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Meinen Eltern gewidmet.

Freudig war vor vielen Jahren
Eifrig so der Geist bestrebt,
Zu erforschen, zu erfahren,
Wie Natur im Schaffen lebt.

Und es ist das ewig Eine,

Das sich vielfach offenbart.
Klein das Grol3e, groR das Kleine,
Alles nach der eignen Awrt.
Immer wechselnd, fest sich haltend,
Nah und fern und fern und nah;

So gestaltend, umgestaltend -
Zum Erstaunen bin ich da.

Johann Wolfgang von Goethe
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1. Einleitung
1.1 Koronare Herzkrankheit

1.1.1 Epidemiologie

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems stellen ein erhebliches gesundheitsbezogenes
und soziodkonomisches Problem dar. So verursachten kardiovaskulare Erkrankungen in
Deutschland im Jahr 2008 Kosten in Hohe von fast 37 Milliarden Euro, was rund 15 %

der gesamten Gesundheitsausgaben der Bundesrepublik entspricht .

Hierbei spielen vor allem die Manifestationsformen der koronaren Herzkrankheit
(KHK) eine fiihrende Rolle. Schatzungen zufolge manifestiert sich eine KHK bei je-
dem zweiten Mann und jeder dritten Frau im mittleren Lebensalter 2. Auch wenn seit
den 1980er-Jahren die Sterblichkeit an koronarer Herzkrankheit in Deutschland sowie
den USA insgesamt stetig sinkt, stellt die KHK noch immer die Haupttodesursache in
den Industrienationen dar, und wird laut Prognosen bis 2020 auch Schwellenlénder be-

treffen .

1.1.2 Definition und Manifestationsformen

Die koronare Herzkrankheit (KHK) bezeichnet die Manifestation einer Atherosklerose
an den HerzkranzgeféalRen, wobei die dort entstehenden Stenosen zu einer Koronarinsuf-
fizienz, einem Missverhaltnis zwischen Sauerstoffangebot und —bedarf des Myokards,
fuhren " 8. Die hervorgerufene Myokardischdmie hat verschiedene Manifestationsfor-
men. In 40 % der Falle zeigt sich eine Angina pectoris als Erstmanifestation einer KHK;
in 10 % der Félle &uRert sich eine KHK erstmalig durch einen plétzlichen Herztod. Die
haufigste Erstmanifestationsform einer KHK nimmt mit rund 50 % der Félle das akute
Koronarsyndrom (ACS) ein 8. Die Bezeichnung ,,akutes Koronarsyndrom* ist ein Sam-
melbegriff fur die praklinisch schwer zu differenzierenden Krankheitsbilder der instabi-
len Angina pectoris, des Non-ST-Hebungsinfarktes (NSTEMI, ,,Non ST-elevation
myocardial infarction®) und des ST-Hebungsinfarktes (STEMI, ,,ST-elevation
myocardial infarction®), denen als gemeinsames pathophysiologisches Substrat eine im
unterschiedlichen AusmaRB ausgepragte Minderperfusion des Myokards zugrunde liegt °.
Dennoch gibt es groRe Unterschiede im Langzeitrisiko fur weitere kardiovaskulére Er-
eignisse innerhalb dieser heterogenen Gruppe. Die haufigste Ursache eines akuten Ko-

ronarsyndroms ist die Ruptur eines atherosklerotischen Plaques *°.
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1.1.3 Pathophysiologie der Atherosklerose und Myokardinfarkt

Atherosklerotische Veranderungen sind asymmetrische Verdickungen der Intima, die
aus Bindegewebselementen, Lipiden, Zelltrimmern und vor allem aus Zellen des Im-
munsystems, aus Endothelzellen der GeféalRe und Zellen der glatten Muskulatur (SMC,
smooth muscle cells) bestehen **'*2. Kennzeichen der Erkrankung ist eine fortschreiten-
de Degeneration, die bei wachsenden atherosklerotischen Plaques zu einer Einengung

des GefaRlumens fihren kann.

Die primére makroskopisch sichtbare atherosklerotische L&sion sind sogenannte ,.fatty
streaks”, Ansammlungen von lipidbeladenen Makrophagen unter der Endothelzell-
schicht, die auch schon bei Kindern vorhanden sein kénnen *3. ,Fatty streaks* kénnen
entweder weiter zu atherosklerotischen L&sionen fortschreiten oder durch Abbau ver-
schwinden **. Der erste Schritt zur Entstehung dieser Lasionen beinhaltet die subendo-
theliale Retention von cholesterolreichen Lipoproteinen und die konsekutive Infiltration
der Intima durch Makrophagen, die sich dort durch Aufnahme von oxidiertem Lipopro-
tein zu Schaumzellen transformieren % ***®. Es kommt zur lokalen Entziindungsreakti-
on mit Zytokinausschiittung (v.a. TNFa, IL-6 und -8), die wiederum zur Stimulation
und zum Einwandern von Mastzellen, Makrophagen und T-Lymphozyten fiihrt ** 17,
Durch von aktivierten T-Lymphozyten synthetisiertem Interferon-y kommt es zur FOr-
derung der Kollagenbildung in glatten Muskelzellen, gleichzeitig wird deren Apoptose
gehemmt, was zu einer Ausdinnung der fibrésen Deckkappe des atherosklerotischen
Plaques fihrt. Auch wird die Expression von Matrixmetalloproteinasen gesteigert, deren
proteolytische Wirkung in einer weiteren Ausdiinnung der Deckkappe und konsekutiver
Destabilisierung des Plaques resultiert 1 8, Dagegen steht eine Regulation der Inflam-
mation durch eine Reihe von protektiven Faktoren. In verschiedenen Mausmodellen
konnte gezeigt werden, dass natiirliche regulatorische T-Zellen {iber TGFp-abhéngige
Signalwege das Fortschreiten der Atherosklerose verlangsamen kdnnen, indem sie so-
wohl zu einem erhohten Kollagengehalt des atherosklerotischen Plaques beitragen als
auch die Zahl der inflammatorischen Zellen innerhalb des Plagues begrenzen *°. Die
Rolle von TGFPB im Rahmen der Atheromentstehung wurde ebenfalls mehrfach durch
Unterbrechung des TGFpB-Signalwegs verdeutlicht, die in einer raschen Entwicklung
groRer, instabiler atherosklerotischer Plaques resultierte 2°?2. Der Mechanismus des
atheroprotektiven Effekts von TGFp ist bisher unzureichend geklart. In verschiedenen

