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1 Einleitung

1.1 Epidemiologische Bedeutung kardiovaskularer Erkrankungen

Nach der internationalen Klassifikation von Krankheiten ICD-10 z&hlt die
koronare Herzkrankheit mit chronischer und akuter kardialer Ischamie neben
dem Schlaganfall und der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit zu den
haufigsten Manifestationen kardiovaskularer Erkrankungen. Obwohl ein
Ruckgang von Inzidenz und Mortalitit der koronaren Herzkrankheit in
Westeuropa und den USA gezeigt werden konnte, bleibt sie die
Haupttodesursache in Deutschland und weltweit™™*.

_ 38888 Chronisch ischamische Herzkrankheit
o sosmt ZEEE  Akuter Myokardinfarkt
oqmse 32490 Herzinsuffizienz

_ 13818 Bosartige Neubildung Bronchien/Lunge

_ 90845 Sonstige chronisch obstruktive Lungenkrankheit
EEE s Schlaganfall. nicht als Blutung/Infarkt bezeichnet
- 15181  Hypertensive Kerzkrankheit

B 580 Pneumonie, Erreger nicht naher bezeichnet

7468 Bosartige Neubildung der Brustdriise (Mamma)
Emannlich

I 52 Bosartige Neubildung des Dickdarmes = weiblich

Abbildung 1: Todesursachen in Deutschland 2010 in Zahlen (nach
Statistisches Bundesamt. Todesursachen in Deutschland 2010.
Gesundheit 2011; Fachserie 12 Reihe 4: 1).

In Deutschland konnte 2010 fast jeder zweite Todesfall (41,1 %) auf

kardiovaskulare Ursachen zurtickgefuhrt werden, weltweit waren sie fur mehr



als 20 % der Todesfélle verantwortlich, sowohl in L&ndern mit niedrigem oder
mittlerem als auch mit hohem Einkommensniveau®®. Daten der Framingham-
Heart-Studie konnten zeigen, dass 50 % aller Manner und 30 % aller Frauen im
mittleren Alter in den USA pradisponiert sind, an der koronaren Herzkrankheit
und ihren Folgen zu erkranken’. Dies wird in zunehmendem AusmaR auch
Auswirkungen auf den gesundheitsékonomischen Sektor haben. Mit 35,4 Mrd.
Euro oder 15,8 % Gesamtkostenanteil stand die Gruppe der kardiovaskularen
Erkrankungen bereits 2002 auf Platz eins der Krankheitskosten der einzelnen
Krankheitsklassen in Deutschland®. Kardiovaskuldre Erkrankungen werden
durch die Zunahme von Patienten mit Adipositas oder Diabetes Mellitus Typ 2
weiter an Bedeutung gewinnen®. Das beeindruckende epidemiologische und
gesundheitsbkonomische Ausmald dieser Erkrankung begrindet den Wunsch,
Pathophysiologie und Genese der Erkrankung grundlegend zu verstehen, um
gezielte spezifische Behandlungsmadglichkeiten definieren zu kénnen. Hierzu
gehoren die Detektion und Primarpravention kardiovaskularer Risikofaktoren
sowie die pharmakologische und interventionelle Sekundarpravention manifest
erkrankter Patienten. Das pathophysiologische Korrelat kardiovaskularer
Erkrankungen kann in der Atherosklerose gefunden werden™®.

1.2 Therapie der koronaren Herzkrankheit

Gemall den DGK-Leitlinien zur Behandlung der chronischen koronaren
Herzkrankheit'! stehen drei sich ergéanzende Therapieoptionen zur Verfiigung:

-die medikamenttse Therapie

-die chirurgische Therapie im Sinne einer koronaren Bypass-Operation
zur Uberbriickung stenosierender GefaRRabschnitte

-die perkutanen interventionellen Verfahren am Nativgefald, meist in

Form einer perkutanen Koronarintervention mit Stentimplantation (PCl).



1.2.1 Perkutane Koronarintervention

Andreas Gruntzig gelang am 16. September 1977 die erste Durchfihrung einer
perkutanen transluminalen Koronarangioplastie mittels Ballondilatation (PTCA)
mit Erfolg versprechendem Ergebnis*?. Die Methode konnte in den Folgejahren
modifiziert und optimiert werden und einen hohen Bedeutungszuwachs
verzeichnen. Neun Jahre nach der ersten Intervention durch Grintzig konnte
mit der Implantation von Bare-Metal-Stents (BMS) nach Ballonangioplastie die
erste  groBe  Verbesserung hinsichtlich  einer Reduzierung des
Restenosierungsprozesses post interventionem gefunden werden®**. Weitere
14 Jahre spéater gelang mit der Entwicklung von Medikamenten-beschichteten
Stents eine Herabsetzung der In-Stent-Restenoserate und damit eine
zusatzliche Optimierung der Methode®. Weitere Entwicklungen wie zum
Beispiel die Einfuhrung von Fuhrungsdrahten in Monorail-Technik, die
Beschichtung der Katheter mit Hydrogel zur verbesserten Gleitfahigkeit oder die
Miniaturisierung der Instrumente bei Flexibilitatszunahme verbesserten die
interventionellen Bedingungen in groRem Male, sodass die Zahl der
Koronarinterventionen im Herzkatheterlabor bis heute einen kontinuierlichen
Zuwachs verzeichnet - heute wird die Indikation zur perkutanen

Koronarintervention weitaus haufiger gestellt als die zur Bypass-Operation™®.

1.2.2 In-Stent Restenose

Die perkutanen Verfahren zur Revaskularisierung umfassen heute zu 80-90 %
eine Stentimplantation nach Ballondilatation, diese ist gem&R der aktuellen
Leitlinien einer reinen Ballonangioplastie (PTCA) vorzuziehen'’. Die
Begrindung hierfir liegt in der hoheren Restenoserate nach PTCA (31-42 %),
die hauptséchlich auf elastisches Recoiling und narbige
GefaRwandschrumpfung  zuriickgefiihrt werden kann®®.  Durch  Stent-
Implantation gelingt es, diesen zwei Prozessen entgegenzuwirken und dadurch
eine  Reduktion der Restenoserate zu erreichen: Randomisierte
Vergleichsstudien (STRESS, BENESTENT, BENESTENT Il) beschrieben eine
Reduzierung der Restenoserate auf 16-32 % nach Stentimplantation mit BMS

im Follow-Up****!°. Trotz Reduktion der Stenosierungsprozesse im Vergleich



zur PTCA stellt die In-Stent-Restenosierung weiterhin ein vorherrschendes
Problem der interventionellen Therapie dar. Sie ist weitestgehend Folge eines
Uberschiel3enden, entzindlichen Wachstumsprozesses nach
Gefallwandverletzung mit Intimahyperplasie und Lumenverlust, genannt

Neointimahyperplasie (siehe 1.6)"%°.

Durch die Einfihrung von mit
immunmodulierenden Medikamenten (Tacrolimus, Sirolimus, Paclitaxel)
beschichteten Stents [Drug-Eluting Stents (DES)] gelang es, diesem
inflammatorischen  Prozess entgegenzuwirken, konsekutiv sank die
Restenoserate auf unter 10%2%*2%, Problematisch in der DES-Therapie bleibt
allerdings der unspezifische, generell entzindungshemmende Ansatz, der eine
suffiziente Reendothelialisierung erschwert und eine erhdhte Stent-Thrombose-
Rate begunstigt. Dadurch erforderlich ist eine langere antithrombozytére
Therapie der mittels DES-gestenteten Patienten, die sich vor allem bei alteren
Patienten mit mehreren Komorbiditdten und damit verbunden hdherem
Blutungsrisiko nachteilig auswirkt. Winschenswert ware die Entwicklung eines
Pharmakons, das gezielt in den neointimalen Inflammationsprozess eingreift
und damit eine Reduktion der Stent-Thrombosierung bewirken kann. Dafir
muss ein umfassendes Verstandnis fur die Pathogenese der Neointimabildung
geschaffen werden. Eine grundlegende Rolle hierbei koénnte die
Chemokinrezeptor-vermittelte Monozyten-Gefal3-Interaktion post interventionem
spielen. Untersuchungen auf diesem Gebiet sollen die ursachlich wirkenden
molekularen Mechanismen im gestenteten Gefald klaren, sodass spezifische

therapeutische Targets zur Restenosepravention definiert werden kénnen.

1.3 Monozyten

Monozyten sind frei im Gefal3system zirkulierende Blutzellen leukozytaren
Ursprungs mit einem charakteristischen nierenférmigen Zellkern. Mit einer
GréfRe von bis zu 20 um sind humane Monozyten die grof3ten Zellen der
menschlichen  Leukozytenpopulation®*. Der Monozytenanteil an der
Gesamtleukozytenzahl betragt etwa 5-10 %?%. Als Teil des angeborenen

Immunsystems entspringen Monozyten der myeloischen Zellreihe des



Knochenmarks und reifen abhangig von spezifischen Wachstumsfaktoren
heran, die wichtigste Rolle scheint hierbei Macrophage-Colony stimulating
Factor (als synonyme Bezeichnung gelten M-CSF, CD115 oder Csf-1) zu
spielen®*. Hauptmerkmal der Monozyten ist ihre ausgepragte Plastizitat mit der
Fahigkeit, sich abhangig von unterschiedlichen Stimuli zu unterschiedlichen
mononukledren Zellen zu entwickeln. Nach einer Zirkulationsszeit von circa
einem bis drei Tagen? verlassen sie das GefaRsystem und differenzieren sich
mediatorabhéngig zu Makrophagen (via M-CSF) oder dendritischen Zellen (via
GM-CSF und IL-4)?"?8, Monozyten zahlen neben den Lymphozyten zu den
peripheren mononukleéren Zellen des blutbildenden Systems (PBMC). Neueste
Erkenntnisse widersprechen der bisherigen Annahme, Monozyten seien rein im
Blut befindliche stets zirkulierende Zellen. Swirski et. al. konnten im Mausmodell
zeigen, dass die Milz ein Reservoir an Monozyten vorhalt und damit als
Monozyten-Speicherorgan betrachtet werden kann?®.

1.3.1 Monozytenmarker

Das transmembranare  Glykoprotein CD14  gilt als  klassischer
Monozytenmarker. Zusammen mit MD-2 und TLR4 bildet CD14 den
transmembranaren Lipopolysaccharidrezeptor (LPS-Rezeptor) zur Erkennung
bakterieller Oberflachenproteine®. CD14 wird in hoher Anzahl von
Monozyten/Makrophagen auf der Zelloberflache exprimiert, Granulozyten
zeigen eine sehr geringe und andere Zellen des blutbildenden Systems keine
CD14-Expression®!, CD14 eignet sich somit zur Differenzierung von Monozyten
zu anderen Zellen des blutbildenden Systems. CD16 wurde als weiterer

Monozytenmarker einer bestimmten Monozyten-Subpopulation beschrieben®.

1.3.2 Heterogenitat

Entgegen urspringlicher Annahmen handelt es sich bei Monozyten um eine
Zellpopulation groRer Heterogenitat. Anhand ph&notypischer Merkmale wie der
Ausbildung spezifischer Oberflachenrezeptorprofile, der Zellgro3e oder der
Granularitat lassen sich zwei grol3e Subpopulationen unterscheiden,
Ubergangsformen zwischen diesen kommen vor. GemaR der von Ziegler-

Heitbrock et. al. 2010 vorgeschlagenen ,Nomenclature of blood monocytes®
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teilen sich die humanen Subpopulationen auf in klassische Monozyten mit
hoher CD14- und keiner CD16-Expression (CD14""CD16"), nicht-klassische
Monozyten mit geringer CD14 und hoher CD16—Expression (CD14"'CD16™)
und intermediare Monozyten (CD14""CD16"). Die humane
Monozytenpopulation besteht zu Uber 92 % aus klassischen Monozyten,
wahrend die nicht-klassischen Monozyten einen dementsprechend relativ
kleinen Anteil ausmachen®. Klassische Monozyten sind gréRer als nicht-
Klassische und zeigen eine hohere Granularitat®*. Im Mausmodell verhalt sich
die Verteilung klassisch zu nicht-klassisch in etwa 1:1*3, desweiteren finden sich
hier andere Oberflachenmarker: Ziegler-Heitbrock et. al. schlagen in ihrer
Nomenklatur vor, die Einteilung muriner Monozyten anhand der Marker
Grl/Ly6C fur CD14 und CDA43 fur CD16 in klassische und nicht-klassische
Monozyten zu treffen®>. Bei Gr1/Ly6C handelt es sich um murine Glykoproteine,
die an der Zelloberflaiche von Lymphozyten exprimiert werden®. Andere
Gruppen charakterisieren Mausmonozyten in zwei Gruppen anhand des
Grl/Ly6C — Profils (klassisch: Gr1/Ly6C"" nicht-klassisch: Gri/Ly6c") ohne
Beriicksichtigung von CD43%3%  Auch die Chemokinrezeptoren CCR2 und
CX3CR1 zeigen bei der Charakterisierung von murinen Monozytensubspezies
ein spezifisches Expressionsmuster, das in der Theorie mit dem Bewusstsein
Uber Limitationen dieses Vorgehens auf den Menschen Ubertragen wird — in der
Praxis bleibt das humane Expressionsmuster weitestgehend noch zu
untersuchen. Wahrend klassische Monozyten CCR2""CX3CR1""" exprimieren,
verhalten  sich  nichtklassische = Monozyten mit  Expression  von
CCR2™CX3CR1"" invers®**’, einige Gruppen beschreiben anstatt
CCR2™“CX3CR1"%" ein Expressionsmuster von CCR2 CX3CR1"" 2838 \yjje
beschrieben ist die Kongruenz von murinen und humanen Monozyten nicht
durchgéngig gegeben, weswegen Untersuchungen an der Maus zwar einen
modellhaften Einblick in die Plastizitat der Monozytenspezies gewahren
kénnen, jedoch durch weitere investigative Bemuhungen am humanen Modell
erganzt werden sollten. In der Pathophysiologie der Atherosklerose und
Neointimabildung konnten bei den morphologisch unterschiedlichen

Subpopulationen auch jeweils funktionelle Unterschiede beschrieben werden.
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Classical Nonclassical
5-15%
85-95 %
Human CD14lo
CD16+

CD14+
CD16-

CD115+
Gr-1hi
(Ly6C hi)

Mouse

Abbildung 2: Einteilung der Monozytensubpopulationen (nach Gautier EL,
Jakubzick C, Randolph G. Regulation oft he migration and survival of
monocyte subsets by chemokine receptors and ist relevance to
atherosclerosis. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2009; 29: 1412-1418).

1.3.3 Funktion von Monozyten im Immunsystem und in der Atherosklerose

Als zirkulierende Zellen besitzen Monozyten die Fahigkeit, auf einen
Entziindungsstimulus hin in inflammatorisches Gewebe einzuwandern. Im
subendothelialen Gewebe differenzieren sich Monozyten zu Makrophagen oder
dendritischen Zellen?”. Monozyten und ihre Differenzierungsformen sind
integrale Bestandteile des angeborenen Immunsystems und bilden das
mononukle&r-phagozytare System (MPS)**. Die Aufgaben des MPS umfassen
Phagozytose, Antigenprasentation und Immunmodulation. Die Phagozytose
steht am Anfang vieler Immunreaktionen und steht in engem Zusammenhang

mit der konsekutiv erfolgenden Antigenprasentation. Auf ihrer Oberflache tragen

12



Monozyten/ Makrophagen sogenannte ,Pattern recognition Receptors® (PRR)
zur Erkennung von exogenen und endogenen Pathogenen (pathogen-
associated molecular patterns, PAMPs und danger-associated molecular
patterns, DAMPs)*#. Zu den PRRs zahlen unter anderem der LPS-Rezeptor,
Toll-Like-Rezeptoren®** und Scavenger-Rezeptoren*. Nach Detektion eines
PAMPs/DAMPs kommt es rezeptorvermittelt zur Phagozytose des Pathogens.
Das ingestierte Material wird im Endolysosom deaktiviert* und exogene
Antigene  werden  mittels  proteolytischer  Fragmentspaltung  einer
Antigenprozessierung unterzogen. Die Présentation des prozessierten
Antigenepitops an der Makrophagenoberflache erfolgt via MHC-Klasse-Il—
Rezeptoren*’. Die Antigenprasentation bewirkt eine Stimulierung des
spezifischen Immunsystems via CD4*-T-Zellen mit konsekutiver Aktivierung der
spezifischen zellularen und humoralen Immunantwort®. Der Antigenerkennung
an den PRRs folgt eine Makrophagenaktivierung mit Produktion toxischer
Substanzen (Stickoxid (NO), Wasserstoffperoxid, Superoxidanionen) sowie
antimikrobieller Peptide und Enzymen zur direkten Pathogenelimination** und
eine  Ausschittung  proinflammatorischer  Substanzen  wie  reaktiver
Oxygenspezies (ROS), Komplementfaktoren, Prostaglandinen, Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), proteolytischen Enzymen und Zytokinen (IL-
6, IL-10, IL1 B, TNF- a)* zur Immunmodulation des angehenden
Entzindungsprozesses. Dies mindet in einer Reaktionskaskade, die sich selbst
verstarkt und die lokale unspezifische sowie die systemische spezifische
Immunantwort beeinflusst und reguliert. Die Aufgaben des Monozyten unter
homoostatischen Bedingungen sind unklar, diskutiert wird eine Rolle im
Erneuerungsprozess von Gewebsmakrophagen und dendritischen Zellen*,
aulRerdem konnten sie an der Abrdumung von Toxinen oder totem Zellmaterial
beteiligt sein®. Im murinen Atherosklerosemodell konnte den klassischen- und
nicht-klassischen Monozyten-Unterformen eine gewisse Funktionsspezifitat
nachgewiesen werden: Beide Subformen zeigen Migration in atherosklerotische
Lasionen, die klassischen Monozyten in weit héherem Ausmal3, weswegen
ihnen eine zentrale Rolle in der Entstehung der Atherosklerose zugesprochen

wird*®*%’.  Wahrend die klassischen Monozyten im  myokardialen
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Heilungsprozess nach Myokardinfarkt primar phagozytierende Aufgaben wie die
Abrdumung von Zelldebris oder Toxinen Ubernehmen und bereits in den ersten
Stunden auf einen inflammatorischen Stimulus hin ins Myokard migrieren,
finden sich nicht-klassischen Monozyten in spateren Entziindungsstadien (nach
funf bis sieben Tagen)*®. Neueste Studien beschreiben, dass hohe humane
klassische Monozytenspiegel als positiver Pradiktor fur zuklnftige
kardiovaskuléare Ereignisse herangezogen werden kénnen®. Dahingegen wird
nicht-klassischen Monozyten eine koordinierende Aufgabe bei der Angiogenese
und dem Gewebeneuaufbau zugeschrieben, damit scheinen sie einen
wesentlichen Anteil an der Wiederherstellung der Geweberegeneration
einzunehmen*®. Daher werden klassische Monozyten auch immer haufiger als
Linflammatorisch bezeichnet, wahrend nicht-klassische Monozyten auch als
,patroullierende” Monozyten benannt werden. Der Grund fir diese Bezeichnung
nicht-klassischer Monozyten liegt an ihrem Verhalten auf luminalem Endothel
kleiner GefalRe unabhangig von der Richtung des Blutstromes hin-und
herzuwandern, zu ,patroullieren®. Dies geschieht Adhéasionsmolekil-vermittelt
(LFA-1) und mittels CX3CR1. Die genaue Bedeutung dieses Prozesses ist noch
unklar, konnte aber bei der Initialisierung atherosklerotischer Plaques von

Bedeutung sein®®%.

