Einfluss auf die FAPα-Plasmaspiegel zu besitzen, da 

sich die Werte der Patienten mit stabiler KHK nicht von denen der Blutspendergruppe 

unterschieden. Auch zeigt die Korrelation niedriger FAPα-Spiegel zur Mortalität, zur 

Höhe des CRP und zum Rauchen in der ACS-Gruppe einen Effekt, der einen 

Pathomechanismus niedriger FAPα-Konzentrationen nahe legt.   

Dennoch bleibt auf Grund fehlender Daten die Frage offen, ob FAPα zunächst schon 

vor einem kardiovaskulären Ereignis, zum Beispiel als Marker einer schwerwiegenden 

Atherosklerose, erniedrigt war, oder ob es im Anschluss daran reaktiv zur Reduktion der 

FAPα-Plasmaspiegel kam.  

Die biologische Funktion von zirkulierendem FAPα/APCE bleibt weiter im Hinblick 

auf erniedrigte Spiegel nach kardiovaskulären Ereignissen oder als prognostischer Mar-

ker für zukünftige Ereignisse zu klären. Darüber hinaus bleibt die Herkunft des zirkulie-

renden FAPα/APCE offen. Zwar konnte gezeigt werden, dass dieses von aktivierten 

Fibroblasten synthetisiert wird und auch im Zellkulturüberstand nachweisbar ist, doch 

erklärt dies weder eine erhöhte FAPα-Konzentration in Gesunden noch erniedrigte 

Spiegel in ACS-Patienten. Zirkulierendes und gewebeexprimiertes FAPα scheinen nicht 

voneinander abhängig zu sein.  

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig im Hinblick auf den Signalweg zu Expres-

sion von FAPα gezeigt werden, dass die TGFβ1-induzierte FAPα-Expression Smad-3-

abhängig verläuft. Weiterhin wurde im Rahmen der Arbeit ein ELISA zur quantitativen 

Messung von humanem FAPα im Plasma etabliert. Durch Anwendung dieses ELISA 

konnte erstmalig die FAPα-Konzentrationen eines Kollektivs von Patienten mit akutem 
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Koronarsyndrom sowie einer gesunden Kontrollgruppe gemessen werden. Hier zeigte 

sich ein signifikanter Unterschied der FAPα-Konzentrationen zwischen den beiden 

Gruppen, weiterhin konnte eine Assoziation von erniedrigten FAPα-Werten mit einer 

erhöhten Mortalität beschrieben werden 
108

. 
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5. Zusammenfassung 

FAPα ist ein Membranglykoprotein mit Dipeptidyl-Peptidase- und Typ I Kollagenase-

Aktivität, das eine wichtige Rolle im Rahmen des Gewebeumbaus und der Angiogenese 

spielt. Die Expression von FAPα wurde für eine Reihe von Geweben gezeigt. So konnte 

bereits gezeigt werden, dass FAPα nach Myokardinfarkt auf humanen kardialen 

Fibroblasten (HCF) verstärkt exprimiert wird. Ausgehend von der Erkenntnis, dass eine 

im Blut zirkulierende Form von FAPα, APCE, gefunden wurde, sollte in der vorliegen-

den Arbeit eine mögliche Assoziation des in HCF exprimierten FAPα mit dem zirkulie-

renden APCE untersucht werden. Hierfür wurden ebenfalls die Signalwege, die zur In-

duktion von FAPα führen, näher untersucht.   

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das von humanen kar-

dialen Fibroblasten exprimierte FAPα ebenfalls im Zellkulturüberstand nachgewiesen 

werden kann. Wie bereits beschrieben führte eine Stimulation mit TGFβ1 zur Expressi-

on von FAPα. Diese ist abhängig von Smad-3 und konnte durch Zugabe des Inhibitors 

SB431542 blockiert werden. Auch Smad-2 scheint die FAPα-Expression zu beeinflus-

sen. Ein Effekt von EGR-1, CTGF und TNFα auf die FAPα-Expression konnte hinge-

gen nicht nachgewiesen werden. 

Darüber hinaus wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein ELISA zur Messung von 

humanem FAPα im Plasma erstmalig etabliert. In der Evaluation des ELISA wurden die 

Grenzwerte für die Detektion und Quantifizierung bestimmt, die Intra- und Intervariabi-

lität des ELISAs berechnet und die Linearität der Wiederfindung von humanem rekom-

binantem FAPα bewertet, sowie die Stabilität von FAPα nach mehrfachen Einfrier-

Auftau-Zyklen und nach der Lagerung bei verschiedenen Temperaturen evaluiert. Da 

hier nur kommerziell erwerbliche Materialien verwendet wurden, ist eine Anwendung 

durch Dritte leicht durchführbar. 

Es wurde weiterhin eine klinische Studie zur Messung der FAPα-Plasmaspiegel in 101 

gesunden Blutspendern und 407 Patienten mit akutem Koronarsyndrom (ACS) sowie 

von 25 Patienten mit stabiler koronarer Herzerkrankung (KHK) durchgeführt. Hierbei 

konnten erstmals Referenzwerte für zirkulierendes FAPα im Plasma beschrieben wer-

den. Die FAPα-Plasmaspiegel der gesunden Kontrollgruppe unterschieden sich nicht 

von denen der Patienten mit stabiler KHK. Bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom 

war die FAPα-Konzentration im Vergleich mit den FAPα-Plasmaspiegeln der Kontroll-
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gruppe hingegen signifikant erniedrigt. Auch zeigte sich bei den Patienten mit FAPα-

Spiegeln im kleinsten Quartil eine erhöhte Mortalität. Die biologische Funktion von 

FAPα bzw. dessen mögliche Pathophysiologie im Rahmen eines ACS sowie die mit 

niedrigen FAPα-Spiegeln assoziierte Mortalität sind noch unklar und bleiben Gegen-

stand der weiteren Forschung.  
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