Studien wird jedoch eine TGFp-abhéngige Inhibition der T-Zell-Aktivierung vorge-
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schlagen > 2. Der Ubergang von einem stabilen zu einem rupturanfalligen Plague ver-
lauft vor allem durch eine Imbalance zwischen Entzindung und Produktion der Extra-
zellularmatrix #. Vulnerable Plagues kénnen unter besonderer Belastung im Bereich der
Deckkappe erodieren oder, besonders im Bereich der Schulterregion zwischen der
Deckkappe und der angrenzenden gesunden Intima, rupturieren, wodurch zunachst
durch Adhasion von Thrombozyten und deren Aktivierung die Thrombozytenaggregati-
on im Rahmen der primaren Hamostase ausgeldst wird. Gleichzeitig wird durch Kolla-
gen und Gewebsthrombokinase die plasmatische Gerinnungskaskade aktiviert, die
schlieBlich zur Bildung von Fibrinablagerungen fiihrt . Im Rahmen der Plaqueruptur
kann es so zur vollstandigen Okklusion von Koronararterien und damit bei anhaltender
Ischamie zu einem Infarkt des versorgten Gewebes durch Untergang der Kardiomyozy-
ten kommen. Eine vollstdndige Nekrose aller Kardiomyozyten im Versorgungsgebiet
benétigt vier bis sechs Stunden in Abhéngigkeit von der Versorgung durch Kollateralen,
der Persistenz der Koronarokklusion und der Sensitivitat der Kardiomyozyten. Histopa-
thologisch wird ein akuter Infarkt (sechs Stunden bis sieben Tage nach dem Ereignis)
durch die Anwesenheit polymorphonuklearer Leukozyten gekennzeichnet, im heilenden
Infarkt (7 — 28 Tage) finden sich vor allem Fibroblasten und mononukleare Zellen. Ein

ausgeheilter Infarkt (iber 28 Tage) imponiert als Narbe ohne zellulare Infiltrationen .

1.1.4 Biomarker der Myokardnekrose

Im Serum und Plasma gemessene Biomarker fur einen myokardialen Schaden stellen
neben einer elektrokardiographischen Untersuchung einen Hauptpfeiler in der Diagnose
eines akuten Myokardinfarktes (MI) dar. Neben der Akutdiagnose erlauben manche
Biomarker weiterhin im Rahmen der Risikostratifizierung eines Patientenkollektivs
prognostische Aussagen und sind somit hilfreich in der Identifikation von Patienten mit

deutlich erhohtem Risiko.

Ein Myoglobinanstieg im Serum kann schon zwei Stunden nach einem Infarkt gemes-
sen werden. Da Myoglobin allerdings auch bei Skelettmuskelschéden freigesetzt wird,
ist auch durch eine nachgewiesene Erhohung kein Infarktnachweis maéglich. Die Mes-
sung der Aktivitat der Creatinkinase (Gesamt-CK) als Leitenzym zur Diagnose von
Schéden der Herz- und Skelettmuskulatur sowie deren Isoform CK-MB erlaubt eine
weitere Einschatzung eine myokardialen Schadigung. CK-MB-Anteile zwischen 6 — 20
% der Gesamt-CK sprechen hierbei fir eine Schadigung der Herzmuskulatur mit konse-

kutiver Enzymfreisetzung; die Hohe des Gesamt-CK-Anstieges korreliert dabei mit der
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Infarktgrofie. Weiterhin ist eine Bestimmung der CK-MB-Proteinkonzentration mittels
Enzymimmunoassay-Technik mdglich, welche im Vergleich zur Aktivitatsmessung eine
hohere Sensitivitat besitzt und bei einem Anstieg auf mehr als das Vierfache des Aus-
gangswerts als Marker fir eine erfolgreiche Reperfusion nach Lysetherapie dient . Mit
hoher Sensitivitat wird ein Herzmuskelschaden heutzutage vor allem durch Messung der
herzspezifischen Proteine Troponin | und Troponin T nachgewiesen. Ein Anstieg wird
hier ab etwa drei bis sechs Stunden post-MI mit einem Maximum nach etwa 20 Stunden
detektiert ®. In verschiedenen Studien konnten erhéhte Troponin T- und I-Werte bei
instabiler KHK als unabhéngige Risikofaktoren fiir eine schlechtere Kurz- sowie Lang-
zeitprognose durch erhdhte Mortalitét kardialer Ursache identifiziert werden 2%, Un-
spezifisch kommt es auRerdem im Rahmen der Myokardnekrose als Ausdruck der In-
flammation zu einem Anstieg des C-reaktiven Proteins (CRP), der Blutkdrperchensen-
kungsgeschwindigkeit (BSG), des Blutzuckers und der Leukozytenwerte 8. Eine Asso-
ziation der Erhéhung der Akute-Phase-Proteine CRP und Fibrinogen mit einer schlech-
teren Prognose hinsichtlich kardialer Ereignisse konnte sowohl fiir Patienten mit instabi-

ler KHK 2%:2% % als auch fur Gesunde gezeigt werden .
1.2 FAPa

Das Fibroblast-activation protein o (FAPa) ist ein Typ 1I-Membran-Glykoprotein mit
einer Molekiilmasse von 97 kDa. Aktives Fibroblast-activation protein (FAP, auch be-
kannt als Seprase: surface expressed protease) ist ein Homodimer aus zwei identischen
FAPa-Untereinheiten und besitzt eine Molekiilmasse von 170 kDa. In dimerisierter
Form besitzt dieses Enzym sowohl Endopeptidase- als auch Gelatinase-Aktivitat 3%
FAP, zunachst als F19-Antigen bezeichnet, wurde erstmals 1986 als induzierbares
Membranglykoprotein in kultivierten Fibroblasten beschrieben *® *". Wenig spater wur-
de FAP auch auf Invadopodien von Melanom-Zellen nachgewiesen und dessen Rolle

als moglicher Marker fiir die Invasivitat von Tumoren untersucht 3%,

1.2.1 FAPa-Gewebsexpression und -Funktion

FAPa wird in Organen unter physiologischen Bedingungen in niedrigen Konzentratio-
nen exprimiert, so v.a. in mesenchymalen Stromazellen im Knochenmark und Zellen
des proliferierenden Endometriums “* **. Keane et. al. konnten kiirzlich die proteolyti-
sche Aktivitdt von FAPa in verschiedenen Gewebearten bei Médusen und Pavianen mes-