Nicht-klassische Monozyten sind in der Lage, in
lymphatische und nicht-lymphatische Gewebe unter homdostatischen
Bedingungen einzutreten, sie werden in atherosklerotischen Plaques in weit
geringerer Anzahl gefunden als klassische Monozyten. Die Einwanderung in die
Plaques erfolgt CCR5-vermittelt, in den Plaques entwickeln sie eine CD11-
Expression, einem Marker fiir dendritische Zellen®. Interessanterweise fand
sich im humanen Modell ein Hinweis, dass nicht-klassische Monozyten, obwohl
sie atherosklerotische Plaques in wesentlich geringerem Ausmal} infiltrieren,
besonders wichtig fur den Cholesterintransport in Plaques unter stark

hyperlipidamischen Bedingungen sein kénnten?.
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1.4 Chemokine und Chemokinrezeptoren

Chemokine sind kleine (8-14 kDa), zytokinahnliche Moleklle, die durch
Interaktion mit G-Protein gekoppelten Rezeptoren (Chemokinrezeptoren)

chemotaktisch wirken®%°3,

1.4.1 Einteilung

Die Entdeckung erster Chemokine Ende der achtziger Jahre des 20.
Jahrhunderts stiel3 auf grolRes investigatives Interesse, sodass in den
Folgejahren zahlreiche neue Chemokine und Chemokinrezeptoren identifiziert
werden konnten. Heute sind ungefahr 50 humane Chemokine und 21
zugehérige Chemokinrezeptoren bekannt>*. Die Benennung der neu entdeckten
Proteine und Rezeptoren erfolgte zunéchst uneinheitlich. Diese
unsystematische Einteilung wurde 2000 von Rossi und Zlotnik Uberarbeitet,
anhand struktureller Merkmale konnte eine bis heute gultige systematische
Nomenklatur  gefunden werden®***. Die Einteilung der humanen
Chemokinsubklassen richtet sich dabei nach ihrer Aminosauresequenz.
Chemokine tragen insgesamt vier Cysteinreste (C). Das Verhaltnis des ersten
Cysteinrests am N-terminalen Ende zum Folgenden bestimmt die Einteilung in
4 distinkte Subtypen: Erstens, CC-Chemokine, die Cysteinreste liegen direkt
nebeneinander, zweitens CXC-Chemokine, ein anderer Aminosaurerest liegt
zwischen den zwei Cysteinresten, drittens ein CX3C-Chemokin mit drei
intermediaren Aminosaureresten, viertens C-Chemokine, diese besitzen keine
weiteren Cysteinreste. Zur weiteren Einteilung folgt ein ,L* (fur ,Ligand“) oder
ein ,R* zur Beschreibung des zugehérigen Rezeptors®. Chemokine liegen in
l6slicher Form vor, die einzige Ausnahme bildet CX3CL1, das in

membrangebundener sowie l8slicher Form vorliegen kann®®.
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Tabelle 1

CXC, CC, C und CX3C Chemokin-/ Chemokinrezeptorfamilien

CXC - Familie

CXCL1 CXCR2 > CXCR1 GROa/MGSAa GRO/KC? 4912-9q13
CXCL2 CXCR2 GROB/MGSAB GRO/KC? 4912-q13
CXCL3 CXCR2 GROY/MGSAy GRO/KC? 4912-9q13
CXCL4 Unknown PF4 PF4 4q12-q13
CXCL5 CXCR2 ENA-78 LIX? 4912-q13
CXCL6 CXCR1, CXCR2 GCP-2 Cxa-3 4912-9q13
CXCL7 CXCR2 NAP-2 Unknown 4q12-q13
CXCL8 CXCR1, CXCR2 IL-8 Unknown 4912-9q13
CXCL9 CXCR3 Mig Mig 4021.21
CXCL10 CXCR3 IP-10 IP-10 4021.21
CXCL11 CXCR3 I-TAC Unknown 4021.21
CXCL12 CXCR4 SDF1a/B8 SDF-1 10q11.1
CXCL13 CXCR5 BLC/BCA-1 BLC/BCA-2 4921
CXCL14 Unknown BRAK/bolekine BRAK Unknown
(CXCL15) Unknown Unknown Lungkine Unknown
C - Familie

XCL1 XCR1 Lymphotactin/SCM-1a/ATAC Lymphotactin 1923
XCL2 XCR1 SCM-1B Unknown 1923
CX3CL - Familie

CX3CL1 CX3CR1 Fraktalkin Neurotactin 16913
CC-Familie

CCL1 CCR8 1-309 TCA-3, P500 17q11.2
CCL2 CCR2 MCP-1/MCAF JE? 17q11.2
CCL3 CCR1, CCR5 MIP-10/LD78a MIP-1a 17g11.2
CCL4 CCR5 MIP-18 MIP-1B 17q11.2
CCL5 CCR1, CCR3,CCR5 RANTES RANTES 17g11.2
(CCL6) Unknown Unknown C10, MRP-1

CCL7 CCR1, CCR2,CCR3 MCP-3 MARC? 17q11.2
CCL8 CCR3 MCP2 MCP-2? 17g11.2
(CCL9/10) Unknown Unknown MRP-2, CCF18 MIP-1y

CCL11 CCR3 Eotaxin Eotaxin 17q11.2
(CCL12) CCR2 Unknown MCP-5 17q11.2
CCL13 CCR2, CCR3 MCP-4 Unknown 17g11.2
CCL14 CCR1 HCC-1 Unknown 17911.2
CCL15 CCR1, CCR3 HCC-2/Lkn/MIP-1d Unknown 17q11.2
CCL16 CCR1 HCC4-LEC LCC-1 17g11.2
CCL17 CCR4 TARC TARC 16q13
CCL18 Unknown DC-CK1/PARC AMAC-1 Unknown 17q11.2
CCL19 CCR7 MIP-3B/ELC/exodus-3 MIP3B/LARC/exodus-1 9p13
CCL20 CCR6 MIP-3B/LARC/exodus-3 MIP3a/LARC/exodus-1 20g33-937
CCL21 CCR7 6Ckine/SLC/exodus-2 6Ckine/SLC/exodus-2/TCA-49p13
CCL22 CCR4 MDC/STCP-1 ABCD-1 16q13
CCL23 CCR1 MPIF-1 Unknown 17g11.2
CCL24 CCR3 MPIF-2/Eotaxin-2 Unknown 7911.23
CCL25 CCR9 TECK TECK 19p13.2
CCL26 CCR3 Eotaxin-3 Unknown 7011.23
CCL27 CCR10' CRACKI/ILC ALP/CTACKI/ILC Eskine 9p13

Einteilung der Chemokine und Chemokinrezeptoren nach Zlotnik et al.
2000 (nach Zlotnik, A. & Yoshie, O. Chemokines: a new classification

system and their role in immunity. Immunity 12, 121-127 (2000)).
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Chemokinrezeptoren tragen sieben Transmembranhelices und werden an der
Zelloberflache exprimiert. Sie gehoren zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, Rezeptor-Liganden-Interaktion fuhrt Zu einer
Konformationsanderung des G-Proteins®’. Konsekutiv kommt es zur Aktivierung
intrazellularer Mediatoren wie Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase, Proteinkinase
B oder Phospholipase C wund damit zur Auslésung intrazellularer
Reaktionskaskaden, die die Chemokinwirkung vermitteln®. Die Bindung eines
Chemokins an einen Rezeptor ist nicht spezifisch, innerhalb der einzelnen
Subgruppen zeigen die meisten Chemokine beztglich ihres Bindungsverhaltens
eine gewisse Promiskuitat. Es fallt auf, dass Chemokine, die an die gleichen
Rezeptoren binden, auch auf demselben Chromosom lokalisiert sind (sog.
,Cluster-Chemokine®). Zum Beispiel sind CCL2, CCL7, CCL8, CCL12 und
CCL13 auf Chromosom 17g11.2 codiert, fur alle ist eine Bindungsffinitat
gegenuber CCR2 beschrieben. ,Nicht-Cluster-Chemokine haben eine
einzigartige chromosomale Lokalisation und zeigen sich nicht promiskuitiv in
ihrem Bindungsverhalten. Zu ihnen gehdrt zum Beispiel CX3CL1
(chromosomale Lokalisation 16g13) mit CX3CR1 und CXCL12 (10g11.1) mit
CXCR4. Lange Zeit galt CXCR4 als einziger Rezeptor fir CXCL12, Balabanian
et al konnten jedoch 2005 zeigen, dass mit CXCR7 ein weiterer CXCL12-
Rezeptor vorliegt®®. Dieser scheint keine klassischen chemotaktischen
Eigenschaften mit Leukozytenrekrutierung aufzuweisen, sondern als
Scavenger-Rezeptor an der Modulation des CXCL12-Gradienten beteiligt zu
sein®. Interessanterweise konnte weiterhin gezeigt werden, dass der als
ursprunglich wenig promiskuitiv geltende CXCR4-Rezeptor neben CXCL12 eine
Bindung mit dem Zytokin Migratory Inhibitory Factor (MIF) eingeht, das
strukturell nicht zu den Chemokinen gezahlt werden kann®!, aber durch die
CXCR4-Affinitat eine distinkte Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose und
der Neointimahyperplasie zu spielen scheint®®°?. Eine weitere Besonderheit des
CXCR4-Rezeptors liegt in seinem Aktivierungsverhalten; nach Ligand-
Rezeptor-Interaktion kommt es zur Rezeptor-Internalisierung mit konsekutiver
intrazellularer Signaltransduktion®®. Neben der strukturellen Einteilung ergibt

sich eine weitere, funktionelle Klassifikationsmoglichkeit der Chemokine in
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Jinflammatorische“ und ,homoostatische® Chemokine. Die inflammatorische
Spezies wird durch Zytokinsekretion (TNF, INFgamma), mikrobielle Faktoren
oder Trauma getriggert, durch die Abhangigkeit von Triggerfaktoren ist ihr
Vorkommen zeitlich begrenzt. Homoostatische Chemokine werden unabhangig
sezerniert und koordinieren  kontinuierlich die basal notwendigen

Migrationsschritte des Immunsystems>’.

1.4.2 Aufgaben

Chemokine und ihre Rezeptoren sind fur das Zusammenwirken und die
Funktion des Immunsystems von grundlegender Bedeutung. Sie regulieren die
gerichtete Migration naiver und reifer Leukozyten in inflammatorisch aktive
Gebiete, sie steuern T- und B-Zell-Reifung, sie beeinflussen die kontinuierliche
Erneuerung der primaren und sekundaren lymphatischen Organe und sie
steuern den Tropismus und das Homing von Leukozytensubpopulationen und
spielen dadurch eine elementare Rolle in der Initiierung und Potenzierung von
Immunantworten®°%8 Durch ihre Rolle im Immunsystem werden Chemokine
und ihre Rezeptoren Teil akuter und chronischer Inflammationsprozesse (zum
Beispiel Sepsis®, HIV®®, Atherosklerose®®) und tragen zur Pathogenese von
Autoimmunerkrankungen bei (zum Beispiel Psoriasis®’, rheumatoide Arthritis®®).
Auch in der Pathogenese maligner Erkrankungen, vornehmlich bei
Metastasierungsprozessen, spielen Chemokine eine grundlegende Rolle®®.
Chemokine und Chemokinrezeptoren spielen eine essentielle Rolle bei der
Einwanderung von Monozyten aus dem Blutstrom in periphere Gewebe®*. Die
Rolle der Chemokinrezeptoren CXCR4 (Liganden CXCL12, MIF) CX3CR1
(Ligand CX3CL1) und CCR2 (Liganden CCL2, CCL7, CCL8 und CCL13) bei
der gerichteten Migration humaner Monozyten aus dem Blutstrom sind Teil
dieser Arbeit. Dabei richtet sich der Fokus einerseits auf das
Chemokinrezeptorprofil humaner peripherer Monozyten unter
atherosklerotischen Grundbedingungen und andererseits auf die Dynamik
dieses Profils nach PCI, wenn der postinterventionelle Entziindungsstimulus

greift und die Neointimabildung beginnt. Im Folgenden sollen die bisher
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bekannten Funktionen dieser Chemokinrezeptoren in Interaktion mit peripheren
Monozyten in Atherosklerose und Neointimabildung kurz beleuchtet werden.

1.5 Atherosklerose

Atherosklerose ist eine wesentliche pathophysiologische Grundlage
kardiovaskularer Erkrankungen, die koronare Herzkrankheit ist definiert als die
Manifestation der Atherosklerose in den Koronargefal3en. Atherosklerotische
Lasionen (sog. Plaques) sind asymmetrische, fokal-vasale Intimaverdickungen
mit der Potenz zu Wachstum und Ruptur. Makrophagen, B-und T-Zellen finden
sich im Kern der atherosklerotischen Plaques. Umgeben sind sie von nicht-
ingestierten Fettpartikeln und nekrotisiertem Zellmaterial. Glattmuskulare Zellen
hypertrophieren und saumen den Plaguekern ein. Eine kollagenreiche Matrix

umgibt schlieRlich die duRerste Plaqueschicht®.

Adherence and aggregation Adherence and entry
of platelets of Leukocytes

Smooth-muscle migration T-cell activation

Foam-cell formation

Abbildung 3: Querschnitt durch ein Gefall mit atherosklerotischem
Plaque: im Zentrum sammeln sich Schaumzellen und T-Zellen, an der
Endotheloberflache adharieren Thrombozyten, Leukozyten migrieren ins
Plaque. (nach Ross, R. Atherosclerosis--an inflammatory disease. N Engl
J Med 340, 115-126 (1999)).
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Wahrend Atherosklerose in den Anfangsjahren kardiovaskularer Forschung
hauptsachlich als Folge eines vasalen Lipidakkumulationsprozesses verstanden
wurde, ist man sich heute einer wesentlich komplizierteren Pathogenese
bewusst: Nach aktuellem Stand der Forschung handelt es sich bei der
Atherosklerose um einen komplexen, hochspezifischen systemisch-
inflammatorischen Krankheitsprozess, der sich, wenn einmal begonnen, selbst

aufrecht erhalt und verstarkt im Sinne eines Circulus vitiosus®® .

1.5.1 Pathogenese

Nach aktuellem Erkenntnisstand steht die endotheliale Dysfunktion mit
konsekutiver Endothelaktivierung am Anfang des atherosklerotischen
Prozesses’’. Als luminale GefaRbarriere sind an das Endothel substantiell
regulatorische Aufgaben gestellt, dazu gehoéren die Kontrolle von
Zelladhasionsmechanismen zur Leukozytenrekrutierung, die Gewahrleistung
selektiver Permeabilitit sowie die Regulation des Hamostase-Thrombolyse-
Gleichgewichts und der GefalRweite. Um diesen Aufgaben gerecht zu werden,
reguliert gesundes Endothel die Sekretion und Bereitstellung endothelialer und
subendothelialer Faktoren und Komponenten im Sinne eines Gleichgewichts.
Zu den genannten Faktoren gehoren Leukozytenadhasionsmolekile (Integrine,
Selektine, Chemokine), Vasodilatatoren (NO, Bradykinin, Prostacyclin),
Vasokonstriktoren (Endothelin, Angiotensin 2), Platichenaggregationsinhibitoren
(NO, Prostacyclin), Radikalfanger und Antioxidantien (NO, Makrophagen)’*’2.
Exogene und endogene Faktoren konnen dieses sensible Gleichgewicht
beeinflussen und die endotheliale Integritdt herabsetzen bis hin zum
Funktionsverlust. Diese Faktoren umfassen zum Beispiel inadaquate
Scherkrafte am Endothel, Freisetzung vasoaktiver Substanzen (Angiotensin 2),
ein UbermaR an oxidiertem LDL-Cholesterin (oxLDL) und freie Radikale. Diese
schadigenden Faktoren stehen in Zusammenhang mit den sogenannten
kardiovaskularen Risikofaktoren: Zu den wichtigsten kardiovaskularen
Risikofaktoren zéhlen neben Alter und Geschlecht Adipositas, arterielle
Hypertonie, Diabetes Mellitus, Hyperlipiddmie (Gesamt-Cholesterin, LDL-
Cholesterin), Nikotinabusus, und genetische Pradisposition®"3. Befindet sich

20



das Endothel im Ungleichgewicht, lagern sich Thrombozyten an und schitten
Adhasionsproteine (Fibrinogen, P-Selectin, VWF) und proinflammatorische
Substanzen (CXCL12, CCL5, IL1B, CD40L) aus. Zytokine wie IL13 oder CD40L
bewirken die endotheliale Exprimierung von Integrinen zur Leukozytenadhasion
(VCAM-1, ICAM-1) und die Ausschittung beziehungsweise Expression von
Chemokinen wie CCL2 oder CX3CL1"*". Dies fiihrt zur Leukozytenmigration
nach subendothelial. Monozyten treten M-CSF vermittelt in den Plaque ein und
differenzieren  sich zu  Makrophagen.  Scavenger-Rezeptor-vermittelt
phagozytieren sie oxLDL, Endotoxine und Zelldetritus. Die extrazellularen Toll-
Like-Rezeptoren (TLR2, TLR4) vermitteln eine Makrophagen-Aktivierung, diese
schitten daraufhin proinflammatorische Substanzen (IL13, IL6, IL8, CCL2)
aus®. Sie werden zu fettingestierenden Schaumzellen, um schlieRlich
abzusterben®. Mit den Monozyten wandern B-und T-Zellen ein, dabei ist das
Verhalten der Lymphozytenpopulation in der Atherogenese heterogen und nicht
abschlieBend geklart: aktuelle Studien weisen auf ein uneinheitliches Verhalten
der B-Zell-Subpopulationen  mit  protektiven sowie aggravierenden
Mechanismen hin®*®. Durch Ausschiittung von Zytokinen (INFy, TNF, IL-1)
kommt es zur weiteren Aktivierung glattmuskuléarer und endothelialer Zellen (IL-
6, IL-1)*® und damit letztich zur Progression des atherosklerotischen
Prozesses®®, hierbei scheinen vornehmlich Thil-Zellen beteiligt zu sein,
wahrend Th2-Zellen durch Ausschittung von TGF und IL-10 ein hemmender
Einfluss zugesprochen wird’®. Der urspriingliche Versuch des GefaRes, die
Homoostase wieder herzustellen, mindet in einer Entziindungsreaktion, die die
Ausschattung weiterer inflammatorischer Substanzen aus dem Endothel, aus
adharierten Thrombozyten und aus immunkompetenten Zellen bedingt. Damit
dienen die immunologischen Mechanismen zu Beginn zwar der
Wiederherstellung des endothelialen Gleichgewichts, fuhren aber letztlich zur

Selbstverstarkung und Aggravierung des Gesamtprozesses.

1.5.2 Monozytenmigration in der Atherosklerose

Die Rekrutierung von Monozyten und deren Transformation zu Makrophagen
stellt einen essentiellen Teil des atherogenetischen Prozesses dar. Die initiale
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Bindung des Monozyten ans aktivierte Endothel fuhrt zu einer Abschwéachung
seiner Flussgeschwindigkeit und wird als ,Rolling“ bezeichnet. Chemokine, die
vom Endothel, glattmuskuldren Zellen und Thrombozyten auf entzindliche
Stimuli hin (Zytokine, Scherkrafte, oxLDL) sezerniert werden®, induzieren tiber
monozytare Chemokinrezeptoren eine feste Bindung des Monozyten ans
Endothel (,Activation® und ,Arrest’) und steuern die Transmigration und
Chemotaxis zum Plaque®. Vermittelt werden die Adhasionschritte auf
struktureller Ebene durch Integrine und Selektine [L-Selektin, VLA4,LFA-1,
PSGL-1 (monozytare Domane) und ICAM-1, VCAM-1, E-Selektin, P-Selektin,
(Endotheloberflache, Plattchen)?®®"" 8] sowie durch Chemokinrezeptoren wie
zum Beispiel CCR2, CX3CR1 und CXCR4 und CCR5 mit seinen Liganden
CCL5, CCL1 und CCL3%. CCRS5 scheint eine zentrale Funktion vor allem in der
Progression fortgeschrittener Plaques einzunehmen, CCR5 wird auf Monozyten
exprimiert und vermittelt CCL5-abhangig den Monozyten-,Arrest® am
atherosklerotisch  geschadigten Endothel sowie die Diapedese ins
Subendothel®®’®. Weiterhin wird dem Ligand/Rezeptorpaar CCL5/CCR5 eine
wichtige Rolle in der Monozytenrekrutierung der Neointimagenese
zugesprochen. CCL5 wird nach Gefallverletzung durch Thrombozyten
freigesetzt und auf Endothelzellen und glatten Muskelzellen exprimiert, eine
Antagonisiserung oder ein Knockout der CCL5/CCR5-Achse fuhrt zur
deutlichen Abnahme der Neointimagenese und Makrophageninfiltration’®®*. Als
beriihmteste Rolle von CCR5 gilt sicherlich seine Funktion als HIV-Korezeptor
beim Virus-Entry in T-Helferzellen®2. Um dem methodischen Umfang gerecht zu
werden, wurde die Rolle von CCR5 in dieser Arbeit nicht untersucht, wegen
seiner essentiellen Rolle in der Atherosklerose und der Neointimagenese ware
eine weitere Untersuchung von CCRS5 in Folgestudien jedoch als hochst

interessant einzuordnen.

1.5.3 CXCR4, CX3CR1, CCR2 und Atherosklerose

Nach dem aktuellen Stand der Forschung nehmen die Chemokinrezeptoren
CXCR4, CX3CR1 und CCR2 mit ihren Liganden eine zentrale Rolle in der
Zellrekrutierung in Atherogenese und Neointimabildung ein, wobei die genauen
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Zusammenhange und Mechanismen noch weitgehend unbekannt sind. Im
atherosklerotischen Mausmodell fuihrt eine Defizienz von CCR2 oder CX3CR1
zur deutlichen Reduktion atherosklerotischer Plaques®®°, Menschen mit einem
Polymorphismus fir CX3CR1 zeigen eine deutliche Abnahme des
kardiovaskuldren Risikos®®. Die CCR2/CCL2-Achse scheint eine zentrale
Rolle bei der Rekrutierung klassischer Monozyten aus dem Knochenmark zu
atherosklerotisch geschadigtem Endothel einzunehmen. Dort ist flr
CCR2/CCL2 bei der Monozyten-Transmigration eine regulatorische,
proatherogenetische ~ Wirkung  beschrieben®3*%  CX3CL1 wird auf
atherosklerotisch geschadigten Endothelzellen, glatten Muskelzellen und
Schaumzellen muriner und humaner Dignitat gefunden, nicht aber in gesundem
Gewebe. Fur CX3CL1 ist eine direkte Wirkung als Adhasionsmolekil am
Endothel beschrieben, seine Eigenschaft, in membrangebundener Form
vorzuliegen, scheint dafiir zu pradisponieren®. Neueste Erkenntnisse konnten
in vivo eine Monozyten-Endothelbindung iiber monozytiares CX3CR1 zeigen®.
Die CX3CR1/CX3CL1-Interaktion am Monozyten scheint weiterhin essentiell fur
das Uberleben im Subendothel sowie fir die Differenzierung zu Makrophagen
in atherosklerotischen Plaques zu sein®*. Klassische, CCR2""CX3CR1""
exprimierende  Monozyten werden in einer grol3eren Anzahl in
atherosklerotische Plaques rekrutiert als nichtklassische, CCR2'°YCX3CR1""
exprimierende Monozyten®. Nicht klassische Monozyten differenzieren sich in
Plaques haufiger zu CD1lc-positiven Zellen®. Das Patroullieren nicht-
klassischer Monozyten auf dem Endothel ist CX3CR1-abhangig®.
Interessanterweise zeigt sich der Eintritt klassischer Monozyten ins
Subendothel neben CCR2- und CCR5- auch CX3CR1-abhéngig, wahrend der
Eintritt nicht-klassischer Monozyten nicht CX3CR1-abhéngig sondern CCR5-
abhangig zu sein scheint®™®®. Die Bedeutung von CXCL12/CXCR4 in der
Atherosklerose wird kontrovers diskutiert. Wahrend einige Gruppen von einer
atheroprotektiven Wirkung ausgehen®*%*, legen Ergebnisse anderer Gruppen
eine proinflammatorische Rolle nahe®. Interessanterweise ist die CXCRA4-
Expression auf Monozyten erniedrigt bei Patienten mit Angina Pectoris

verglichen mit Gesunden®, dabei ist CXCL12 stark exprimiert auf
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Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Makrophagen des atherosklerotischen
Plaques im Vergleich zum Gesunden®®. Auch MIF als atypischem
Chemokinrezeptorliganden wird eine Rolle in der Leukozytenrekrutierung via
CXCR4 zugesprochen, die MIF-Hochregulation auf Endothelzellen und glatten
Muskelzellen erfolgt dabei interessanterweise CCL2-abhangig sowie durch
oxLDL™.

1.6 Neointima

Neointima bezeichnet das Gewebe, das sich an der Stelle mechanischer
Gefallverletzung wie Dbeispielsweise nach  Stentimplantation bildet.
Neointimahyperplasie nach Stenting stellt die pathophysiologische Grundlage
der In-Stent-Restenose dar. Sie ist Folge eines ungewollten, Uberschiel3enden
Inflammationsprozesses, der sich, ahnlich der Atherosklerose, im Sinne eines
kaskadenartigen, autokrinen und parakrinen Stimulationsprozess selbst
verstarkt und aufrecht erhalt. Neointimahyperplasie kommt nach jeder
Stentimplantation vor, sodass nach jeder PCI die Potenz zur Restenosierung

gegeben ist®%.
1.6.1 Pathogenese

Die molekularen Zusammenhange in der Neointimagenese sind weit weniger
eingehend erforscht als in der Atherogenese. Die chemokinabhangige
Zellrekrutierung scheint auch hier malf3geblich an der Progression des
inflammatorischen Prozesses beteiligt zu sein. Die Chemokinrezeptoren
CXCR4, CCR2 und CX3CR1l scheinen alle zu dieser Aggravation der
UberschieRenden Immunantwort beizutragen, wobei die exakten Mechanismen
und Zusammenhange noch genauer untersucht werden missen. Schober und
Weber unterscheiden in der Neointimabildung eine akute und eine chronische
Phase®®. Die Akutphase umfasst die ersten 24 Stunden nach Stentimplantation.
Direkt post Interventionem kommt es zur Endotheldenudation mit Exposition
extrazellularer Matrix und konsekutiver Plattchenadhésion [via GP1ba an VWF,

GPIV an Kollagen (initial) und via GPIV-Signalling mit Integrinaktivierung (fest)]
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sowie zur massiven Apoptose glattmuskularer Zellen (SMC) im Intimabereich®”.
Ahnlich der Initialphase der Atherogenese folgt der akuten GefaRverletzung
eine Leukozytenrekrutierung mafigeblich monozytarer Zellen. Deren initiale
Bindung erfolgt nicht, wie in der Atherosklerose, an aktiviertes Endothel,
sondern an die ans Subendothel adharierten und aktivierten Thrombozyten®.
Das Monozyten-Rolling wird dabei uber thrombozytares P-Selectin und
monozytares PSGL-1 vermittelt. Fur die weiteren Schritte  der
Monozytenrekrutierung wie Aktivierung, Arrest, und Transmigration ins
Subendothel sind Chemokine von zentraler Bedeutung. Klassische
Bindungsproteine wie VCAM-1, VLA-1, LFA-1, die in der Monozytenrekrutierung
in der Atherogenese als Hauptakteure dienen, scheinen in der Akutphase der
Neointimagenese keine Rolle zu spielen. Thrombozytares CCL2 nimmt eine
Schlisselrolle in  der Initierung der festen Bindung an den CCR2-
exprimierenden Monozyten ein [via Mac-1 (monozytare Domé&ne) und GP1lba
sowie JAM-3 (thrombozytdre Domé&ne)]®?, dabei wird CCL2 nach
Gefallverletzung innerhalb von vier Stunden auf Plattchen und SMC
hochreguliert und féllt nach drei bis vier Tagen wieder auf die
Basiskonzentration ab®®. Da CCL2 stimulierend auf die Rekrutierung
endothelialer Progenitorzellen wirkt, kénnte diesem Chemokin ein zumindest

teilweise gefalprotektiver Effekt zugeschrieben werden®.
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Abbildung 4. Akutphase der Neointimagenese. Die
Monozyteneinwanderung ist CCR2-abhangig, CCL2 wird auf Plattchen
exprimiert. (nach Schober, A. & Weber, C. Mechanisms of monocyte
recruitment in vascular repair after injury. Antioxid Redox Signal 7, 1249-
1257 (2005)).

Nach etwa 24 Stunden beginnt die chronische Phase der Neointimagenese®
Sie ist charakterisiert durch Akkumulation glatter Muskelzellen, chronische
Monozytenrekrutierung und Reendothelialisiserung der GefaRlasion®?. Die
Monozytenrekrutierung findet in der chronischen Phase nicht thrombozytéar
vermittelt, sondern SMC- und Endothelzell-abhangig statt®’. Neointimale SMCs
tragen durch dbermé&Rige Proliferation zum Restenosierungsprozess bei. Sie
scheinen aus Knochenmarks-Progenitorzellen zu stammen und werden
CXCR4/CXCL12-abhangig rekrutiert®”. Monozyten differenzieren sich im
Subendothel MIF-abhangig zu Makrophagen und unterhalten die SMC-
Proliferation durch Ausschiittung von Zytokinen wie TGF-B, IL-1B, IL-8, TNFa®?.
Wahrend die Bedeutung der CXCL12/CXCR4-Achse in der Atherogenese
kontrovers diskutiert wird, scheint der Achse in der Neointimagenese demnach
eine aggravierende Eigenschaft zugesprochen werden zu kdnnen. Dies basiert

nach aktuellem Stand der Forschung mal3geblich auf der CXCL12-abhangigen
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SMC-Rekrutierung”®°. Nach aktuellem Stand der Forschung steigen die
CXCL12-Plasmalevel innerhalb eines Tages nach Gefal3verletzung signifikant
an®, und auch MIF zeigt sich stark exprimiert auf Makrophagen und
Endothelzellen neointimaler L&sionen®, dies spricht fir eine grundlegende
Rolle der Liganden und korresponidierender Rezeptoren in der chronischen
Neointimagenese. Wahrend auf die proinflmmatorische Funktion der
CX3CL1/CX3CR1-Achse in der Atherogenese bereits einige Studien hindeuten
konnten®81%  pesteht zur Definition der Achsenfunktion wahrend der
Neointimagenese noch deutlicher Forschungsbedarf. Ergebnisse genetischer
Studien sowie Experimente am Knock-out-Modell deuten auf eine grundlegende
Bedeutung der Achse in der Neointimagenese hin'®'%2. Molekularbiologische
Tierstudien legen eine vornehmliche Bedeutung von CX3CR1/CX3CL1 im
chronischen Inflammationsprozess der Neointimahyperplasie nahe: Gezeigt
wurde, dass CX3CL1 auf Zytokinstimulus hin ( INFy, TNFa) auf neointimalen
SMCs® und Endothelzellen®’ exprimiert wird. Diese Exprimierung erfolgt nach
der Akutphase und scheint die chronische CX3CR1-abhangige
Monozytenrekrutierung unter gestdrten Reendothelialisierungsverhaltnissen zu

begiinstigen®.
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Im Rahmen dieser Dissertation sollen daher folgende Fragestellungen

untersucht werden:

Inwiefern unterscheidet sich das CXCR4-, CX3CR1l- und CCR2-
Oberflachenprofil auf peripheren humanen Monozyten vor und 24 Stunden nach

perkutaner Koronarintervention mit Stentimplantation?

Inwiefern steht das CXCR4-, CX3CR1- und CCR2-Oberflachenprofil vor und
nach perkutaner Koronarintervention mit Stentimplantation auf peripheren
humanen Monozyten im Zusammenhang mit Patienteneigenschaften wie dem
kardiovaskluaren Risikoprofil, der medizinischen Vorgeschichte oder

laborchemischen Parametern?

Bestent eine Korrelation zwischen Patienteneigenschaften wie dem
kardiovaskularen Risikoprofil, der medizinischen Vorgeschichte oder

laborchemischen Parametern?
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

2.1.1 Patientenkollektiv

Die Studie erfolgte bei 31 Patienten, die im Zeitraum zwischen Februar und
August 2010 eine elektive, perkutane  Koronarintervention am
Universitatsklinikum Wirzburg erhielten. Im Rahmen dieser
Koronarangiographie wurde bei dem genannten Patientenkollektiv eine
signifikante oder kritische Stenose in mindestens einem Herzkranzgefafd
erkannt und durch eine Ballonkatheterdilatation sowie nachfolgender
Stentimplantation (PCI) im betroffenen Bereich behandelt. Die Studie wurde
nach den Prinzipien der Deklaration von Helsinki 2008 und den Regularien der
Ethik-Kommission Wiurzburg durchgefuhrt. Die Patienten wurden Uber den
wissenschaftlichen Hintergrund der Blutentnahme aufgeklart und erklarten sich
einverstanden, an der Studie teilzunehmen, die Blutentnahme erfolgte im

Rahmen regelméaRiger Routinekontrollen.

2.2 Gewinnung mononuklearer Zellen

2.2.1 Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte vor der geplanten elektiven Koronarintervention nach
Einverstandnis des Patienten sowie am Folgetag nach PCI. Es wurden je 15 ml
EDTA-Vollblut abgenommen.

2.2.2 Ficoll-Gradient mit Erylyse

Die Separation peripherer mononukleérer Zellen (PBMC) von Erythrozyten,
Thrombozyten und Granulozyten kann durch eine isopyknische Zentrifugation
mittels Ficoll-Gradienten erreicht werden. Ficoll hat als Polysaccharidlésung mit
einer Dichte von 1,077 g/cm® die Eigenschaft, die unterschiedlich dichten

Zellpopulationen peripheren Blutes in Phasen zu trennen. Wahrend
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Erythrozyten aufgrund ihrer htheren Dichte (Dichtebereich 1,090-1,110 g/cm?®)
die Ficollphase passieren, dringen Granulozyten (Dichtebereich 1,075-1,096
g/cm®) in sie ein und verbleiben in ihr. Mononukledren Zellen (mittlere Dichte
1,065 g/cm®) ist ein Eindringen in die Ficollphase aufgrund ihrer geringen Dichte
nicht moglich und sie verbleiben als Interphase zwischen Plasma (mittlere
Dichte 1,026 g/cm?®) und Ficoll 7/103104,

——t—— Vollblut in PBS

~—f— Serum
Zentrifugation [l H-4—— PBMC
—_—m—
—t— Ficoll
Granulozyten
—1— Ficoll

Erythrozyten

N

Abbildung 5: Ficoll-Dichtegradient vor und nach Zentrifugation, zu sehen
ist die charakteristische Schichtbildung, die eine Separation der PBMC
ermaoglicht.