sen. Hier zeigte sich eine besonders starke FAPa-AKktivitdt im murinen Uterus, Pancreas
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und der Glandula submaxillaris sowie in der Epididymis, der Blase und im Fett- und
Nervengewebe des Pavians. In den groRen Organen wie Herz, Nieren, Leber und Lunge
konnte unter physiologischen Bedingungen keine FAPa-Aktivitat nachgewiesen werden
2 Die Expression von FAPa geschieht hingegen im Rahmen des Gewebsumwandlung
wahrend der Embryonalentwicklung, im Granulationsgewebe bei der Wundheilung und
im reaktiven Tumorstroma der meisten Karzinome sowie mancher Sarkome, es fehlt
dagegen aber in ruhenden Fibroblasten *" *" %3, Im Modellorganismus Xenopus wurde
schon sehr bald eine FAPa-Expression im Zusammenhang mit der Resorption des
Schwanzes wahrend der Metamorphose beschrieben **. Auch im Rahmen diverser Er-
krankungen beim Menschen wurde eine erhohte FAPa-Produktion detektiert. So konnte
bei Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose eine FAPa-Expression in den Bereichen
mit rezidivierendem Gewebsschaden gezeigt werden, nicht hingegen im gesunden Lun-
gengewebe *°. Weiterhin konnte eine selektive Expression von FAPa in aktivierten Ito-
Zellen der Leber an der Grenzflache der zirrhotischen Umwandlung nachgewiesen wer-
den, weshalb auch eine mogliche Beteiligung von FAPa beim Umbau der Extrazellu-
larmatrix diskutiert wird *°. Bei Patienten mit chronischer Hepatitis C korrelierte der
Expressionsgrad von FAPo mit dem Schweregrad der Zirrhose *’. Auch bei Keloid-
Fibroblasten liel3 sich eine im Vergleich zu normalen Haut-Fibroblasten gesteigerte
FAPa-Expression und ein konsekutiv erhéhtes Invasionspotential feststellen *. Weiter-
hin konnte bei Patienten mit rheumatoider Arthritis eine Expression von FAPa in der
Synovia detektiert werden, was ebenfalls eine Funktion von FAPa im Rahmen der
Knorpel- und Knochenzerstorung arthritischer Gelenke vermuten lasst *® *°. Analog
stellt sich ebenfalls eine mdgliche Rolle von FAPa beim Gewebeab- und Umbau im
Rahmen der Arthrose dar, da sowohl eine gesteigerte Expression von FAPa in Chond-
rozyten von Arthrose-Patienten als auch eine Induktion von FAPa durch proinflamma-
torische Zytokine gezeigt werden konnten *!. Unlingst wurde dariiber hinaus FAPo in
atherosklerotischen Plaques mit dinner fibroser Deckplatte detektiert, wo es zum Kol-
lagenabbau und zur weiteren Ausdiinnung der Deckplatte beitragt °2. Weiterhin wurde
bereits eine gesteigerte Expression von FAPa in kardialen Fibroblasten nach experimen-
teller Myokardischamie immunhistologisch gezeigt *. Im Gesamtkontext lasst sich
demnach eine Rolle der FAPa-Expression in Zusammenhang mit dem Gewebeumbau
vermuten, der einerseits im physiologischen Rahmen waéhrend der Entwicklung und der
Waundheilung, andererseits im Rahmen pathologischer VVorgénge bei chronischen Ent-

zlindungen, Fibrose oder Krebserkrankungen vorkommt.
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In verschiedenen Studien konnten Hinweise fur eine tumorsupprimierende Funktion von
FAPa gefunden werden. So wurde in Melanomzellen durch Reexpression der Exopepti-
dase DPP-1V, die Strukturdhnlichkeit mit FAPa besitzt, der Zellzyklus arretiert oder
sogar die Apoptose eingeleitet, auch wenn durch Mutation die katalytische Aktivitat von
DPP-IV aufgehoben wurde. Gleichzeitig fuhrte die DPP-IV-Expression auch zu einer
gesteigerten FAPa-Expression, sodass Wesley et al. von einer moglichen proapoptoti-
schen Wirkung von FAPa bei Melanomzellen ausgingen >*. Auch gibt es weitere Hin-
weise auf eine direkte Funktion von FAPa als Tumorsuppressor in einem murinen Me-
lanommodell, in dem durch Expression von FAPa das Tumorwachstum deutlich redu-
ziert sowie die Kontaktinhibition und die Abhéangigkeit der Zellen von Wachstumsfak-
toren wieder hergestellt wurde. Interessanterweise flhrte hierbei die Expression einer
katalytisch inaktiven Mutante von FAPa zu einer stiarkeren Tumorsuppression als die
des Wildtyps >°. Dagegen wurde in einer Vielzahl anderer Studien eine potentielle Rolle
von FAPa als Tumor-Promotor beschrieben. In einem Mausmodell konnte gezeigt wer-
den, dass die Uberexpression von FAPa sowohl die Entstehung eines Tumors fordert als
auch dessen Wachstumsraten erhoht *°. Auch bei Brustkrebszellen konnte durch Ex-
pression von FAPa sowohl in vitro ein proliferationssteigernder Effekt als auch im
Mausmodell eine gesteigerte Angioneogenese im Tumorgewebe gezeigt werden °" %%,
Analog konnte auch bei Endothelzellen eine FAPa-Expression, gemeinsam mit einer

Reihe weiterer Serin-Proteasen, im Rahmen der Angioneogenese dargelegt werden *°.

1.2.2 Der TGFB-Signalweqg im Rahmen der FAPa-Expression

Die TGFB-Superfamilie (Transforming growth factor ) besteht aus einer Reihe struk-
turverwandter Zytokine, die unter anderem Aktivine, Inhibine und BMPs (Bone
morphogenicc proteins) einschlieBt. In Sdugetieren sind drei Isoformen von TGFp,
TGFB.: -2 & -3, bekannt, deren Funktionen sich teilweise tiberlappen %, TGFB wurde
schon friih eine profibrotische Rolle zugesagt, da es in vitro in Fibroblasten die Expres-
sion von Bestandteilen der Extrazelluldrmatrix induziert und Proteine, die die Extrazel-
lularmatrix abbauen, inhibiert % %. Auch in der Regulation der Zellproliferation hat
TGFP entscheidende Funktionen und kann in Abhédngigkeit vom Zelltyp und den

Wachstumsbedingungen entweder die Proliferation fordern oder hemmen % .