Die Gewinnung der mononukledren Zellen fand unter der Clean Bench statt.
12,5 ml des vom Patienten gewonnenen Vollblutes in EDTA wurden mit sterilem
PBS (PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland) im Verhdltnis 1:1 verdinnt und
auf 20 ml Ficoll (PAA, Pasching, Osterreich) vorsichtig, ohne jegliche Mischung
der beiden LOsungen, aufgetragen. Es folgte ein Zentrifugationsschritt mit 900
G, 35 Minuten, 20°C, ohne Bremse oder Beschleunigung. Alle
Zentrifugationsschritte dieser Arbeit erfolgten an einer Eppendorf-Zentrifuge
5810 R (Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die Interphase wurde
abgenommen, in ein 50 ml Blue Cap (Greiner Bio One, Frickenhausen,
Deutschland) dberfihrt und mit Hanks-Puffer [Hanks balanced salt solution (
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Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA), 1% FCS (Gibco, Eggenstein,
Deutschland) 2mM EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); 4°C] auf 50 ml
aufgefullt. AnschlieRend wurde die Probe zentrifugiert (200 G, 20°C, 10
Minuten, keine Bremse oder Beschleunigung) und der Uberstand abgesaugt.
Zum Absaugen des Uberstandes wurde hier sowie nach allen folgenden
Waschschritten eine Vakuumpumpe genutzt. Das beim Zentrifugieren
entstandene Pellet wurde in 1 ml Hanks-Puffer resuspendiert und zur Erylyse
mit 1 ml Red blood cell lysis solution (Miltenyi, Bergisch-Gladbach,
Deutschland) in 9 ml Aqua ad injectabila (Serag-Wiessner, Naila, Deutschland)
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Inkubation wurde mit Hanks-
Puffer auf 50 ml aufgefillt und zentrifugiert (300 G, 4C, 10 Minuten, volle
Bremse und Beschleunigung). Der Uberstand wurde abgesaugt, mit 10 ml

Hanks-Puffer resuspendiert und der weiteren Analytik hinzugefuhrt.

2.3 Durchflusszytometrie

2.3.1 Allgemeines

Bei der Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) handelt es sich um eine in den
sechziger Jahren entwickelte Methode, die es ermdglicht, Zellpopulationen oder
Einzelzellen nach bestimmten Eigenschaften zu charakterisieren'®. Bei einem
kontinuierlichen Zellfluss ist es im Durchflusszytometer moglich, mittels eines in
verschiedenen Wellenbereichen emmitierenden Lasers sowie konsekutiv
angeordneten, detektierenden Photodioden Zellpopulationen zZu
charakterisieren. Im Forewards Scatter (Vorwartsstreulicht, FSC) wird die
ZellgréRe bestimmt, wahrend im Sidewards Scatter (Seitwartsstreulicht, SSC)
die Granularitat der Zellen detektiert wird. Dies beruht auf dem Prinzip, dass
sich die Lichtbeugung/ Lichtreflexion des vom Laser ausgesandten Lichts
jeweils proportional zur ZellgréRe/ Zellgranularitdt verhalt. Der hierzu
verwendetet Laser arbeitet im Wellenbereich von 488 nm. FSC und SSC eignen
sich, um unterschiedliche Zellpopulationen zunachst nur anhand ihrer

Zellmorphologie zu unterscheiden (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Density-Plot nach PBMC-Zytometrie, aufgetragen nach FSC
und SSC. Es zeigt sich eine typische Morpholgie nach Ficoll-Gradient der
PBMC. Anhand FSC und SSC lasst sich nach morphologischen Kriterien
zwischen der ,kleineren* Lymphozyten und ,groBeren‘ sowie
,granulierteren‘ Monozytenpopulation unterscheiden. Es finden sich R1:
Monozytenpopulation; R2: Lymphozytenpopulation.

Neben der Charakterisierung morphologischer Merkmale der Zellpopulation
durch das Vorwarts- und Seitwartsstreulicht erfolgte eine Untersuchuchung
bestimmter Oberflachenrezeptoren von Monozyten mittels fluorochrom-
gelabelter Antikorper, die spezifisch an einen Oberflachenrezeptor binden.
Typisch ist das Verhalten der Fluorochrome, ein spezifisches Emissions-/
Absorbtionsmuster zu zeigen. Nach Anregung durch Licht einer spezifischen
Wellenlange kann somit die jeweils spezifische Fluoreszenzemission von einer
Photodiode erfasst werden. Die durchflusszytometrische Untersuchung der
Chemokinrezeptorexpression auf der Monozytenoberflache erfolgte mittels
direkt gelabelter, spezifischer Antikérper gegen CD14, CCR2, CXCR4 und
CX3CRL1. Die jeweiligen Isotypenkontrollen wurden mitgefihrt. Der spezifische
Antikdrper zum Nachweis von CD14 mit seinem Isotypen IgG1 Negative Control
war FITC-gelabelt (ABD Serotec, Dusseldorf, Germany). Die Antikdrper gegen
CCR2 und CXCR4 waren APC-gelabelt, ebenso der korrespondierende Isotyp
IgG Isotype Control (R&D Systems, Minneapolis, USA). Der CX3CR1-
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Antikorper und der zugehdrige Isotyp 1gG2Bk Isotype Control waren Alexa647-
gelabelt (Biolegend, San Diego, USA).

FL-1 530130

ssc 488110 ?

585/42

661/16

Fluoreszenz-
Sammellinse

FL-3 |e70LP ’\
Blauer Laser F_lu.s 25 FSC
488 nm ' kammer —-. Diode
Roter Dioden- b 488/10
Laser ' .
~635 am Einstellinse

Abbildung 7: Das Absorptionsoptimum von FITC liegt mit 488 nm im
Bereich des blauen, das von APC und Alexa 647 mit 620-650 und 635 nm
im Bereich des roten Lichtspektrums. FITC hat ein Emissionsspektrum
von 500-575 nm (Messung in FL1), bei APC betragt das
Emissionsmaximum 660-670 nm, bei Alexa647 668 nm (Messung in FL4).
(nach BD FACSCalibur flow cytometer Instruction Manual, optical path
configuration, BD Online Database).

Es ergaben sich bezlglich der Fluoreszenz zwei wesentliche Parameter: die
mittlere  Fluoreszenzintensitst (MFI) und die Rezeptorpositivitat der
Gesamtzellpopulation. Die  mittlere  Fluoreszenzintensitat kann  als
,Leuchtstarke® der Fluoreszenzantikorper betrachtet werden und gilt damit als
Mal3 fur die Rezeptorexpression der zu detektierenden Oberflachenrezeptoren.

Die Rezeptorpositivitat ist Ausdruck des relativen Anteils Rezeptor-tragender
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Zellen an der Gesamtpopulation. Zur Kalibrierung der Einzelproben erfolgte
eine Relativierung der MFI/ Rezeptorpositivitat mittels Isotypenkontrolle.

2.3.2 Vorbereitung zur FACS-Farbung

Zellzahl bestimmen. Die in 10 ml Hanks-Puffer resuspendierten Zellen (2.2.2.)
wurden zur Vorbereitung der FACS-Messung mit Hilfe der Neubaur-
Zahlkammer (Precicolor HBG, Giessen-Lutzellinden, Deutschland) in den
groRen aufleren Quadranten ausgezahlt. Zur Quantifizierung der in Hanks
gelésten Zellen ergab sich folgende Gleichung: Gesamtzellzahl=Anzahl der
gezéhlten Zellen/4 (Mittelwert der Quadranten)*10
(Verduinnungsfaktor)*10000/ml (Kammerfaktor)*10mi (Volumen der
Zellsuspension). In einem 1 ml Safelock-Tube (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) wurden 25 pl der Zellsuspension in 100 pl Hanks-Puffer
suspendiert. Diese Losung wurde mit Trypanblau (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA) im Verhaltnis 1:1 verdinnt, davon wurden 10 pl auf die Neubaur-
Zahlkammer gegeben. Trypanblau farbt tote Zellen blau, lebende Zellen bleiben

ungefarbt!©®1%7

. Lebende Zellen, die sich im Gegensatz zu den toten, blau
gefarbten Zellen oder Zellschrott als ungefarbt und klar begrenzt darstellen,

wurden unter dem Lichtmikroskop bei 35-facher Vergréf3erung ausgezahlt.

Fc-Block. Antikdrper binden mit ihrer Fab-Doméne an spezifische Rezeptoren,
die Fc-Doméane bindet an Fc-Rezeptoren, die von Phagozyten als

Oberflachenproteine exprimiert werden 1%%1%,

Um ein durch Fc-Bindung
generiertes unspezifisches Signal in der Durchflusszytometrie zu reduzieren,
wurde ein Fc-Rezeptor-Block durchgefiihrt. Dazu wurde die Zellsuspension mit
FcR-blocking Medium (Miltenyi, Bergisch-Gladbach, Deutschland) inkubiert. Die
fur die FACS-Analyse bendétigte Zellmenge von 4,2 Millionen Zellen wurde aus
dem 50 ml Blue Cap in ein 15 ml Blue Cap Uberfuhrt und mit Hanks-Puffer auf
10 ml aufgefillt. Es erfolgte ein Waschschritt ( 300 G, 4°C, 10 Minuten, volle
Bremse und Beschleunigung).Der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet
wurde in 90 ul Hanks-Puffer resuspendiert und mit 10 ul Fc-blocking Medium
inkubiert (10 Minuten, 4°C). Nach Inkubation wurde die Losung in 14 mi

lauwarmem Facs-Puffer [500 ml PBS, 1% Glucose (Sigma-Aldrich, St. Louis,
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USA), 5% BSA Fraktion V (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); 4°C] gleichmaRig
verdunnt, in ein 50 ml Blue Cap uUberfuhrt und mit weiteren 14 ml Facs-Puffer
verdinnt, sodass sich in 28 ml FACS-Puffer 4,2 Millionen Zellen befanden. Je 2
ml der L6ésung wurden auf 14 FACS-Ro6rchen (BD biosciences, Franklin Lakes,
USA) verteilt, sodass sich in jedem R6hrchen 300.000 Zellen befanden. Es
erfolgte ein Waschschritt (300 G, 4°C, 10 Minuten, volle Bremse und
Beschleunigung), dann wurde vorsichtig ohne Alteration der Pellets der

Uberstand bis auf ca. 100 pl abgesaugt.
2.3.3 Farbung

Es erfolgte eine Einfach- sowie eine Doppelfarbung mit den unter 2.3.1
beschriebenen Antikdrpern mit jeweiliger Isotypenkontrolle. Es wurde eine
ungefarbte Leerprobe sowie eine mit Propidiumiodid (PI) (Miltenyi, Bergisch-
Gladbach, Deutschland) versetzte Probe mitgefiihrt. Pl interkaliert mit
Nukleinséduren in Zellen, deren Plasmamembranintegritdt durch apoptotische
oder nekrotische Prozesse beeintrachtigt ist und dient so als Farbstoff zur
Markierung toter Zellen in der Durchflusszytometrie. An Nukleinsauren
gebundenes PI zeigt ein Emissionsmaximum bei 608 nm %! Es wurden 6 pl
Pl 25 Minuten vor der durchflusszytometrischen Analyse in der daflr
vorgesehen Probe suspendiert.

Einfachfarbung. Es erfolgte die Zugabe von je 10 ul IsoAPC/ CCR2/ CXCR4-
Antikorper, 1,5 pl IsoAlexa/ CX3CR1-Antikérper und 1,5 pl IsoFitc/ CD14-
Antikorper in die dafir vorgesehen Rohrchen aus 2.3.2.2. Die Inkubation
erfolgte fur den FITC-gelabelten Antikdrper Uber 15 Minuten, fur die APC- und
Alexa-gelabelten Antikorper tber 35 Minuten. Nach der Inkubation wurden die
Proben mit 2 ml FACS-Puffer versetzt und bei 300 G, 4°C fur 10 Minuten
zentrifugiert, anschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig ohne Alteration der
Pellets bis auf ca. 100 pl abgesaugt.

Doppelfarbung. Zu mit IsoAPC-/ IsoAlexa- oder CCR2-/CXCR4-/CX3CR1-
Antikorper gefarbten Proben wurde in einem zweiten Inkubationsschritt je 1,5 pl
ISOFITC- oder CD14- Antikdrper hinzugegeben, es wurde 15 Minuten

lichtgeschuitzt bei 4°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Zugabe von 2 ml
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FACS-Puffer, danach wurde bei 300 G, 4°C fur 10 Minuten zentrifugiert und im
Anschluss der Uberstand ohne Alteration der Pellets bis auf ca. 100 pl
abgesaugt. Die zur Analyse vorbereiteten Zellen wurden in 600 ul FACS-Puffer
resuspendiert. Die Proben wurden bis zur FACS-Analyse lichtgeschitzt auf Eis

gelagert.

2.3.4 Durchflusszytometrische Messung

Die durchflusszytometrische Messung (FACS-Messung) erfolgte an einem
FACS-Kalibur (BD biosciences, Franklin Lakes, USA) bei mittlerer Flussrate.
Anhand der morphologischen Kriterien wurde um die Zielpopulation im
FSC/SSC-DotPlot ein Gate gesetzt, das zur besseren Identifizierung der Zellen
wahrend der Messung diente. Gemessen wurden die einfach und doppelt
gefarbten Proben mit Antikrpern gegen CD14, CCR2, CXCR4, CX3CR1,
CCR2/CD14, CXCR4/CD14, CX3CR1/CD14. Die genaue Kalibrierung der
Proben erfolgte durch Einstellung des Durchflusszytometers auf die
Leeraufnahme und die Isotypen. Die Isotypenwerte wurden so ausgerichtet,
dass sich eine mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von ca. 3-5 einstellte und
sich die gesamte Population abbildete. Der Endpunkt eines Messvorgangs

wurde bei 25.000 registrierten Counts definiert.

2.3.5 Auswertung der erhobenen Rohdaten

Die Auswertung der Rohdaten auf mittlere Fluoreszenzintensitat und
Rezeptorpositivitat der Monozytenpopulation, Leerwert und Lebend-Tot-
Diskrimination erfolgte mittels WinMDI2.9. Anhand morphologischer Merkmale
wurde im FSC/SSC-Densityplot um die Monozytenpopulation ein Gate gesetzt
(siehe Abbildung 6). Die durch das Gating als monozytar definierte
Zellpopulation wurde weiter auf mittlere Fluoreszenzintensitdt und Prozent

rezeptorpositiver Monozyten im Dotplot untersucht.
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2.4 Subgruppeneinteilung anhand patientenbezogener Daten

2.4.1 Individuelle Parameter

Individuelle Daten zu kardiovaskularem Risikoprofil (Alter, Geschlecht,
Adipositas (BMI230), bekannte Hyperlipiddmie, bekannte Erkrankung an
Diabetes mellitus Typ 2, Nikotinabusus, bekannte arterielle Hypertonie, positive
Familienanamnese fur kardiovaskulare  Erkrankungen), medizinischer
Vorgeschichte und zur Medikation bei Aufnahme wurden anamnestisch
erhoben und mit den Befunden aus den Entlassbriefen des aktuellen

stationaren Aufenthaltes in Kongruenz gebracht.

2.4.2 Hamatologische Parameter

Aus der in EDTA gepufferten Patientenblutprobe wurden 0,5 ml abpipettiert,
daraus wurde mit Hilfe eines Sysmex XT 2000iV (Sysmex Deutschland GmbH,
Norderstedt, Deutschland) maschinell ein Differentialblutbild fur jeden Patienten

erstellt. Die dabei erhobenen Messwerte gingen in die Auswertung mit ein.

2.4.3 Serumparameter

2.4.3.1 Lipidwerte und CRP

Im Rahmen des Routinelabors bei Aufnahme wurde das Lipidprofil (Gesamt-
Cholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin) der Patienten ermittelt sowie
der CRP-Wert bestimmt.

2.4.3.2 Gegenuberstellung aller erhobener Daten

Die Gegenuberstellung aller erhobener Daten erfolgte auf drei verschiedenen
Ebenen: Zunachst wurde die Dynamik der Chemokinrezeptor-Expression und —
Positivitat der Gesamtpopulation vor und nach PCI verglichen. Zum Zweiten
wurden Unterschiede der Rezeptordynamik verschiedener
Patientensubgruppen, die anhand der patientenbezogenen Datenerhebung
festgelegt wurden, analysiert. Zum Dritten wurden Korrelationen zwischen den

verschiedenen Patientensubgruppen detektiert.
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2.4.4 Statistik

Die Daten wurden mittels SPSS, Herstellerversion 18, statistisch ausgewertet
und werden im Folgenden, wenn nicht anders gekennzeichnet, als Median [IQR

25. Perzentil; 75. Perzentil] dargestellt.

Die Analyse der durchflusszytometrischen Ergebnisse wurde hierzu aufgrund
des Stichprobencharakters und der unter statistischen Gesichtspunkten eher
kleinen GruppengroRe der Studienpopulation mit einem nicht-parametrischen
Test fur verbundene Stichproben, dem Wilcoxon-Test, analysiert. Eine
orientierende Prufung moglicher Korrelationen unter den kardiovaskularen
Risikofaktoren und weiteren Merkmalen wie Alter, Angina pectoris, Z.n.
Myokardinfarkt wurde mittels Spearman Rank Test durchgefiihrt. Die einzelnen
Subgruppenanalysen bezogen auf die durchflusszytometrischen Ergebnisse
und die Ubrigen Laborergebnisse (Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin, HDL-
Cholesterin, Triglyzeride, CRP, z.B. Vergleich der MFI-Werte flr einen
bestimmten Chemokinrezeptor in der Gruppe der Patienten mit bekannter KHK
vs. Patienten ohne vorbekannte KHK) erfolgten mit einem nicht-parametrischen
Test fur unverbundene Stichproben, dem Mann-Whitney-U Test.

Als signifikant wurde jeweils ein p<0,05 gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der patientenbezogenen Datenanalyse

Untersucht wurden insgesamt 62 Vollblutproben von 31 Patienten, bei denen
elektiv eine PCI durchgefiihrt wurde. Der Grol3teil der Probanden (81 %) war
mannlichen Geschlechts, der Altersdurchschnitt betrug 72 Jahre. Der jlingste

Proband war 55, der alteste 85 Jahre alt.
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Abbildung 8: Alters-und Geschlechterverteilung der untersuchten
Population. Die Mehrheit der Probanden war mannlichen Geschlechts. Die
jungsten Patienten befanden sich in der funften Lebensdekade. Die
meisten Patienten befanden sich in der siebten Lebensdekade.

Ein grofRer Teil der Untersuchten war bereits kardiovaskular vorerkrankt.
Anamnestisch beschrieben rund die Halfte der Patienten (52 %) typische,
pectangindse Beschwerden. Bei Giber der Halfte der Patienten (61 %) war eine
KHK vorbekannt. Es ergab sich eine positive Korrelation zwischen
pectangindsen Beschwerden und vorbekannter KHK (p<0,05). Circa ein Viertel
der Probanden (26 %) hatte bereits einen Myokardinfarkt in der Vorgeschichte
erlitten. Entsprechend nahmen zum Zeitpunkt der stationaren Aufnahme Utber
die Halfte der Patienten regelmaRig Blocker des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (ACE-Hemmer, AT1-Hemmer) und Beta-Blocker ein (74 % und 68 %).
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Knapp die Halfte der Patienten (48 %) hatte sich bereits zu einem friheren
Zeitpunkt einer perkutanen Koronarintervention mit Stentimplantation
unterzogen. Nur ein Patient hatte keine kardiovaskularen Risikofaktoren. Zwei
der Patienten wiesen einen und neun der Patienten wiesen zwei
kardiovaskulare Risikofaktoren auf. Die Mehrheit der Patienten (61 %, n=19)
zeigte ein deutlich erhdhtes Risikoprofil mit drei oder mehr positiven
Risikofaktoren. Fast alle Probanden litten an Bluthochdruck (90 %). Rund ein
Drittel der Patienten konnte eine positive Familienanamnese bezlglich
kardiovaskularer Erkrankungen (32 %), eine Erkrankung an Diabetes mellitus
(35 %) oder einen Nikotinabusus (32 %) vorweisen. FUr Details und

Zusammenfassung siehe Abbildung 9 und Tabelle 2.
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Abbildung 9: Anzahl positiver kardiovaskularer Risikofaktoren (CVRF, [n])
in Bezug zur Gesamtpopulation (%). Mehr als 60 % der Patienten hatte 3
oder mehr positive kardiovaskulare Risikofaktoren.
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Tabelle 2

Patientencharakteristika

Gesamtzahl (n) 31
Geschlecht mannlich/weiblich (n); ménnlich% 26/5; 81
Altersdurchschnitt (in Jahren) 72
Kardiovaskulare Risikofaktoren

Arterielle Hypertonie (%) 90
Hyperlipoproteindmie (%) 68
Diabetes Mellitus (%) 35
Nikotinabusus (%) 32
positive Familienanamnese (%) 32
Adipositas (BMI=30) (%) 26
Anamnese

Angina Pectoris (%) 52
vorbekannte KHK (%) 61
Z.n. Myokardinfarkt (%) 26
Z.n. Koronarstentimplantation (%) 48
Medikamente bei Aufnahme

ASS (%) 74
Beta-Blocker (%) 68
RAS-Blocker (%) 74
Statin (%) 55

Im Differentialblutbild zeigte sich bezlglich des absoluten Monozytenanteils
nach PCI ein tendenziell hoherer Wert [vor PCI: 600/ul (460; 870); nach PCI:
750/ul (IQR 550; 940); p=0,06; n.s.] ohne dass eine statistische Signifikanz
erreicht wurde. Hinsichtlich des relativen Monozytenanteils zeigte sich vor und
nach PCI keine Dynamik [vor PCI 9% (8; 11); nach PCl 9% (IQR 8; 11), n.s.].
Zwei der Differentialblutbilder nach PCI mussten aufgrund Hamolyse verworfen
werden. Es konnten nur 28 der 31 eingesandten Proben in die CRP-Analyse
miteinbezogen werden. Der CRP-Spiegel betrug 0,24 mg/dl im Median (IQR
0,13; 0,55) und war damit normwertig. Bei rund zwei Dritteln der Patienten

(67,74 %) war eine Hyperlipoproteinamie bei Aufnahme vorbeschrieben, knapp




Uber die Halfte (54,84 %) der Gesamtpopulation wurde medikamentds mit
Statinen behandelt. Der Median des Gesamtcholesterins betrug 181 mg/dl (IQR
162; 195), der des LDL-Cholesterins 98 mg/dl (IQR 86; 114), der der
Triacylglyceride (TAG) 135 mg/dl (IQR 90; 185) und der des HDL-Cholesterins
48 mg/dl (IQR 37; 60). (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3

CRP und Lipide

CRP (mg/dl) 0,24 (0,13; 0,55)
Gesamtcholesterin (mg/dl) 181 (162; 195)
LDL-Cholesterin (mg/dl) 98 (86; 114)
Triglyzeride (mg/dl) 135 (90; 185)
HDL-Cholesterin (mg/dl) 48 (37; 60)

CRP-Spiegel und Lipidwerte bei Aufnahme im Median (IQR).

In der statistischen Auswertung ergab sich eine Korrelation zwischen Statin-
Einnahme und LDL-Cholesterinspiegeln sowie HDL-Cholesterinspiegel.
Patienten, die Statine einnahmen, hatten einen signifikant geringeren LDL-
Cholesterinspiegel  (p<0,05) sowie einen signifikant hoéheren HDL-
Cholesterinspiegel (p<0,05). Es ergab sich keine Korrelation fur die Statin-
Einnahme und den Gesamtcholesterinspiegel oder den Triglyzeridspiegel.
Desweiteren ergab sich eine Korrelation zwischen Statin-Einnahme und dem
CRP-Spiegel. Patienten, die Statine einnahmen, hatten einen signifikant

geringeren CRP-Spiegel (p<0,05). Fur Details siehe Tabelle 4.
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Tabelle 4

Statin
nein ja p-Wert
LDL-Cholesterin (mg/dl) 109 (95;114) 89 (75;105) 0,029
HDL-Cholesterin (mg/dl) |41 (37;50) 57 (42; 61) 0,036
Gesamtcholesterin (mg/dl) | 180 (167;195) 182 (156;195) 0,625
Triglyzeride (mg/dl) 136 (119; 185) 122 (87;173) 0,493
CRP (mg/dl) 0,42 (0,20; 1,36) 0,17 (0,10; 0,38) 0,033

Vergleich von Patienten, die Statine einnehmen, mit Patienten, die keine
Statine einnehmen und Korrelation zu Lipid- und CRP-Werten im Median

(IQR).

3.2 Ergebnisse der FACS-Analysen

3.2.1 CXCR4 auf humanen Monozyten

3.2.1.1 Dynamik der Gesamtpopulation vor und nach PCI
Die CXCR4-Expression und —Positivitit auf den Monozyten der
Gesamtpopulation zeigte nach PCI eine signifikante Abnahme in Einzelfarbung

und Doppelfarbung.

Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von CXCR4, die, wie bereits
beschrieben, als Mal fir die Rezeptorexpression herangezogen werden kann,
betrug im Median in der Einzelfarbung vor PCI 17,80 [IQR 15,70; 22,50] und
nach PCl 16,80 [14,90; 17,90], p=0,006; siehe Abbildung 10. In der
Doppelfarbung vor PCI betrug sie 18,10 [15,00; 22,70] und nach PCI 16,20
[14,80; 18,60], p=0,002; siehe Abbildung 11. Die Prozentzahl der CXCR4-
positiven Population betrug in der Einzelfarbung vor PCI 62,56 [53,76; 75,87]
und nach PCI 51,41 [38,53; 61,02], p<0,001; siehe Abbildung 12. In der
Doppelfarbung vor PCI betrug sie 75,90 [62,68; 85,29] und nach PCI 61,15
[53,68; 69,87], p=0,001; siehe Abbildung 13.
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CXCR4-EF

CXCR4-MFI

p=0,006

vor nach
PCI

Abbildung 10: CXCR4-Expression auf humanen Monozyten vor und nach
PCI in der Einzelfarbung. Es ergab sich eine signifikante Abnahme der
Rezeptorexpression.

CXCR4-DF

CXCR4-MFI

p=0,002

vor nach
PCI

Abbildung 11: CXCR4-Expression auf humanen Monozyten vor und nach
PCI in der Doppelfarbung (CXCR4/CD14). Es ergab sich eine signifikante
Abnahme der Rezeptorexpression.
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Abbildung 12: Prozentzahl CXCR4-positiver Monozyten vor und nach PCI
in der Einzelfarbung. Es ergab sich eine signifikante Abnahme der

rezeptorpositiven Zellen.

CXCR4-DF
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p=0,001

P ey
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Abbildung 13: Prozentzahl CXCR4-positiver Zellen vor und nach PCl in der
Doppelfarbung. Es ergab sich eine signifikante Abnahme der
rezeptorpositiven Zellen.
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3.2.1.2 CXCR4-Expression einzelner Subgruppen: Myokardinfarkt und Angina
pectoris

Patienten mit Zustand nach langer zuriickliegendem Myokardinfarkt zeigten
basal (vor PCI) eine signifikant hohere CXCR4-Expression im Vergleich mit
Patienten ohne stattgehabten Myokardinfarkt in der Doppelfarbung (22,85
[21,55; 25,85] vs. 17,50 [14,80; 20,90], p=0,013; siehe Abbildung 14). Dies
spricht fur eine hohere CXCR4-Rezeptordichte auf peripheren Monozyten bei
Patienten mit stattgehabtem Myokardinfarkt. Die entsprechenden Ergebnisse
fur die Einzelfarbung waren knapp nicht signifikant (22,55 [17,45; 23,35] vs.
17,00 [15,50; 19,50], p=0,060).

CXCR4-DF vor PCI

CXCR4-MFI

aRa_t2

p=0,013

ZnMl
nein ja

Abbildung 14: Patienten mit stattgehabtem Myokardinfarkt zeigten in der
Doppelfarbung vor PCI eine signifikant hdhere Rezeptorexpression als
Patienten ohne stattgehabten Myokardinfarkt.

Die Rezeptorexpression zeigte nach Stenting in beiden Gruppen (stattgehabter
Myokardinfarkt ja/nein) einen Riickgang, wobei die Abnahme in der Gruppe der
Patienten mit Zustand nach Myokardinfarkt signifikant hoher war in
Einzelfarbung (-4,85 [-5,95; -3,50] vs. -1,10 [-1,90; 1,30], p=0,001; siehe
Abbildung 15) und Doppelfarbung (-3,55 [-9,50; -2,30] vs. -1,80[-3,50; 1,20],

p=0,043). Angina Pectoris gilt als klinisches Korrelat zu intermittierender
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Myokardischamie, ein Myokardinfarkt geht mit persisitierender
Myokardischamie einher. Patienten, die anamnestisch pectangindse
Beschwerden beschrieben hatten, zeigten eine knapp signifikant hohere
Abnahme der CXCR4-Expression nach PCI verglichen mit Patienten ohne AP-
Symptomatik in der Doppelfarbung (-3,25 [-6,20; -1,75] vs. -1,50 [-2,00; 1,20],
p=0,041). Dies folgt dem oben beschriebenen Muster bei Myokardinfarkt.

A CXCR4-EF
™
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i i
p=0,001
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nein ja

Abbildung 15: In den Subgruppen mit kardio-ischamischer Vorgeschichte
(stattgehabter Myokardinfarkt, bekannte Angina pectoris) zeigte sich eine
signifikant groRere Abnahme der CXCR4-Expression nach PCI. Abbildung
20 veranschaulicht dieses Verhalten fur die Einzelfarbung nach PCI in der
Subruppenanalyse mit/ohne stattgehabten Myokardinfarkt.
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3.2.2 CX3CR1 auf humanen Monozyten

3.2.2.1 Dynamik der Gesamtpopulation vor und nach PCI

Der Anteil CX3CR1-positiver Monozyten nahm nach Stenting in der
Einzelfarbung signifikant ab, in der Doppelfarbung ergab sich kein signifikanter
Unterschied (n.s.). Fur die CX3CR1-Expression vor und nach PCI ergab sich
ebenso kein signifikanter Unterschied. Die Prozentzahl CX3CR1-positiver
Zellen betrug in der Einzelfarbung vor PCI 74,52 [57,74; 85,69] und nach PCI
67,53 [50,39; 78,90], p=0,008; siehe Abbildung 16. In der Doppelfarbung vor
PCI betrug sie 75,03 [61,17; 82,70], nach PCI betrug sie 66,49 [50,03; 82,86],
p=0,12 (n.s.). Die CX3CR1-Expression betrug im Median in der Einzelfarbung
vor PCI 19,10 [15,80; 22,50] und nach PCI 18,40 [15,70; 20,20], p=0,64 (n.s.).
In der Doppelfarbung vor PCI betrug sie 17,20 [15,00; 19,20] und nach PCI
16,40 [13,80; 19,60], p=0,62 (n.s.).

CX3CR1-EF
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——  p=0,008
vor nach
PCI

Abbildung 16: Die Prozentzahl CX3CR1-positiver Monozyten nahm nach
PCI signifikant ab in der Einzelfarbung.
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3.2.2.2 CX3CR1-Dynamik einzelner Subgruppen: Zustand nach
Revaskularisierung

Die basale PopulationsgréRe (vor PCl) CX3CR1-positiver Monozyten war bei
Patienten mit Zustand nach bereits vorhergehend stattgehabter PCI signifikant
kleiner als in der Kontrollgruppe. Dies zeigte sich in Einzelfarbung (67,42
[52,74; 78,15] vs. 81,06 [72,14; 88,67], p=0,041; siehe Abbildung 17) und
Doppelfarbung (64,41 [56,83; 78,01] vs. 78,05 [73,37; 87,22], p=0,008; siehe
Abbildung 18). Auch nach PCI blieb die CX3CR1-positive Population in der
Einzelfarbung bei Patienten mit vorhergehend stattgehabter PCI knapp
signifikant kleiner [52,64 [37,24; 71,19] vs. 72,93 [60,17; 82,44], p=0,045; siehe
Abbildung 17). Fur die Doppelfarbung rezeptorpositiver Monozyten nach PCIl im
beschriebenen Subgruppenvergleich ergab sich kein signifikantes Ergebnis
(55,82 [ 50,03; 74,86] vs. 71,19 [50,09; 84,25], p=0,247).
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anamnestisch Z.n. PCI
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Abbildung 17: Bei Patienten, die sich bereits vorhergehend einer PCI
unterzogen hatten, war die PopulationsgréBe CX3CR1-positiver

Monozyten sowohl basal als auch nach Intervention signifikant kleiner in
der Einzelfarbung.

CX3CR1-DF

CX3CR1*[%)]
LN

p=0,008

‘anamnestischZ n. PCI

nein ja
Abbildung 18: Bei Patienten, die sich bereits vorhergehend einer PCI
unterzogen hatten, war die Populationsgrofle CX3CR1-positiver

Monozyten auch in der Doppelfarbung vor PCI signifikant kleiner als bei
Patienten, die sich bis dato noch keiner PCIl unterzogen hatten.
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CCR2 auf humanen Monozyten

3.2.2.3 Dynamik der Gesamtpopulation vor und nach PCI
Fur die CCR2-Expression und Positivitdt vor und nach PCI in Einzel- und

Doppefarbung ergab sich kein signifikanter Unterschied.

Die CCR2-Expression betrug in der Einzelfarbung vor PCI 50,40 [37,90; 69,00]
und nach PCI 46,30 [40,80; 55,10], p=0,15 (n.s.). In der Doppelfarbung vor PCI
betrug sie 58,20 [41,30; 73,50] und nach PCI 52,10 [41,60; 60,60], p=0,20
(n.s.). Die Prozentzahl CCR2-positiver Zellen betrug in der Einzelfarbung vor
PCI 85,96 [79,85; 88,61] und nach PCI 86,82 [82,90; 87,99], p=0,12 (n.s.). In
der Doppelfarbung vor PCI betrug die PopulationsgroRe CCR2-positiver Zellen
81,63 [78,79; 84,49], nach PCI betrug sie 83,57 [78,59; 86,52] p=0,1 (n.s.).

51



CCR2-EF CCR2-DF

CCR2-MFI

) p=n.s. | . p=n.s.

vor nach vor nach
PCI PCI

Abbildung 19: Es ergaben sich keine signifikanten Anderungen
hinsichtlich der CCR2-Expression auf Monozyten vor und nach PCI.
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Abbildung 20: Es ergaben sich keine signifikanten Anderungen
hinsichtlich der CCR2-positiven Population vor und nach PCI.
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3.2.2.4 CCR2-Dynamik einzelner Subgruppen

In den einzelnen Subgruppen ergaben sich fur die CCR2-Expression und -
Positivitdt vornehmlich nicht-signifikante Unterschiede. Ein knapp signifikanter
Unterschied betraf die Gruppe ,Adipositas“, hier konnte eine reduzierte CCR2-
Expression im Vergleich zu nicht-Adipdsen in der Einzelfarbung vor PCI gezeigt
werden (56,00 [41,50; 76,30] vs. 41,10 [37,30; 47,15], p=0,030). Andere knapp-
signifikante Ergebnisse ergaben sich in einzelnen Farbungen der Gruppe
,Sstattgehabte  PCI¢, hier kann jedoch in Zusammenschau Kkein
zusammenhangender Trend erkannt werden. Ubersicht der Werte siehe Tabelle
5 und Tabelle 6.