Der TGFpB-Signalweg scheint auch im Herzen nach stattgehabtem Myokardinfarkt oder
im Verlauf beim linksventrikuldaren Remodeling einen zentralen Stellenwert zu haben.

Nach abgelaufenem Myokardinfarkt konnte im Tiermodell nach einer Woche eine ge-
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steigerte Expression von TGFp im Bereich der Narbe und der Infarktrandzone nachge-
wiesen werden ®” %, Somit wird eine mégliche Rolle von TGFp bei den Abliufen in der
Heilungsphase eines Infarkts angenommen, die das Rekrutieren von Monozyten und die
Bildung von Granulationsgewebe beinhalten. Auch scheint der TGFB-Signalweg zu
einer Auflosung des entziindlichen Infiltrates nach Infarkt durch Hemmung proinflam-
matorischer Zytokine zu fihren. Darlber hinaus wird auch ein Beitrag von TGFp zur
Regulation der kardialen Fibrose durch Induktion der Proteinsynthese von Extrazellu-

larbestandteilen und Verhinderung von deren Abbau vermutet ®°.

Neben einer Reihe anderer Proteine, die durch TGFp induziert werden, konnte eine
TGFB-abhdngige Induktion der FAPa-Expression bereits fir embryonale Mausfibro-
blasten und fiir Fibroblasten der Leptomeninx untersucht werden " ™. Auch fiir humane
kardiale Fibroblasten wurde eine Induktion der FAPa-Expression durch Stimulation mit

TGFB, bereits gezeigt, der Signalweg ist jedoch unklar 3.

1.2.3 Struktur von FAPa

FAPa besteht aus 760 Aminosduren, das vorhergesagte Protein hat einen kleinen N-
terminalen zytoplasmatischen Anteil bestehend aus sechs hochkonservierten Aminosau-
ren, eine 20 Aminoséuren umfassende hydrophobe Transmembranregion und eine groRe
Extrazellulardomane " ™. Die katalytische Region mit der fiir Serinproteasen typischen
katalytischen Triade aus den drei Aminosauren Serin®®*, Aspartat’® und Histidin* um-
fasst die letzten 200 C-terminalen Aminosauren (Tyr*®® — Asp™®) und zeigt mit 68 %
Ubereinstimmung eine Homologie zur ebenfalls membranassoziierten Aminopeptidase
DPP-IV (Dipeptidylpeptidase 1V) ** 2. DPPIV als nichster Verwandter von FAPa wird
im Gegensatz zur dessen restriktiver Expression in einer Reihe verschiedener Zellen
exprimiert und spielt eine wichtige Rolle unter anderem bei der T-Zell-Costimulation,
im Glukose-Metabolismus und in der Prozessierung mehrerer Chemokine, auch wurde
eine Rolle im Abbau der Extrazellularmatrix im Rahmen von Gewebsumbauprozessen
wie Fibrosierung oder Tumorinvasion gezeigt "> ™. Interessant ist auch die Diskussion
um eine potentielle Rolle von DPP-IV als Tumorsuppressor, angestoRen unter anderem
durch die Beobachtung, dass DPP-IV-Serumspiegel sowohl bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom als auch bei Patienten mit malignem Melanom signifikant er-
niedrigt waren " . Weiterhin wurde eine Komplexbildung aus FAP und DPP-1V so-
wohl in Fibroblasten als auch in Endothelzellen beschrieben, die fur die Migration im

Rahmen der Wundheilung relevant zu sein scheint 7"°.
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Neben dem membrangebundenen FAPo konnte ebenfalls eine Splice-Variante der
FAPa-mRNA in der humanen Melanom-Zelllinie LOX gefunden werden, die ein ver-
kirztes intrazellul&res Protein, das nur die C-terminale katalytische Region beinhaltet,

codiert &,

1.2.4 Antiplasmin Cleaving Enzyme

Eine im Blut 16sliche Form von FAPa konnte sowohl in bovinem Serum als auch in
humanem Plasma isoliert werden 8% ®. Das einzig bisher identifizierte Substrat der 16s-
lichen Form von FAPa, auch als Antiplasmin cleaving enzyme (APCE) bezeichnet, ist
ap-Antiplasmin (a2AP). Das in der Leber synthetisierte 02AP ist der Hauptinhibitor von
Plasmin, das wiederum eine entscheidende Rolle sowohl in der Fibrinolyse als auch in
der Degradierung der Extrazellularmatrix im Rahmen der Wundheilung und der

Angioneogenese spielt 8%

. Durch a,-AP wird die Fibrinolyse Uber verschiedene Me-
chanismen reguliert. Einerseits bildet a-AP mit Plasmin einen stabilen Komplex und
hemmt somit dessen Wirkung, andererseits verhindert es auch die Adsorption von
Plasminogen an Fibrin und kann weiterhin durch Faktor Xllla-vermittelte Quervernet-
zung an Fibrin zur Fibrinstabilisierung beitragen 8" %. Im Einklang mit der Rolle von
Plasmin bei Gewebeumbauprozessen konnte auch fiir a, AP gezeigt werden, dass dessen
Mangel zu einer beschleunigten Wundheilung und Angioneogenese fithrt 3. a,AP ist
ein aus 464 Aminosauren bestehendes Glykoprotein mit einem N-terminalen Methionin
(Met-a,AP). APCE katalysiert die N-terminale Abspaltung von 12 Aminosduren von
Met-a,AP zur aktivierten Form Asn-a,AP, das eine deutlich hohere Verknupfungsrate
zu Fibrin besitzt und dadurch eine starkere antifibrinolytische Wirkung entfaltet. Die N-
terminale Abspaltung hat keinen Einfluss auf die Inhibition von freiem Plasmin 84 %,
Die Herkunft von l6slichem APCE ist bislang unklar. Der N-Terminus von APCE ent-
spricht der Sequenz von FAPa, beginnend bei Isoleucin an Position 24, was auf eine
proteolytische Spaltung des membranstdndigen FAPa an den letzten beiden Aminosiu-
ren der Transmembrandomane mit konsekutivem Shedding hindeuten konnte 8. Eine
Sheddase konnte hierbei allerdings bisher noch nicht identifiziert werden. Alternativ
konnte APCE auch durch alternatives Splicing und Translation der FAPa-mRNA

enstehen, auch dies konnte bislang nicht gezeigt werden.



1.2.5 Substrate von FAPa

Die dimerisierte Form von FAPa besitzt sowohl Gelatinase- als auch aminoterminale
Post-Prolyl-Aminopeptidaseaktivitat *> % % 3 Mittels Zymographie konnte gezeigt
werden, dass FAPa Gelatin aus denaturiertem Kollagen Typ | sowie denaturiertes Kol-
lagen Typ IV abbaut, andere Substrate wie Fibronectin, Laminin, Fibrin oder Casein

konnten jedoch nicht gespalten werden **

. In weiteren Studien konnte dargelegt wer-
den, dass weder FAPa noch dessen 16sliche Form APCE primér in der Lage sind, nati-
ves Kollagen Typ | und Typ Il abzubauen. Nach dessen vorherigem Abbau durch die
Matrix-Metalloproteinase 1 (MMP-1) konnte jedoch ein sekundirer Abbau durch FAPa
oder APCE in Kleinere Peptide als beim alleinigen Verdau durch MMP-1 gezeigt wer-

1 Diese Daten lassen eine Zusammenarbeit von FAPo mit anderen

den
kollagenspaltenden Proteasen im Abbau von Kollagen Typ | und Il im Rahmen des

Umbaus der Extrazellularmatrix annehmen.

Vor Kurzem wurden in vitro weitere Substrate von FAPa identifiziert, zu denen neben
Neuropeptid Y, Substanz P und Peptid YY auch BNP (Brain Natriuretic Peptide) zéh-
len %2, Aktives BNP wird vor allem im Herz nach Druckiberlastung synthetisiert und
gilt zusammen mit dem N-terminalen Fragment seines Precursor-Hormons (NT pro-
BNP) als Biomarker fiir linksventrikulare Dysfunktion, insbesondere der Herzinsuffizi-
enz, und dient dartber hinaus als Marker zur Risikostratifizierung bei akutem Koronar-

syndrom %% %

. FAPa katalysiert die aminoterminale Abspaltung eines Dipeptids von
BNP, jedoch ist die Auswirkung des Verlustes der zwei Aminosduren auf die
Rezeptorbindung nicht ausreichend geklart, sodass keine Aussage uber die Aktivitat des
gespaltenen BNP getroffen werden kann *2. Die von FAPa katalysierte Spaltung von
Neuropeptid Y hingegen, fur das bisher bereits unter anderem Effekte auf das Nerven-
system, das Endothel, das Immunsystem und das Fettgewebe gezeigt werden konnten *
% fiihrt zu einer gesteigerten Affinitat fir den Y2-Rezeptor, der im Gegensatz zu der
durch den Y1-Rezeptor mediierten VVasokonstriktion angioneogenetische Effekte austibt
% Auch die sequentielle Spaltung von Substanz P, einem inflammatorischen Hormon,
das in verschiedenen Zelllinien eine Proliferation und die Hemmung der Apoptose aus-

l6st, kénnte hierbei eine durch FAPa mediierte anti-inflammatorische Wirkung haben®.

Letztlich bleiben jedoch bis heute die natiirlichen Substrate von FAPa sowie die physio-
logischen und pathologischen Funktionen der von FAPa gespaltenen Peptide weitestge-

hend unklar und sind daher Gegenstand intensiver Forschung.
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1.3 Fragestellung

FAPa war bisher als membranstidndiges Protein bekannt, das in verschiedenen Geweben
im Rahmen des Gewebeumbaus, insbesondere auch in atherosklerotischen Plaques so-
wie bei kardialen Fibroblasten nach experimentellem Myokardinfarkt, exprimiert
wird 33 3% 37 4333 {(Jper die Rolle von FAPa im Zusammenhang mit kardialem
Remodeling nach Myokardinfarkt ist jedoch bisher nur wenig bekannt. Auch ist die
Funktion der im Blut zirkulierenden l6slichen Form von FAPa, APCE, weitestgehend

ungeklart.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte zundchst der Einfluss verschiedener nach
Myokardinfarkt exprimierter Zytokine auf die Induktion der FAPa-Expression in huma-
nen kardialen Fibroblasten (HCF) untersucht werden. Weiterhin sollte in vitro eine
mogliche Abgabe des membranstindigen FAPa in Zellkulturiiberstdnde ermittelt wer-
den, um so eine erste Aussage uber eine mogliche Herkunft des zirkulierenden APCE
treffen zu konnen. In diesem Kontext sollte ebenfalls ein ELISA-Kit zur Detektion von
FAPa in humanem Plasma optimiert und validiert werden, um erstmalig nicht nur phy-
siologische FAPa/APCE-Plasmakonzentrationen einer gesunden Referenzgruppe zu
beschreiben, sondern auch einen Zusammenhang der FAPa-Plasmaspiegel zum klini-
schen Outcome kardiovaskularer Erkrankungen deutlich zu machen. Im Zuge dessen
sollte auch die Eignung von zirkulierendem FAPa als potentiellen Biomarker tiberpriift
werden. Hierfiir wurden die FAPa/APCE-Plasmakonzentrationen einer Referenzgruppe
mit den Konzentrationen bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom und Koronarer

Herzerkrankung verglichen.
2. Materialien und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Kultivierung humaner kardialer Fibroblasten

Fur die in vitro Versuche wurden adulte humane kardiale Fibroblasten (HCF; 306K-05a
Tebu-Bio, Offenbach, Deutschland) verwendet, die bei 37 °C unter 5 %-iger CO,-
Atmosphére (Heracell 150, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) zur Expansion in
Lung/Cardiac Fibroblast Growth Medium (Cell Applications, San Diego, CA, USA)
kultiviert wurden. Wahrend der Versuche wurden die Zellen entweder in serumfreiem
Medium (Medium SF), bestehend aus DMEM 4,5 g/l Glukose und L-Glutamin (Lonza,
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Walkersville, MD USA) mit 10 mM HEPES Puffer (1 M HEPES Buffer, Lonza,
Walkersville, MD USA) und 0,2 % BSA (35% Albumin Solution Fraction V from Bovi-
ne, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO USA), oder im Nahrmedium DMEM 4,5 g/l Glukose
und L-Glutamin mit 10 %-igem FBS-Anteil (Fetal Bovine Serum, Lonza, Walkersville,
MD USA) inkubiert. Alle Né&hrstoffmedien waren frei von antibiotischen oder

antimykotischen Zusétzen. Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei Tage.