Tabelle 5
MFI-CCR2 MFI-CCR2
Einzelfarbung Doppelférbung
Subgruppe negativ Subgruppe positiv Subgruppe negativ Subgruppe positiv
Subgruppe | |Median |P-25 [P-75 |Median |P-25 [P-75 |p-Wert| [Median|P-25 |P-75 [Median|P-25 |P-75 [p-Wert
AP Al 504| 413 587 523| 37,6] 76,0[1,000a|A| 582 443| 747 557 39,0 734|654a
B| 46,1 408| 546( 463 411] 557|922a |B| 563 469 637 466 412 573|,093a
BMI>30 A| 560 415/ 76,3 411] 37,3 47,2[,030a |A| 588 443| 752 50,7 36,2 64,3|145a
B| 494| 430[ 563 425 378| 456|067a |B| 52,7 425 630 495 37,8 569|295
DM Al 498| 391 603 548| 379 763[,730a |A| 553| 390 72,7 582 496| 735|61lla
B| 50,2 41,9| 557 455 40,6/ 49/4|583a |B| 47,6 412 585| 52,7 469 630|359
FA A| 456| 379 69,0 555| 41,3] 587(755a |A| 52,7 40,0] 59,7 72,0 475| 75,2|186a
B| 455| 406| 563 47,7 429| 51,4|950a |B| 560 416| 606| 468 425 56,3|44la
Gen A -1,4 -4,6 19 2,0 -0,7 4,2[,159a |A -9,6] -20,7 -0,5 -1,3[ -10,6 5,9/,280a
B 0,0 -0,1 0,0 0,0 0,0 0,1[,195a |B -0,2 -0,3 0,0 0,0 -0,2 0,1[,235a
HLP Al 454 409 564 548| 37,9 690[519a |A| 557 400 597 582 46,5 74,7[,393a
B| 448| 429| 551 46,3 406| 54,6(983a |B| 545 452 578| 485 416/ 60,6/,755a
KHK Al 463| 36,1 723 548| 413] 619|562a |A| 454| 39,0 581 59,7 518| 74,7[,071a
B| 541| 438| 563 455 40,6/ 494|120a |B| 47,6 42,1 565 563 41,4 61,0],38%
Zn. Ml Al 456| 37,2 587 592| 46,7/ 795[158a |A| 51,8 400 704 720 562 78,0[,067a
B| 46,3 430[ 551 435 379] 538|386a |B| 521 414| 610 548 459 585|877a
Nik Al 504 413 619 491| 37,9 794|755a |A| 586| 465 70,7[ 555 40,0] 75,2[,950a
B| 49,1 434| 551 435 39,3] 54,6[201a |B| 56,3 425 61,0/ 468 40,7 56,0/,186a
RAS-Block |A| 49,9] 359| 67,2 504 409| 690(842a |A| 486 40,8 672| 586 413 735|550a
B| 513 427 555 455 408 551|520a |B| 541 446| 640 521 414| 60,6/,740a
Revask Al 498| 391 723 548 379 619[953a |A| 47,0 39,0/ 581 70,4 582| 75,2[,030a
B| 541] 446| 57,70 430 393| 463|014a |B| 503 42,1 588| 563 40,7 61,0]|711a
RR Al 492| 26,1 554| 526| 394 723|422a |A| 588| 337 752 578 428| 73/4[975a
B| 429| 365| 551 463 419| 555|503a |B| 452 40,7] 570 524 421 60,8|462a
Statin A| 480 350f 69,0 548 41,3] 56,4[922a |A| 550| 41,3] 70,7 588 44,3] 735|,710a
47,71 434 59,00 46,1 406 535[,399% |B| 524| 402| 630[ 521 452| 57,5[984a
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Tabelle 6

rezeptorpositive Zellen [%]-CCR2 rezeptorpositive Zellen [%]-CCR2
Einzelfarbung Doppelfarbung
Subgruppe negativ Subgruppe positiv Subgruppe negativ Subgruppe positiv
Subgruppe | [Median |P-25 |P-75 [Median|P-25 |P-75 [p-Wert| [Median|P-25 |P-75 [Median|P-25 |P-75 [p-Wert
AP A 86,0 79,8 89,1 86,1 80,2 87,4(,953a |A 83,8 79,7 85,5 79,9 77,8 83,0|,066a
B| 874 850 893 858 811 871[119a |B| 855 821 876] 813 781 8572|086a
BMI>30 Al 860 824/ 891 829 791 869[317a |A| 827 791 855 775 7277 824[054a
B| 872 853| 890 841 814 86,1|100a |B| 845/ 79,7 872 802 77,0 842|060a
DM A 85,2 79,8 88,0 86,6 82,4 88,6(,583a |A 80,9 77,8 84,1 83,2 79,7 85,5|,317a
B| 859 822 876 872 850 900[244a |B| 828/ 788 857 865 76,7 880|,338a
FA Al 860 792 886 862 841 881|546a |A| 827 791 845 806 771 836[633a
B| 87,0 824| 880 864 853 872,983 |B| 837 784 865 829 797 86,0/917a
Gen A 86,3 84,1 89,3 86,0 79,9 88,1(,584a |A 83,2 80,2 87,3 81,3 78,8 84,3|,480a
B| 860 853 880f 868 829 877/897a |B| 828 821 837 840 786] 865|548a
HLP Al 835/ 799 863 865 833 891[393a |A| 812 788| 843 816 791] 84,5[663a
B 86,9 85,3 88,0 86,4 82,4 87,7(,755a |B 82,6 78,6 86,6 83,6 81,8 86,0|,917a
KHK A 85,8 79,5 87,7 86,0 80,5 89,1/,617a (A 79,3 75,6 84,2 82,7 79,7 84,5[,191a
B| 861 801 887 868 850 880|535a |B| 832 785 857 845 790 86,6|765a
Zn. M A| 860 799 886 864 818 880774a [A|[ 816/ 77,1 855 813] 794 838[1,000a
B 86,8 82,4 89,3 86,6 84,1 87,8(,982a |B 83,6 78,6 86,5 83,6 78,7 86,4|,982a
Nik Al 860 824/ 886 846] 799 866[519a |A| 816 788| 845 819 79,7 832[819
B| 872 824| 893 853 832 868173a |B| 845 818 865 813 786| 854|287a
RAS-Block |A| 84,3] 812 858/ 865 799 893|145a [A[ 794 764 815 827 788| 855[,110a
B 87,1 83,2 88,4 86,4 82,9 88,0(,740a |B 82,5 78,1 85,8 83,7 79,0 86,6|,492a
Revask Al 861 816/ 879 860 798 891[892a |A| 809 778| 841 827 791] 855[520a
B| 864| 813 890 868 850 877,89%2a |B| 832 802 862 845 784 87,2|1,000a
RR A 80,5 79,2 90,6 86,0 81,1 88,3(,826a |A 82,7 78,8 86,6 81,3 78,7 84,4|,729
B| 853 800/ 868 869 831 885|256a |B| 790 784| 79,7 841 80,2 86,6/,140a
Statin Al 861 824/ 894| 860 798| 86,7[,297a |A| 830 788| 855/ 811 788| 836[653a
B| 865 824| 877 868 850 890[653a |B| 825 784| 859 854 79,7 865|336a

Subgruppenvergleich der CCR2-MFI und -Positivitat. (Abklirzungen:
AP=Angina pectoris, BMI>30=Adipositas, DM=Diabetes mellitus,
FA=positive Familienanamnese, Gen=Geschlecht, HLP= Hyperlipidamie,
KHK= koronare Herzkrankheit, Z.n. MI=Zustand nach Myokardinfarkt,
Nik=Nikotinabusus, RAS-Block=Einnahme von ACE-Hemmern oder
Sartanen, Revask=vormalig stattgehabte PCI, RR=arterielle Hypertonie,
Statin=Einnahme von Statinen, A=vor PCI, B=nach PCI; P-25=25. Perzentil,
P-75=75. Perzentil)
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4 Diskussion

Als zentrales Charakteristikum in der Pathogenese der Atherosklerose und
Neointimahyperplasie findet sich eine UberschieRende, sich selbst verstarkende
Inflammationsreaktion = des  Endothels und  Subendothels. Dieser
Entzindungsvorgang ist das Resultat multipler Ereignisse, die einer komplexen
Dynamik folgen. Molekularbiologisch betrachtet wird dieser Prozess unterhalten
durch eine Vielzahl von Zellen und Molekilen. Zentraler Bestandteil jeder
Inflammationsreaktion ist die Einwanderung immunkompetenter Zellen ins
Entzindungsareal. Die molekularen Mechanismen bei der Einwanderung
immunkompetenter Zellen in der Atherosklerose und Neointimahyperplasie sind
bislang nicht vollstandig geklart. Mit der Einfihrung der Stenttechnik Ende der
achtziger wurden die kardiologisch-interventionellen Verfahren und die Therapie
der KHK revolutioniert und verbessert. Die In-Stent-Restenosierung ist dabei
noch heute der wesentliche limitierende Faktor fur einen langfristigen
Therapieerfolg. Durch die Entwicklung Medikamenten-beschichteter Stents
konnte die Restenoserate gesenkt werden'*?, der vermehrte Einsatz von DES
brachte jedoch auch die Nachteile dieser Technik zum Vorschein: die
Beschichtung der DES erfolgt klassischerweise mit Immunmodulatoren (zum
Beispiel Sirolimus oder Paclitaxel)!*®, die eine nicht-selektive, generelle
Hemmung der GefaRantwort, insbesondere natirlich der Zellproliferation,
bewirken. Dadurch kommt es auch zu einer Hemmung der eigentlich
gewinschten Reendothelialisierung, was die Ursache der nach DES-
Implantation beobachteten erhthten Rate an Stentthrombosen darstellen
konnte'*2114118 Um dieser Komplikation Rechnung zu tragen, muss nach DES-
Implantation eine duale antithrombozytare Therapie in der Regel fur 12 Monate
erfolgen, deutlich langer also als nach der Implantation unbeschichteter Stents
(Bare-Metal-Stents oder BMS). Die behandelten Patienten gehdren
typischerweise zur hoheren Altersgruppe mit einer grofReren Anzahl an
Komorbiditaten, die langerfristige gerinnungshemmende Therapie fuhrt
zusatzlich zu einem erhohten Blutungsrisiko. Optimal ware daher die
Entwicklung eines DES mit Hemmung der entzindlichen Gefal3antwort nach

PCI mittels einer spezifisch wirkenden Substanz. Zur Entwicklung eines solchen
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Pharmakons muissen die molekularimmunologischen Zusammenhange am
Gefallbett nach Stentimplantation im Detail ergriindet sein. Monozyten nehmen
sowohl in der Atherogenese als auch in der Neointimabildung nach
Stentimplantation eine zentrale Rolle ein. Eng verknipft mit der monozytaren
Funktion bei Plaquebildung und Intimahyperplasie ist die Interaktion mit
Chemokinen und deren Chemokinrezeptoren. In der vorliegenden Arbeit
wurden monozytare Oberflachen-Chemokinrezeptor-Muster untersucht, die fr
die Progression der Uberschiellienden Immunreaktion in Neointimahyperplasie
und Atherosklerose von Bedeutung sein kénnten. Dafur wurde eine humane
Studienpopulation herangezogen, alle Studienteilnehmer litten an manifester

Atherosklerose.

Beim Vergleich der erhobenen patientenbezogenen Daten fiel eine positive
Korrelation zwischen vorbekannter KHK und Stenting sowie zwischen
vorbekannter KHK und pectangindsen Beschwerden auf. Dies ist insofern
stimmig, als dass Patienten mit pectanginésen Beschwerden eher einer
kardiologischen Abklarung mit konsekutiver Diagnosefindung zugefuhrt werden,
und eine haufig angewandte Therapieoption der manifesten KHK im Stenting
besteht. Es zeigte sich zudem bei Patienten mit Statineinnahme ein signifikant
geringerer LDL-Cholesterinspiegel und ein signifikant hoherer HDL-
Cholesterinspiegel. Dies steht in Kongruenz mit dem gewollten Statineffekt. Fur
die Statineinahme und den Gesamt-Cholesterinspiegel ergab sich keine
signifikante Korrelation. Interessanterweise stand die Statineinnahme in
Korrelation mit dem CRP-Spiegel. Patienten, die Statine einnahmen hatten
einen signifikant geringeren CRP-Spiegel. Dies steht in Kongruenz zu
Ergebnissen anderer Studien, wo eine Statin-Einnahme trotz Normolipidamie
zur Reduktion des CRP-Spiegels und damit vermutlich zur Reduktion

17 _ zumal ein erhohtes CRP als

118-122

kardiovaskulérer Ereignisse gefuhrt hatte

positiver Vorhersagewert fur zukinftige kardiovaskulare Ereignisse gilt

Mit der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studie konnte erstmalig
gezeigt werden, dass der Chemokinrezeptor CXCR4 auf der Oberflache

peripherer, humaner Monozyten vor und nach PCI einer spezifischen Dynamik
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unterliegt: die CXCR4-Positivitdt und —Expression peripherer Monozyten zeigte
nach PCI eine signifikante Abnahme. Die Reduktion positiver Zellen konnte fur
eine deutliche Rekrutierung CXCR4-exprimierender Monozyten zum
inflammatorischen Fokus im Stent-Bereich innerhalb der ersten 24 Stunden
post interventionem sprechen. Die Abnahme der CXCR4-Expression ist
vermutlich Korrelat der CXCRA4-typischen Ligand-Rezeptor-Interaktion mit
Rezeptorinternalisierung®® auf peripheren Monozyten nach postinterventioneller
Aktivierung der Rezeptor-Ligand-Achse. Studien anderer Gruppen konnten die
Bedeutung der CXCR4-CXCL12-Achse nach GefalRverletzung bereits im
Tiermodell aufzeigen. Der Fokus richtete sich hier weitestgehend auf die Rolle
in der Wiederherstellung der Gefalintegritat nach Setzen einer Lasion durch
CXCL12-abhangige Rekrutierung glattmuskularer Progenitorzellen aus dem
Knochenmark ans Gefal3bett. Der CXCL12-Plasmaspiegel ist transient erhoht in
ApoE-Knockout-M&usen 24 Stunden nach mechanischer GefaRverletzung®,
ebenso findet sich eine Apoptose-getriggerte Hochregulation von CXCL12 in
glatten Muskelzellen der Media, was die Einwanderung von glattmuskularen
Progenitorzellen aus dem Knochenmark in die Media aktiviert und steuert'?.
Ein CXCR4-Knockout oder die Applikation eines Antikdrpers gegen CXCL12
reduzierte die Neointimaformation in  ApoE-Knockout-Mausen nach
Gefallverletzung und deutet damit auf eine essentielle, proinflammatorische
Rolle von CXCR4/CXCL12 in der Neointimagenese im atherosklerotisch

%9123 Die Reduktion der Neointimaformation nach

geschadigten Gefal3 hin
Hemmung der CXCR4-CXCL12 Interaktion wurde hier hauptsachlich auf die
verminderte Rekrutierung glattmuskularer Progenitorzellen ans Gefal3bett
zurtckgefuhrt, interessanterweise konnte in diesen Studien keine Reduktion der
Makrophagenifiltration ins neointimale Gewebe durch CXCR4/CXCL12-
Hemmung gezeigt werden®**?*. Der urspriinglich zur HIV-Therapie entwickelte
CXCR4-Antagonist AMD3465 reduzierte die Neointima-Flache in ApoE-
Knockout-Mausen um 59%, malf3geblich durch Reduktion von glattmuskularen
Anteilen, auch hier zeigte sich der Makrophagenanteil durch die CXCRA4-
Hemmung unverandert*?*. Dahingegen beschrieben Shiba et al. im Mausmodell

nach Gefal3verletzung und Gabe des Wachstumsfaktors M-CSF eine deutliche
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Zunahme der Neointimaformation sowie eine Zunahme peripherer CXCRA4-
Mac-1-positiver Zellen*?®. Auch die Ergebnisse einer kiirzlich publizierten Studie
von Hamesch et al. konnten einen Zusammenhang zwischen CXCR4 und dem
monozytaren System herstellen, die Behandlung von ApoE-Knockout-Mausen
nach Gefal3verletzung mit dem spezifischen CXCR4-Antagonisten POL5551
fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Neointimahyperplasie, dies geschah
sowohl durch eine Reduktion glattmuskuédrer Anteile als auch durch eine
Reduktion der Makrophagenakkumulation im entzindlichen Areal. Sirolimus
reduzierte die Neointimahyperplasie im selben Ausmal3, die Hemmung durch
POL5551 fuhrte allerdings zu einer gunstigeren l&sionalen
Zellzusammensetzung, die durch eine Reduktion des relativen
Makrophagenanteils zu einem ausgewogeneren Zellgleichgewicht und damit zu
stabileren Lasionen beitrug™®. Parallel zu unserer Studie ergeben sich hiermit
zunehmend Hinweise auf die wesentliche Bedeutung des monozytar-
phagozytaren Systems und der CXCL12-CXCR4 Interaktion im Zusammenhang
mit der Neointimahyperplasie. Neben CXCL12 kénnte hierbei auch MIF als
nicht-Chemokin-Ligand von CXCR4 involviert sein. Studien am Tiermodell
konnten zeigen, dass MIF zur Neointimahyperplasie beitragt. Eine Inhibition von
MIF fuhrt zur Reduktion der Neointimaformation, der Inflammation und der
Zellproliferation*?’, maRgeblich durch die Abnahme der monozytenabhangigen
Makrophagenakkumulation und der Makrophagen-Schaumzell-
Transformation*®®, Durch die Abnahme des relativen Makrophagenanteils
verschiebt sich das Zellgleichgewicht hin zu einem erhohten glattmuskularen
und kollagendsen Anteil, hierdurch entsteht ein stabileres Plaque®?®, ahnlich der
Wirkung des CXCR4-Hemmers POL5551. Dies stellt einen interessanten
Zusammenhang dar und untermauert die These des CXCR4-abhangigen
Monozytenrecruitments, das in Zusammenschau potentiell auch via MIF
erfolgen kdnnte. Beachtet werden muss bei Ligand-Untersuchungen allerdings
das promiskuitive Bindungsverhalten von MIF beziehungsweise CXCL12. Da
MIF auch an CXCR2 und CXCL12 auch an CXCR7 bindet, kann bei reinen
Ligand-Untersuchungen nicht direkt auf einen einzelnen Rezeptor geschlossen

werden. Da unsere Ergebnisse flr eine Beteiligung von CXCR4 in der
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Monozytenrekrutierung nach  Stentimplantation sprechen, konnte die
Ergrindung der hierbei beteiligten exakten Rezeptor-Ligand-Interaktion in
Folgestudien ein interessantes Forschungsthema darstellen. Weitere
Untersuchungen zur CXCR4-Monozyten-Interaktion kénnten Grundlage sein far
die Entwicklung hochspezifischer Targets zur pharmakologischen Hemmung
der neointimalen Gefalireaktion. Jedoch muss hierbei grundsatzlich bedacht
werden, dass eine systemische Hemmung der CXCR4-Achse ungiinstig sein
konnte, die CXCR4/CXCL12-Interaktion gilt als Uberlebensnotwendig,
entsprechend defiziente Mause sterben in Utero aufgrund insuffizienter
Vaskularisation, Hamatopoese und Organogenese?®**°. Weiterhin gilt die
Bedeutung von CXCR4 in der Atherosklerose als nicht geklart. Es bedarf
hinsichtlich dessen demnach noch weiterer investigativer Bemuhungen. Fur
eine grundlegende Rolle von CXCR4 und seinen Liganden in der
Atherosklerose spricht, dass CXCL12 im atherosklerotischen Plaque in
Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Makrophagen hoch exprimiert wird -
nicht aber in gesunden Gefalen®. Weiterhin wurde kiirzlich ein Genlokus auf
Chromosom 10q11 in der Nahe der CXCL12-Region indentifiziert, fir den ein
positiver Vorhersagewert zur KHK-Suszeptibilitat gezeigt wurde®***%. Studien
zur genaueren Rolle dieses Genlokus beschrieben einen Single-nucleotid-
repeat auf dem Risikoallel (rs1746048), der mit erhdhten CXCL12-
Plasmaspiegeln und einem erhohten Risiko fiir KHK einhergeht®™. Ob auch der
CXCR4-Monozyten-Interaktion eine grundlegende Rolle in der Atherogenese
zukommt, ist bisher wenig untersucht. Subramanian et al. beschrieben die
Monozytenadhasion an die arterielle GefaBwand im ex-vivo Tiermodell als
CXCR4-abhangig™*, dies steht in Kongruenz mit unseren Ergebnissen und
spricht fir eine CXCR4-Monozyten-Interaktion in der Atherosklerose. Wie
bereits erwahnt, werden die funktionellen Zusammenhange der CXCR4-Achse
in der Atherosklerose kontrovers diskutiert. Wahrend es einerseits Hinweise fur
einen atheroprotektiven Effekt der CXCR4/CXCL12-Achse gibt*% lassen
andere Studien eher an einen aggravierenden Effekt der Achse denken®*®°.
Eine systemische Hemmung von CXCR4 nach PCI konnte demnach die