Ab einer Konfluenz von ca. 80% - 90% wurden die Zellen passagiert. Hierflr erfolgte
nach einem Waschschritt mit PBS (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) die
Inkubation der Zellen mit einer 0,25%igen Trypsin/EDTA-L6sung (Biochrom AG, Ber-
lin, Deutschland) fur fiinf Minuten. Die Ablésung der Zellen wurde mittels Zellkultur-
mikroskop (Wilovert S, Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland) kontrolliert und die Reak-
tion bei einer Ablésung von mehr als 90% durch Zugabe von Trypsin-Neutralisations-
Losung (Clonetics TNS, Lonza, Walkersville, MD USA) beendet. Die Zelllésung wurde
daraufhin bei 400 g und 4 °C fiir 6 Minuten zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5810 R,
Hamburg, Deutschland). Das erhaltene Zell-Pellet wurde in Zellkulturmedium resus-
pendiert und auf die Zellkulturflaschen (Cellstar T 75, Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland oder Nunc® 6-well multidish, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) aufgeteilt.
Zur weiteren Expansion der Zellen wurde eine Zelldichte von ca. 3500 Zellen/cm? ge-
wahlt, fiir Versuche wurden die Zellen in einer Dichte von ca. 13000 Zellen/cm? ausge-
sét. In den vorliegenden Versuchen wurden nur Zellen der Passagen zwei bis sechs ver-

wendet, um eventuelle Einflisse durch eine Uberalterung der Kultur gering zu halten.

2.1.2 Lyse der Zellen, Aufbereitung der Zellkulturiiberstande fiir den ELISA

Die Lyse der Zellen erfolgte nach zweimaligem Waschen mit PBS mittels Lysierpuffer
(10x Lysis Buffer, Cell Signaling, Danvers, USA) mit 1mM PMSF
(Phenylmethylsulfonylflourid, Cell Signaling, Danvers, USA). Pro Well einer 6-Well-
Platte wurden 80 pl Lysierpuffer zugegeben, die Zellen mit einem Zellschaber (Cell
Scraper, SPL Life Sciences, Korea) abgeldst und in ein Reaktionsgefal (Eppendorf Sa-
fe-Lock microcentrifuge tubes, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) Uberfiihrt. Nach einer
15-mindtigen Inkubation auf Eis erfolgte die Zentrifugation bei 4 °C und 14000 g fir 10
Minuten (Hettich Universal 320R, Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland),
um die im Uberstand gel6sten Proteine von zellularem Debris zu trennen. Der Uber-

stand wurde in ein neues Reaktionsgefal uberfiihrt und bei -80 °C gelagert.
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Die im ELISA gemessenen Zellkulturliberstande wurden direkt nach Abpipettieren der
Zellen ebenfalls bei 4 °C und 14000 g fir 10 Minuten zentrifugiert. Nach Abnahme der
Uberstéinde erfolgte deren Lagerung bei -80 °C. Alle Uberstande stammten von Zellen

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

2.1.3 Transfektion der HCFs mit siRNA

2.1.3.1 siRNA - Mechanismus

siRNA (small interfering RNA) sind kurze RNA-Molekiile, die als wichtiger Teil des
angeborenen Immunsystems als Schutz vor Virusinfektionen tber einen sequenzspezifi-
schen posttranslationalen Mechanismus die Genexpression auf Translationsebene hem-
men. Durch synthetische, in die Zelle eingebrachte siRNA ist analog eine Reduktion der
Expression eines bestimmten Proteins moglich. Hierbei werden die doppelstrangigen
siRNAs im Zytoplasma an die Nuklease RISC (RNA-induced silencing complex) ange-
lagert und dort in Einzelstrange gespalten. Der durch die einzelstrdngige siRNA akti-
vierte RISC verwendet diese dann als Vorlage und bindet die zur SiRNA komplementé-
re mRNA. Diese wird daraufhin im Zentrum der siRNA-Bindungsstelle von RISC ge-
spalten und weiter durch zelluldre Nukleasen abgebaut. So wird durch Verminderung

funktioneller mMRNA eine Reduktion der Proteinexpression erreicht ¥/-1%.

2.1.3.2 Durchfuhrung der siRNA-Transfektion

Die Transfektion humaner kardialer Fibroblasten mit siRNA erfolgte durch Lipofektion
(Oligofectamine™ oder Lipofectamine™ RNAiMAX; beide Invitrogen, Carlsbad, USA).
Hierflr wurden in verschiedenen Versuchen jeweils zwei siRNAs (Silencer® Select
SiRNA, Applied Biosystems / Ambion, Austin, USA) in einer Konzentration von 50 nM
verwendet. So wurde die Expression von FAPa (siRNAs s5021 & s5022), von Smad-2
(SiIRNAs s8397 & s8398), von Smad-3 (SiRNAs s8401 & s8402) und von EGR-1 (si-
RNAs 54538 & s4539) durch Transfektion mit der jeweiligen siRNA reduziert. Als Ne-
gativ-Kontrolle diente die Silencer® Select Negative Control siRNA (4390843 &
4390843, Applied Biosystems / Ambion, Austin, USA).

In den vorliegenden Versuchen wurde die Methode der reversen Transfektion ange-
wandt, bei die Transfektion bei gelosten Zellen durchgefiihrt wird. Hierfir erfolgte zu-
néchst die Herstellung des siRNA-Mixes. Bei der Transfektion mit Oligofectamine™
wurde der siRNA nach Verdinnung mit Opti-MEM® (Gibco by Life Technologies,
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Grand Island, NY und Schottland, UK) Oligofectamine™ zugegeben und 20 Minuten
inkubiert, um eine Komplexbildung der siRNA mit dem Transfektionsreagenz zu er-
moglichen. Nach Verdiinnung des siRNA-Mixes auf das Gesamtvolumen mit auf 37 °C
erwarmtem Opti-MEM® erfolgte die Zugabe der zuvor geernteten Zellen und das Aus-
séen in 6-Well-Platten. Vier Stunden nach der Transfektion mit Oligofectamine™ wur-
de den Zellen pro Well 0,5 ml des Nahrmediums DMEM mit 10% FBS zugegeben, am
néachsten Tag erfolgte ein vollstandiger Mediumwechsel auf DMEM mit 10% FBS. Die
Transfektion mit Lipofectamine™ RNAiMAX erfolgte bis auf die Inkubation in Opti-
MEM®, die hier ausgelassen werden konnte, analog. Die Zellen wurden direkt mit dem
Nahrmedium DMEM mit 10% FBS ausgesat, auch war kein Mediumswechsel am
nachsten Tag erforderlich. Da sich im Verlauf der Erstellung dieser Arbeit herausstellte,
dass die Transfektion mit Lipofectamine™ RNAiMAX zu einer im Vergleich zu
Oligofectamine™ erhdhten Downregulation der Proteinexpression fuhrte, wurde dieses

fur alle kommenden Versuche verwendet.

2.1.4 Zytokin-Stimulation und Inhibition von Signalwegen

Zur Untersuchung des Effekts verschiedener Zytokine auf die FAPa-Expression in hu-
manen kardialen Fibroblasten (HCF) wurden die Zellen in unterschiedlichen Versuchen
mit diversen Zytokinen inkubiert. Die Inkubation der HCF mit den Zytokinen fand ge-
nerell nach vorheriger Aktivierung durch 24-stiindige Kultivierung der Zellen in serum-
freiem Medium (Medium SF) vor Versuchsbeginn statt; alle Zytokine wurden ebenfalls

in Medium SF gelost.

Der TGFp;-Signalweg wurde untersucht, indem die HCFs sowohl mit verschiedenen
Konzentrationen von TGFB; (R&D Systems, Minneapolis, USA) als auch tber unter-
schiedlich lange Zeitintervalle inkubiert wurden. Weiterhin wurde der TGFf;-
Signalweg durch den selektiven Inhibitor der TGFp;-Rezeptorkinasen (ALKS, Activin-
like Kinases) SB431542 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) blockiert, indem dieser dem
Medium SF in einer Konzentration von 10puM zugegeben wurde. Daruber hinaus sollte
eine mogliche Rolle des MAP-Kinase-Weges auf die FAPa-Expression untersucht wer-
den, da bereits gezeigt wurde, dass dieser tber ein Adapterprotein durch den aktivierten
TGFp-Rezeptor aktiviert wird *® %2, Durch selektive Inhibition der MEK1/2 nach Zu-
gabe einer 10 puM Lo6sung des Inhibitors U0126 (U0126 Monoethanolate, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) sollte so der Signalweg unterbrochen werden.
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Weiterhin wurde der Effekt von TNFa (R&D Systems, Minneapolis, USA) sowie CTGF
(Recombinant Human CTGF, Preprotech, Rocky Hill, USA) auf die FAPa-
Konzentration in HCFs untersucht.

2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate erfolgte mittels des DC Prote-
in Assay Kit | (Bio-RAD Laboratories, Hercules, USA) nach der Methode nach Lowry.
Zur Kalkulation der Proteinkonzentration der Proben wurde fur jedes Assay eine Stan-
dardkurve vorbereitet, indem ein Standard mit einer Proteinkonzentration von
1,5 mg/ml 4-fach seriell verdiinnt wurde. Anschlielend wurden je 5 ul des Zelllysats
bzw. des Proteinstandards mit 25 pl Reagent A und 200 pl Reagent B auf einer Mikro-
titerplatte (DY990, R&D Systems, Minneapolis, USA) fur funfzehn Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Danach erfolgten die Messung der Absorption bei einer Wellen-
lange von 655 nm im Microplate-Reader (Modell 550, Bio-RAD Laboratories, Hercules,
USA) und die Berechnung der Proteinkonzentration anhand der Standardkurve.

2.3 Western-Blot-Verfahren

Die Western-Blot-Technik ist ein Verfahren zum Nachweis und zur relativen Quantifi-
zierung von Proteinen. Hierbei erfolgt zunéchst die elektrophoretische Auftrennung von
Proteinen aufgrund ihres Molekulargewichts in einem SDS-Polyacrylamidgel, in einem
zweiten Schritt werden die Proteine durch ,Blotten‘ auf eine Membran bertragen. Der

Nachweis des gesuchten Proteins erfolgt durch eine spezifische Antikdrperfarbung.

Zuné&chst wurden Trenn- und Sammelgel mit einem Acrylamidgehalt von 10 bzw. 5 %
hergestellt. Fir das Trenngel wurden 3,325 ml eines 30%-igen Acrylamid-Mix
(Rotiphorese Gel 30, Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) zu 4,175
ml H,O und 2,5 ml 4x Tris-HCI / SDS (pH 8,8) gegeben. AnschlieBend erfolgte die Zu-
gabe von 33,3 pl einer 10%-igen Ammoniumpersulfatlosung (APS, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USA) sowie 6,68 pl TEMED Electrophoresis Reagent (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, USA). Das Sammelgel wurde mit 815 pl des 30%-igen Acrylamid-Mix mit
3,813 ml H,0, 1,564 ml des 4-fach Tris-HCI / SDS-Puffers sowie 31,3 ul 10% APS und
6,25 ul TEMED hergestellt.

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

ration 0,5 pg/pl) mit 10 pl Proben-Puffer (Blue Loading Buffer, Cell Signaling Techno-
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logy, Danvers, USA), bestehend aus DTT (Dithiothreitol) und SDS
(Sodiumdodecylsulfat), vermischt und anschlieBend bei 107 °C fir finf Minuten dena-
turiert wurden (Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die Auf-
trennung im Gel erfolgte bei einer konstanten Stromstérke von 15 mA und einer Span-
nung von 70 V. Als Skala wurde die Precision Plus Protein Standards (Bio-RAD Labo-
ratories, Hercules, USA) verwendet.

AnschlieRend wurde der Transfer der im Gel aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-
Membran (Immunblot PVDF-Membran, Bio-RAD Laboratories, Hercules, USA) unter
Kihlung fur zwei Stunden mit einer konstanten Spannung von 80 V durchgefiihrt. Da-
nach erfolgte eine einstiindige Blockierung der Membran in 40 ml TBST (Tris-buffered
Saline Tween, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) mit 2 g Blocking Agent (Amersham
ECL Blocking Agent, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Zur Immundetektion
einzelner Proteine wurde im Anschluss die Inkubation der Membran mit dem Priméran-
tikdrper Uber Nacht bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Am Folgetag wurde die Memb-
ran nach dreimaligem Waschen mit TBST mit einem HRP (Horseradish peroxidase)-
gekoppelten Sekundéarantikorper fir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Der
Nachweis der Proteinbanden erfolgte durch Belichtung eines Autoradiographiefilms
(Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) mit Hilfe einer
Chemilumineszenz-Reaktion (Amersham ECL Western Blotting Analysis System, GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK). Analog wurde auf den Membranen das Kontrollen-
zym GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) nachgewiesen.