Progression atherosklerotischer Plaques begunstigen. Im Tiermodell wurde
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demnach zwar ein vorteilhafter Effekt des selektiven CXCR4-Hemmers
AMD3465 auf die gewiinschte Reendothlialisierung nach Gefal3verletzung im
Gegensatz zu Immunmodulatoren nachgewiesen'?*, andererseits fiihrte jedoch
eine systemische Langzeitbehandlung mit AMD3465 zur Exazerbation Diét-
induzierter Athrosklerose im ApoE-Knockout-Mausmodell, vornehmlich durch
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten®. Die bereits vorhergehend
beschriebenen genetischen Studien mit neu detektiertem Genlokus auf

Chromosom 10qg11 sprechen ebenso fiir eine pro-atherosklerotische Rolle %%

133 Interessanterweise konnte kirzlich gezeigt werden, dass die CXCR4-
Expression auf Knochenmarks-Zellen bei alteren Wildtyp-Mausen deutlich
erhoht ist im Vergleich mit jungen Wildtyp-Mausen. Dieses Bild ergab sich
ebenso fir ApoE-Knockout-Mause, bei den jungen, weniger CXCR4-
exprimierenden ApoE-Knockouts hatte noch keine Manifestation der
Atherosklerose stattgefunden®*®*®". Diese Dynamik kénnte ein Hinweis fiir eine
CXCR4-vermittelte Aggravation der Atherosklerose sein und einen Teil zur
Erklarung der Altersabhangigkeit der Atherosklerose beitragen. Den erwahnten
Studien, die fur eine aggravierende Rolle von CXCR4/CXCL12 in der
Atherosklerose sprechen, stehen Studien anderer Gruppen gegenuber, die an
einen gegenteiligen Effekt denken lassen. Zernecke et al. konnten mit einer
interessanten Studie etwa einen vornehmlich protektiven Effekt der CXCR4-
CXCL12-Achse in der stabilen Atherosklerose nahe legen: MicroRNA-126 (miR-
126) oder miRNA-126-tragende apoptotische endotheliale Zellfragmente im
Mausmodell konnten als atheroprotektiv identifizieren werden, indem sie die
CXCR4-abhangige Rekrutierung von  Progenitorzellen  unterstiitzen™®.
MicroRNAs spielen eine essentielle Rolle bei der posttranskriptionellen
Regulierung der Genexpression™*®. Der durch miRNA-126 vermittelte Abbau
von RGS16 fiuhrt zur autoregulatorischen CXCR4-Aktivierung und zur
verstarkten endothelialen CXCL12-Produktion™®. Im Gegensatz zu den
kontroversen Ergebnissen aktueller Studien zur CXCR4/CXCL12-Achse legen
Untersuchungen des CXCR2/CXCR4-Liganden MIF eine deutlich
proinflammatorische Rolle in der Atherogenese nahe. Die Hemmung der MIF-

Achse  mittels  MIF-Knockout oder  MIF-Antikbrper im  murinen
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Atherosklerosemodell fihrte zu einer Verkleinerung atherosklerotischer
Lasionen mit Verringerung des Makrophagenanteils®**°.In Zusammenschau ist
die Rolle des MPS in Interaktion mit CXCR4 in der Atherosklerose aktuell nicht
suffizient definiert, eine atheroprogressive Wirkung von CXCR4/CXCL12/
beziehungsweise CXCR4/CXCR2/MIF muss bedacht werden. Die CXCR4-
Achse tragt begunstigend zur Neointimagenese bei, weswegen eine Hemmung
von CXCR4 mdglicherweise eine wirksame Mallnhahme zur Eindammung der
Neointimahyperplasie darstellen koénnte. Die Wirkung einer systemischen
Achsenhemmung sollte jedoch erst evaluiert werden, wenn nach eingehender
Erforschung der komplexen Zusammenhénge der CXCR4-Wirkung in der
Systemerkrankung Atherosklerose eine genauere Einordnung im molekularen
Zusammenspiel zulasst. Die nicht-systemische sondern lokal-selektive
Achsenhemmung mittels DES konnten heute schon einen interessanten
Zugang zur Restenose-Therapie darstellen. In Zusammenschau unserer
Ergebnisse und der Resultate anderer Gruppen kénnte durch einen CXCR4-
Hemmer neben der UberschieBenden Einwanderung glattmuskularer
Stammzellen auch die Einwanderung von Monozyten gehemmt werden, mit
konsekutiver Reduktion der Makrophagen- und Schaumzelltransformation und
konsekutiver Reduktion der In-Stent-Restenoserate bei unbeeintrachtigter

Reendothelialisierung.

Neben der Bedeutung der CXCR4-MPS-Interaktion in der Neointimagenese legt
diese Arbeit eine Beteiligung des MPS im Zusammenspiel mit CXCR4 bei
hypoxischer Myokardschéadigung infolge fortgeschrittener Atherosklerose nahe:
In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass
Patienten mit Zustand nach Myokardinfarkt vor PCI im peripheren Blut eine
signifikant héhere CXCR4-Expression auf Monozyten aufweisen als KHK-
Patienten ohne stattgehabten Myokardinfarkt. Desweiteren zeigte sich bei
Patienten mit Myokardischdmie (Zustand nach Myokardinfarkt oder
pectangindse Beschwerden) ein signifikant groR3erer Verlust der CXCR4-MFI
nach PCI verglichen mit Patienten ohne Ischdmie-Symptomatik. Hypothetisch
ausgehend von einer protektiven Rolle der CXCR4-Achse nach Ischamie

konnte die basal gesteigerte CXCR4-Expression auf Monozyten bei
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stattgehabtem Myokardinfarkt Ausdruck einer generellen Hochregulation der
CXCR4-Expression sein im Sinne einer ,Sensibilisierung” peripherer
Monozyten. Diese Hochregulation wirde nach erneutem Hypoxie-Ereignis
einen schnelleren Zugriff auf CXCR4-vermittelte, protektive Signalwege
erlauben. Demnach ware der in unserer Studie gezeigte signifikant héhere
Rezeptorverlust nach Stenting vermutlich auf eine PCI-induzierte Aktivierung
der CXCR4-Monozyten-Interaktion zurtckzufihren — ein binnen kurzer Zeit
gemessener Verlust der CXCR4-Expression kann dabei einerseits Korrelat der
CXCR4-typischen Rezeptorinternalisierung bei Aktivierung sein, andererseits
konnte das Verhalten durch eine Abwanderung der CXCR4-Exprimierenden
Monozyten ins GefalRbett zu erklaren sein. Eine Kombination beider
Moglichkeiten ware ebenso denkbar. Die Rolle von CXCR4 oder CXCL12 nach
Myokardinfarkt konnte bis heute nicht eindeutig geklart werden. Wahrend man
zunachst von einem protektiven Mechanismus ausgeht und dies auch in einigen
Studien am Tiermodell gezeigt werden konnte, lassen Ergebnisse anderer
Studien gegenteilige Effekte vermuten. Hu et al. behandelten in Zellkultur
gehaltene Myozyten mit CXCL12, diese zeigten sich daraufhin resistent gegen
Hypoxie-Schaden. Dieser protektive Effekt konnte durch Applikation des
CXCR4-Antagonisten AMD3100 gehemmt werden. Die Applikation von
CXCL12 im in vivo Mausmodell 30 Minuten vor Koronarokklusion reduzierte die
InfarktgroRe, auch dieser Effekt konnte durch AMD3100 gehemmt werden*.
Intrakardiale CXCL12-Injektion nach Myokardinfarkt-Induktion im Mausmodell
fuhrt zu einer Reduktion der Zelltodrate, zur verbesserten Angiogenese im
hypoxischen Gewebe und schlussendlich zu einer reduzierten Narbenbildung
mit verbesserter kardialer Funktion'*'. Damas et al. beschrieben eine Abnahme
der CXCL12-Plasmalevel bei Patienten mit Angina pectoris im Vergleich mit
Gesunden®, so dass CXCL12 durch Abwanderung ins betroffene Areal eine
regulierende Rolle bei Plaquestabilisierung und Entzindungshemmung
zugesprochen wurde. Gegenteilig zu diesen Ergebnissen fiihrte die Hemmung
von CXCR4 mit AMD3100 nach Myokardinfarkt zur reduzierten Narbenbildung
und zur verbesserten kardialen Funktion im Rattenmodell. Liehn et al. fanden

im  CXCR4"-Mausmodell  kleinere, stabilere  Myokardnarben  nach
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ligationsinduziertem Myokardinfarkt, eine verringerte Neutrophilenrekrutierung
und eine Verschiebung hin zur vermehrten Rekrutierung der regenerativ

wirkenden Monozytensubpopulation Gr1'" 42

, am ehesten der humanen nicht-
klassischen Subpopulation entsprechend®. Im selben Modell fand sich jedoch
keine Verbesserung der Ventrikelfunktion vier Wochen nach Myokardinfarkt,
wahrscheinlich aufgrund beeintrachtigter Koronarflussverhéltnisse'*?. Damas et
al gelang 2002 der Nachweis, dass CXCR4 auf peripheren Monozyten
gesunder Patienten im Vergleich zu Patienten mit Angina Pectoris basal
deutlich héher exprimiert wird®®. Dies wiederspricht zunéchst unserer These der
Hochregulation von CXCR4 beim hypoxisch Geschadigten. Es zeigte sich
allerdings auch, in Kongruenz mit unseren Daten, eine Tendenz hin zur
hoheren CXCRA4-Expression bei instabiler Angina pectoris als bei stabiler
Angina pectoris. Interessanterweise ging mit der reduzierten CXCRA4-
Expression der kardiovaskular Erkrankten im Vergleich zur gesunden Gruppe
eine erhohte CXCR4-mRNA-Positivitdt einher, vor allem in der instabilen
Gruppe®®. Dies spricht deutlich fiir eine generelle Hochregulation von CXCR4
bei kardiovaskular Erkrankten mit Ischamiesymptomatik. Die geringere
Expression von CXCR4 auf der Oberflache der Monozyten koénnte Korrelation
einer standigen Aktivierung durch Rezeptorinternalisierung oder Rekrutierung
der Monozyten sein. Um dies in Zusammenschau mit unseren Ergebnissen
genauer zu beleuchten, waren methodisch abgestimmte Folgestudien an
groReren Studienpopulationen zur Beschreibung der Rezeptordynamik auf3erst
interessant. Weiterhin interessant ware eine Untersuchung zur Herkunft der
CXCR4-hoch-exprimierenden Monozyten. Es gibt Hinweise, die eine extra-
myeloidale Synthese einer regenerierend wirksamen Monozytenpopulation
nach Myokardinfarkt zur Diskussion stellen: Leuschner et al. gelang vor kurzem
erstmals der Nachweis einer IL1B-abhangigen, extra-myeloidalen
Monozytenbildung in der Milz nach Myokardinfarkt, mit konsekutiver
Rekrutierung dieser Population ans ischdmisch geschéadigte Gefalibett, wo sie
regenerierende Aufgaben tibernahm*. Einen &uRerst interessanten Beitrag zur
Bedeutung dieser splenischen Monozytenpopulation liefert dabei einen Studie

aus den siebziger Jahren, die eine deutlich signifikante Zunahme der Mortalitat
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an ischamischer Herzkrankheit bei 740 Soldaten beschrieb, die sich im zweiten
Weltkrieg einer Splenektomie unterziehen hatten miissen**. Denkbar ware,
dass die splenische Monozytenpopulation eine basal hohere CXCRA4-
Expression aufweist, um Signalwege bei erneuter Gewebsschadigung schneller
abrufen zu konnen. Nach dem aktuellen Stand der Forschung kann dies
allerdings nur als vage These betrachtet werden. Um deren Gehalt zu
ergrinden, musste eine Charakterisierung der Oberflachenrezeptorexpression
der splenischen Monozytenpopulation in der akuten und chronischen
Heilungsphase nach Myokardinfarkt erfolgen. Die Hypothese der Monozyten-
Aktivierung nach Myokardinfarkt setzt eine Monozyten/CXCR4-Interaktion mit
Hypoxie-getriggerten Faktoren voraus. Myokardhypoxie ist ein Zustand, der
durch insuffiziente Durchblutung des Myokards zustande kommt und zum
myokardialen Zelltod, sowie durch Induktion von Faktoren wie Hypoxia-
inducible-Factor 1 (HIF-1) oder TNFa, zu einer Inflammationsreaktion am
Myokard fuhrt. Bei HIF-1 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der
Hypoxie-vermittelt aktiviert wird**®. Die chemokinabhéngige Einwanderung von
Monozyten gilt als Teil der posthypoxischen Inflammationsreaktion 144", Es ist
bekannt, dass Zytokine und Chemokine nach Myokardinfarkt dabei nicht nur im
infarzierten Gewebe synthetisiert werden, sondern auch in nicht geschéadigten

Regionen des Myokards™*’

, dadurch kommt es zur Aktivierung protektiver
Mechanismen. Dazu gehért unter anderem die HIF-1-vemittelte
Prakonditionierung von Myozyten, die bei erneuten hypoxischen Ereignissen zu
einer vermehrten Widerstandskraft des myokardialen Gewebes beizutragen

scheint#®

. Weitere kardioprotektive Effekte von HIF-1 werden vermittelt Uber
die Beeinflussung metabolischer Parameter und Uber die Regulierung der
Angioneogenese™*®1*#1%0 |nteressanterweise induziert HIF-1 die Synthese von
CXCL12"™" und MIF', Die Interaktion von HIF-1 mit der CXCR4/CXCL-12-
Achse und mit Zellen zur Wiederherstellung der Gewebeintegritat scheint nach
hypoxischen Ereignissen eine wichtige Rolle zu spielen******, Schioppa et al.
beschrieben eine durch Hypoxie induzierte HIF-1 abhangige CXCR4
Hochregulation auf humanen Monozyten in der Zellkultur*>®. Ahnlich der fiir

HIF-1 beschriebenen Myozyten-Prakonditionierung kdnnten unsere Ergebnisse

64



fur eine Prakonditionierung des MPS im Sinne einer CXCR4-Hochregulation auf
Monozyten sprechen, diese kénnte durch Hypoxie-induzierte HIF-1-Aktivierung
nach hypoxischen Ereignissen, zum Beispiel nach Myokardinfarkt, erfolgen. Um
diese These zu untermauern, misste die HIF-1-Wirkung auf Monozyten nach
Ischamie genauer untersucht werden. Neben HIF-1 konnte MicroRNA150 (miR-
150) eine weitere Rolle bei der ischamieinduzierten CXCR4-Hochregulation auf
Monozyten zukommen. Im Mausmodell konnte eine Beteiligung von MicroRNA-
150 in der Regulation der CXCR4-Genexpression beschrieben werden®.
Myokardhypoxie induzierte die Hemmung von mR-150, dies resultierte in einer
Aktivierung des Zielgenes, was konsekutiv zur CXCR4-Hochregulation auf

138 Dies konnte ein Korrelat der von uns

mononukledren Zellen fuhrte
gesehenen Rezeptorhochregulation nach Myokardinfarkt darstellen. Ob der
Effekt der CXCRA4-Hochregulation tatsachlich zur Kardioprotektion nach
erneutem hypoxischen Ereignis beitragt, bleibt eingehend zu erforschen. Die
Aufgaben der CXCR4/Monozyten-Achse nach Myokardhypoxie und in der
fortgeschrittenen Atherosklerose scheinen dabei einem komplexen Muster zu
folgen und werden kontrovers diskutiert™™®. Unsere Ergebnisse liefern einen
interessanten Beitrag zur aktuellen Debatte Giber die Bedeutung von Monozyten
und CXCR4 in Atherosklerose und Myokardischamie. Eine eindeutige
Einordnung und Bewertung in Bezug auf molekulare Zusammenhange kann
aufgrund der Kontroversitat der aktuellen Datenlage und der Komplexitat der
Zusammenhange momentan nicht gegeben werden. Zum besseren Verstandnis
der Zusammenhange sind Folgeuntersuchungen einzuleiten, die durch
Untersuchung mdglichst spezifischer Konditionen eine eindeutigere Einordnung
der Parameter erlauben lasst. Denkbar waren zum Beispiel die Validierung
unserer Ergebnisse mittels einer grolReren Probandengruppe, die
Charakterisierung der CXCR4-exprimierenden Monozyten nach Subpopulation
oder Herkunft, sowie die Untersuchung der beteiligten Liganden. Die Kenntnis
der molekularen Zusammenhdnge der inflammatorischen Antwort nach
Myokardinfarkt konnte in Zukunft Basis sein fur die Entwicklung therapeutischer
Strategien zur Verbesserung der Infarktheilung und zur Eindammung der

koronaren Herzkrankheit.
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In der vorliegenden Arbeit konnte eine knapp signifikante Abnahme der
CX3CR1-Positivitat der Monozyten der Gesamtpopulation in der Einzelfarbung
nach Stenting gezeigt werden. In der Doppelfarbung ergab sich kein
signifikanter Unterschied der CX3CR1-Positivitdt, ebenso ergab sich kein
signifikanter Unterschied In Bezug zur Rezeptorexpression. Die Aussagekraft
des gefundenen knapp signifikanten Ergebnisses bleibt damit zweifelhaft. Um
einen eindeutigere statistische Aussage treffen zu kénnen und so einen klaren
Einblick in die beobachteten Zusammenhange zu erhalten, sollte in
Folgestudien eine grol3ere Studienpopulation gewdahlt werden. Ebenso ware
eine methodische Berlcksichtigung des CD16-Rezeptors in der Doppelfarbung

sinnvoll, um etwaig zu definierende Subpopulationen differenzieren zu kénnen.

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass bei
Patienten, die sich bereits vormalig einer PCI unterzogen hatten, ein signifikant
geringerer Anteil CX3CR1-positiver Monozyten im humanen Blut zirkuliert als
bei kardiovaskular Erkrankten ohne bisher stattgehabte PCI. Die Rolle von
CX3CR1/CX3CL1 in der Neointimagenese nach Stenting ist nicht eingehend
erforscht. Die CX3CR1-Polymorphismen V24911 und T280M wurden als
genetische Risikofaktoren fur die Entwicklung von In-Stent-Restenosen

identifiziert'®*

, dies deutet auf eine grundlegende Rolle der Achse in der
Neointimagenese hin. Untermauert wird dies durch die Ergebnisse einer
Tiermodellstudie, in der nach CX3CR1-Knockout eine deutlich reduzierte
Neointimaformation mit Abnahme der Monozyteninvasion und der Proliferation

102 gSchober et al. teilen die

glatter Muskelzellen gezeigt werden konnte
Monozytenrekrutierung nach Gefallverletzung in zwei Phasen, akutes und
chronisches Recruitment, ein®. Das chronische Recruitment gilt als CX3CR1-
abhangig®. CX3CL1 wird nach Gefaltrauma verzogert auf glatten Muskelzellen
exprimiert, durch mangelnde Reendothelialisierung mit konsekutiv chronischer
luminaler Exposition und Aktivierung von glatten Muskelzellen kommt es zur
anhaltenden Monozyteneinwanderung via CX3CL1/CX3CR1%%%71%0  Dieses
Modell passt zu unseren Beobachtungen: die signifikant kleinere basale
PopulationsgréRe CX3CR1-positiver Monozyten bei Patienten, die sich bereits

vormalig einem Stenting unterzogen hatten, kann als Korrelat chronischer
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Monozytenabwanderung ins Neointimagebiet post interventionem interpretiert
werden. Denkbar wére vornehmlich eine Rekrutierung nicht-klassischer
CD14+CD16++CCR2lowCX3CR1high-exprimierender Monozyten. Uber die
genaue Rolle der zwei grolien Monozyten-Subsets nach PCI ist bisher wenig
bekannt, die Ergrindung der Aufgaben der einzelnen Subtypen in der
Neointimagenese konnte in  weiteren Studien ein interessantes
Forschungsthema darstellen und zur Aufklarung der molekularen Geschehnisse
am neointimalen Gefal3bett beitragen. Von Vorteil ware die Analyse humaner
Proben, da die Klassifizierung der Monozyten-Subsets verglichen mit den
verschiedenen Tiermodellen andere Marker nutzt. Im Tiermodell entdeckte
Zusammenhange erlauben daher nur modellhafte Anhalte auf die
humanmolekularen Zusammenhdnge. In der Atherosklerose wird der
Monozyten-CX3CR1/CX3CL1-Interaktion eine proinflammatorische Rolle
zugeschrieben, wobei die proinflammatorische Wirkung unter anderem durch
die  CX3CR1/CX3CL1-vermittelte  Adhasion  von Monozyten  ans
atherosklerotische Plaque vermittelt wird®#8921% |nteressant ware demnach
die Wirkung einer selektiven CX3CR1-Antagonisierung zur Restenosetherapie
und Atherosklerosepravention zu ergriinden, zum Beispiel mittels des kirzlich
von Dorgham et al. entwickelten CX3CL1-Analogons F1 zur kompetitiven
Hemmung der CX3CR1-Wirkung'®. Zhou et al. prasentierten mit der
Entwicklung einer Vakzine gegen CX3CR1 einen interessanten Zugang zur
systemischen = CX3CR1-Antagonisiserung im  Tiermodell, der die
Monozyteneinwanderung in atherosklerotische Plagues  signifikant
verringerte'®®.  Begriindet durch die Bedeutung von CX3CR1 fir
immunologische Prozesse sind bei systemischer Hemmung auch
Nebenwirkungen an Organen zu erwarten, deren inflammatorische Prozesse
positiv von CX3CR1 beeinflusst werden. Ein Beispiel hierfur findet sich etwa
beim myokardialen Reparaturprozess nach Herzinfarkt, wo nicht-klassischen
Monozyten eine protektive Rolle zugeschrieben wird. Die CX3CR1M"
exprimierende, nicht-klassiche Monozytenunterart patroulliert CX3CRI1-
vermittelt auf Myokardzellen und wandert in der spaten (finf oder mehr Tage)

Heilungsphase nach Myokardinfarkt CX3CR1-vermittelt ins betroffene Areal ein,
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wo sie heilende Aufgaben zu tUbernehmen scheint durch Angiogenese und
Kollagenbereitstellung*®°****. Zusammenfassend kénnte durch Reduktion der
CX3CR1-abhangigen Monozyteneinwanderung eine wirkungsvolle, spezifische
Hemmung der chronischen Neointimahyperplasie mit konsekutiver Reduktion
der In-Stent-Restenoserate und der Stent-Thromboserate erreicht werden.
Auch die Atherosklerose der Koronararterien, Grundlage jeder PCI-Indikation,
lieBe sich durch eine Hemmung von CX3CR1 wirksam bekampfen. Jedoch
sollte wegen der vielfaltigen organubergreifenden und teils nur rudimentér
verstandenen Mechanismen der CX3CR1-MPS-Interaktion, wie beispielsweise
bei der Myokardheilung nach Infarkt, eine lokalselektive Hemmung der
CX3CR1-Wirkung direkt am Gefal? mittels DES durchgefiihrt werden.

Unsere Untersuchungen zeigten keine signifikanten Ergebnisse beziglich der
CCR2-Expression und -Positivitat auf humanen Monozyten vor und nach
Stenting. Im Vergleich der Subgruppen Uberwiegen bis auf einzelne, knapp
signifikante Unterschiede der CCR2-Expression und -—Positivitat die nicht-
signifikanten Ergebnisse. Von allen knapp signifikanten Ergebnissen ist am
interessantesten, dass bei adipdsen Patienten eine signifikant geringere CCR2-
Expression in der Einzelfarbung vor PCI im Vergleich zu nicht-adiptsen
Patienten gefunden wurde. In der Doppelfarbung ergab sich kein signifikanter
Unterschied der CCR2-Expression nach PCIl, ebenso ergab sich kein
signifikanter Unterschied In Bezug zur Rezeptorpositivitdt. Damit bleibt die
Aussagekraft des gefundenen knapp signifikanten Ergebnisses unklar. Um
einen eindeutige Einordnung treffen zu koénnen und die beobachteten
Expressionsmuster besser interpretieren zu konnen, sollte zunachst das
gefundene Ergebnis in Folgestudien mit einer grofReren Studienpopulation
validiert werden. Weiterhin ware ein Miteinbeziehen des CD16-Rezeptors in der
Doppelfarbung sinnvoll, um die klassische von der nicht-klassischen
Subpopulation differenzieren zu kénnen, da diese sich mal3geblich in ihrer
CCR2-Expression unterscheiden. Der Chemokinrezeptor CCR2 spielt eine
grundlegende Rolle in der Neointimagenese, der Atherosklerose sowie im
myokardialen Reparaturprozess bei KHK und nach Myokardinfarkt. So konnte

in Studien anderer Gruppen zum Beispiel durch Hemmung der CCR2/CCL2-

68



Achse nach GefalRverletzung eine signifikante Reduktion der neointimalen
Proliferation  herbeigefiihrt ~ werden'®*®  weswegen von  einem
proinflammatorischen Effekt ausgegangen wird. Ursachlich war hierbei unter
anderem die Reduktion der Monozytenrekrutierung mit konsekutiv reduzierter
Makrophageninfiltration'®®®®. In der Neointimagenese ist fir CCR2 vornehmlich
eine Rolle in der Akutphase innerhalb 24 Stunden nach Gefaliverletzung
beschrieben. CCL2 wird hierfir auf Thrombozyten hoch exprimiert, konsekutiv
kommt es zum Arrest und zur Transmigration von CCR2-exprimierenden, damit
vornehmlich der klassischen Unterart zuzuordnenden, Monozyten®®. Auch in der
Atherosklerose scheint CCR2/CCL2 im Zusammenspiel mit dem MPS eine
proinflammatorische Rolle einzunehmen, durch Hemmung von CCR2 oder
CCL2 kann eine signifikante Reduktion der Inflammationsreaktion erzielt

Werden83,86,167,170

. Diese proinflammatorische Rolle scheint vornehmlich in
frihen Stadien der Atherosklerose von Bedeutung zu sein'’*. Auch im
Heilungsprozess nach  Myokardinfarkt  spielen  CCR2-exprimierende,
sogenannte klassische Monozyten eine Rolle. Es konnte gezeigt werden, dass
sie bereits in der frihen Heilungsphase, also ab dem ersten Tag, in das
betroffene Areal einwandern, wo sie proteolytische, phagozytotische und damit
inflammatorische Aufgaben tbernehmen, wahrend nicht-klassische, CCR2-low-
exprimierende Monozyten erst in den spateren Heilungsstadien (ab Tag finf)
rekrutiert werden®®. Die Anwendung eines kompetitiven, selektiven CCL2-
Antagonisten im murinen Modell reduzierte den Schaden nach
Myokardischamie und spricht damit fur eine aggravierende Rolle von
CCL2/CCR2 beim myokardialen Heilungsprozess'*®. Dem entspricht die von
Tsujioka et al beschriebene negative Korrelation zwischen der Anzahl
klassischer Monozyten und der Myokardheilung beziehungsweise der

linksventrikularen Funktion nach Myokardinfarkt' "2

. Die aktuelle Studienlage
spricht flr eine bedeutende proinflammatorische Rolle der CCR2-MPS-
Interaktion in Neointimagenese und Atherosklerose, eine Hemmung dieser
Interaktion ware zur Reduktion beider Entziindungsreaktionen
dementsprechend geeignet. Dies erklart die momentanen Bestrebungen zur

Entwicklung geeigneter Mdglichkeiten zur Hemmung der Achsenwirkung. Dass
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in unserer Studie keine deutlich signifikanten Ergebnisse bezlglich der
humanen CCR2-MPS-Interaktion erzielt werden konnten, konnte der relativ
kleinen Studienpopulation zugeschrieben werden. Aufgrund der bedeutenden
Rolle von CCR2 sollte der Rezeptor in Folgestudien weiter im humanen Modell
untersucht werden. Um signifikante Aussagen treffen zu kdnnen, sollte dabei,

wenn methodisch méglich, eine groRere Population einbezogen werden.

In Zusammenschau liefern die Ergebnisse unserer Studie neue Erkenntnisse
Uber die  molekularen  Zusammenhdnge in der  Atherosklerose,
Neointimagenese und Myokardischamie. Die erstmalig beschriebene
Involvierung von CXCR4 im Monozytenrecruitment nach Stenting und die
Beteiligung von CX3CR1 im chronischen Monozytenrecruitment in der
Neointimabildung liefern einen interessanten Anhaltspunkt fur die Entwicklung
neuer, selektiver Antagonisten im Kampf gegen die In-Stent-Restenose. Die
vermutlich Hypoxie-bedingte Prakonditionierung von Monozyten via CXCR4-
Hochregulation nach Myokardinfarkt liefert einen Einblick in das komplexe
Geschehen der Infarktheilung und Hypoxiekompensation. Ausgehend von
unseren Ergebnissen und den Ergebnissen anderer Gruppen scheint CXCR4
eine protektive Rolle im hypoxischen Geschehen einzunehmen. Nach
Validierung dieser These mittels Folgestudien kodnnte auch hier ein
Angriffspunkt fir zuklnftige Therapiestrategien gefunden werden, um hypoxisch
bedingte Schaden zu reduzieren und die Infarktheilung dadurch wesentlich zu

verbessern.
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5 Zusammenfassung

Die Koronare Herzkrankheit (KHK) z&hlt zu den haufigsten Todesursachen in
Deutschland und weltweit. Die Atherosklerose der Herzkranzgefal3e qilt als
pathophysiologisches Korrelat der KHK. Die manifeste KHK geht mit
Myokardhypoxie einher, persistierende Myokardhypoxie resultiert im
Myokardinfarkt. Atherosklerose ist ein multifaktorieller, sich selbst verstarkender
Inflammationsprozess, an dem multiple Zellen und Molekile beteiligt sind.
Hierzu zahlen zum Beispiel das monozytar-phagozytare System (MPS) und
Chemokine sowie Chemokinrezeptoren. Auch im Regenerationsprozess nach
Myokardinfarkt spielt die MPS-Chemokinrezeptor-Interaktion eine bedeutsame
Rolle. Die perkutane Koronarintervention mit Stentimplantation (PCI) hat sich
als geeignete Behandlungsmoglichkeit der manifesten KHK etabliert. Haufigste
Komplikationsfolge der Implantation von Bare-Metal-Stents stellt die In-Stent-
Restenose aufgrund einer Uberschielenden Inflammationsreaktion dar.
Konsekutiv entwickelte Drug-Eluting-Stents sondern Immunmodulatoren zu
Eindammung der Inflammationsreaktion ab. Dadurch kommt es auch zu
Eindammung der gewollten Reendothelialisierung des Stents mit Zunahme
gefurchteter Stent-Thrombosen. Ideal ware demnach eine selektivere
Hemmung der Inflammationsreaktion, die die gewiinschte Reendothelialisierung
nicht beeintrachtigt. Hierzu missen die molekularbiologischen
Zusammenhange am GefalRbett nach Stenting beleuchtet werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsverhalten der Chemokinrezeptoren
CXCR4, CX3CR1 und CCR2 auf Monozyten vor und nach PCI im humanen
Modell untersucht, alle untersuchten Probanden litten an Atherosklerose, circa
die Hélfte hatte bereits vormalig einen Myokardinfarkt erlitten. 24 Stunden nach
Stenting zeigte sich eine signifikant geringere CXCR4-Expression und
Positivitdt auf Monozyten der Gesamtpopulation. Dies ist vermutlich Korrelat
einer Achsenaktivierung mittels CXCR4-typischer Rezeptorinternalisierung und
mittels Abwanderung CXCR4-positiver Monozyten ins Gefal3bett und spricht fur
eine grundlegende Rolle der CXCR4-MPS-Interaktion nach PCI. Patienten, die
bereits einen Myokardinfarkt erlitten hatten, konnten eine signifikant niedrigere

CXCR4-Expression auf Monozyten aufweisen als die Vergleichsgruppe.
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Weiterhin zeigten Patienten mit pectangindsen Beschwerden einen signifikant
hoheren Rezeptorverlust an der Oberflache der Monozyten nach Stenting. Dies
deutet auf eine grundlegende Rolle der CXCR4-MPS-Interaktion bei
Myokardhypoxie hin und liefert einen Einblick in das komplexe Geschehen der

Infarktheilung und Hypoxiekompensation.

Hypothetisch denkbar ware eine protektive Rolle der CXCR4-Achse nach
Ischamie, mit Hypoxie-vermittelter Prakonditionierung humaner Monozyten
nach stattgehabtem Myokardinfarkt und konsekutiv basal gesteigerter CXCR4-
Expression, die nach erneutem Hypoxie-Ereignis einen schnelleren Zugriff auf
CXCR4-vermittelte, protektive Signalwege erlauben kbénnte. Patienten, die sich
bereits vormals einem Stenting unterzogen hatten, konnten eine signifikant
niedrigere CX3CR1-Expression auf Monozyten aufweisen. Dies steht in
Kongruenz mit Ergebnissen von Tierstudien, die eine grundlegende Rolle von
CX3CR1 im chronischen Monozytenrecruitment nach GefalRverletzung
beschrieben hatten. Fir CCR2 ergaben sich keine relevanten Ergebnisse. Die
Rolle der Interaktion der Chemokinrezeptoren CXCR4, CX3CR1 und CCR2 mit
humanen Monozyten in Neointimagenese, Atherosklerose und Myokardheilung
nach Infarkt ist nicht eindeutig beschrieben und wird zum Teil kontrovers
diskutiert. Unsere Studie liefert interessante neue Erkenntnisse bezlglich der
Beteiligung der untersuchten Rezeptoren und dem MPS bei den beschriebenen
pathogenetischen Prozessen. Die erstmalig beschriebene CXCR4-MPS-
Interaktion nach Stenting sowie die Hinweise auf eine Beteiligung von CX3CR1
im chronischen Monozytenrecruitment der humanen Neointimagenese liefern
einen interessanten Anhaltspunkt fur die Entwicklung neuer, selektiver

Antagonisten im Kampf gegen die In-Stent-Restenose.
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