Folgende Primérantikorper zum Nachweis von FAPa, EGR-1, Smad-2, Phospho-Smad-
2, Smad-3, Phospho-Smad-3 sowie GAPDH wurden verwendet:

e Monoklonaler Maus Antikorper gegen Fibroblast Activation Protein a (ab54651
Abcam, Cambridge, UK)

e Polyklonaler Kaninchen Antikorper gegen EGR-1 ((588): sc-110, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, USA)

e Monoklonaler Kaninchen Antikorper gegen Smad-2 (Smad2 (D43B4) XP™
Rabbit mAb, #5339, Cell Signaling Technology, Danvers, USA)

e Monoklonaler Kaninchen Antikorper gegen Phospho-Smad-2 (Phospho-Smad?2
(Ser465/467) (138D4) Rabbit mAb, #3108, Cell Signaling Technology, Danvers,
USA)
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e Monoklonaler Kaninchen Antikorper gegen Smad-3 (Smad3 (C67H9) Rabbit
mADb, #9523, Cell Signaling Technology, Danvers, USA)

e Monoklonaler Kaninchen Antikérper gegen Phospho-Smad-3 (Phospho-Smad3
(Serd23/425) (C25A9) Rabbit mAb, #9520, Cell Signaling Technology, Danvers,
USA)

e Monoklonaler Maus Antikdérper gegen GAPDH (ab8245, Abcam, Cambridge,
UK).

Folgende Sekundarantikorper wurden verwendet:

e Antikorper gegen Schaf-1gG (donkey anti-sheep 19G-HRP, SC-2916, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA)

e Antikorper gegen Kaninchen-IgG (Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody #7074,
Cell Signaling Technology, Danvers, USA)

e Antikorper gegen Maus-1gG (Anti-mouse 1gG, HRP-linked Antibody #7076, Cell
Signaling Technology, Danvers, USA).

2.4 FAPa-ELISA

Das ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent assay) ist ein Immunassay-Verfahren, das
vor allem zum Nachweis von Proteinen verwendet wird. Es basiert auf Antigen-
Antikdrper-Wechselwirkungen und weist diese Komplexe mittels einer enzymatischen
Farbreaktion nach. In vorliegender Arbeit wurde das kommerziell erhaltliche
humanFAPa Development Kit (R&D Systems, Minneapolis, USA) und ausschlieRlich
die dazu von R&D Systems empfohlenen Reagenzien verwendet. Die korrekte Messung
der Konzentration von humanem FAPa in Zellkulturiiberstinden wurde bereits vom
Hersteller validiert und eine Kreuzreaktion gegen humanes DPP-IV sowie DPP-VI in

einer Konzentration von 50 ng/ml ausgeschlossen.

2.4.1 Durchfiihrung des ELISA

Bei dem hier durchgefuhrten Assay handelt es sich um einen Sandwich-ELISA
(Abbildung 1). Hierfur erfolgte zunéchst tiber Nacht bei Raumtemperatur eine Beschich-
tung der 96-Well-Mikrotiterplatte (DY990, R&D Systems, Minneapolis, USA) mit 100
ul der Erstantikorperlosung (Capture Antibody mouse anti-human FAP, Part 842997,
R&D Systems, Minneapolis, USA) pro Well. Die Mikrotiterplatte wurde hierbei mit
einer Klebefolie (Costar 6524 Sealing Tapes, Corning Life Sciences, NY, USA) versie-
gelt. Die vom Hersteller vorgesehene Antikorperkonzentration von 1 pg/ml in PBS
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(Phosphate buffered saline, 2,7 mM Kaliumchlorid, 138 mM Natriumchlorid, pH 7.4,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) wurde zur Messung von Zellkulturtiberstdénden und
Zelllysaten angewendet, bei Messung von humanem Plasma wurde die Konzentration
auf 2 pg/ml in PBS erhoht. Am folgenden Tag wurde die Mikrotiterplatte drei Mal mit
PBS mit 0,05 % Tween-20 (Waschpuffer WA126, R&D Systems, Minneapolis, USA)
mit je 400 pl pro Well gewaschen. Die Blockierung erfolgte mit je 300 pl einer 1%
BSA-L6sung in PBS (Reagent Diluent DY995, R&D Systems, Minneapolis, USA) flr
1,5 Stunden bei Raumtemperatur. Gleichzeitig wurden die Plasmaproben 100-fach in
Reagent Diluent verdunnt. Zellkulturiberstande wurden unverdiinnt aufgetragen,
Zelllysate hingegen in 400-facher Verdunnung. Flr die Standard-Proben wurde eine
Standard-Konzentration von 4000 pg/ml mit rekombinantem humanem FAPa (rhFAP,
3715-SE-010, R&D Systems, Minneapolis, USA) in Reagent Diluent hergestellt und
diese siebenfach seriell verdiinnt. Weiterhin wurde als Leerwert bei Zellkulturproben
immer das Losungsmedium der Proben - bei Zellkulturiiberstanden das jeweilige reine
Zellkulturmedium und bei Zelllysaten der in der gleichen Konzentration verdiinnte
Lysierpuffer - aufgetragen. Nach einem weiteren Waschschritt wurden jeweils 100 pl
sowohl der Standards als auch der verdiinnten Proben in die Wells gegeben, mit einer
Klebefolie versehen und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Alle Proben in-
klusive der Standards wurden als Duplikate aufgetragen. Nach einem erneuten Wasch-
schritt wurde die Platte mit je 100 pl einer Zweitantikdrperldsung, (Detection Antibody
biotinylated sheep anti-human FAP polyclonal, Part 842998, R&D Systems, Minneapo-
lis, USA) der Konzentration 200 ng/ml in Reagent Diluent fiir 2 Stunden bei Raumtem-
peratur mit Klebefolie versehen inkubiert. Durch eine Biotinylierung des Fc.-Fragment
des Zweitantikdrpers wurde ein spaterer Nachweis des gebundenen Antikorpers ermog-
licht. Nach einem erneuten Waschschritt wurde die an Streptavidin gekoppelten HR-
Peroxidase (Horseradish Peroxidase, Meerrettichperoxidase; Streptavidin-HRP Part
890803, R&D Systems, Minneapolis, USA) in einer 200-fachen Verdiinnung in Reagent
Diluent fur 20 Minuten bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht zugegeben.
Aufgrund der starken nicht-kovalenten Bindung von Streptavidin an Biotin erfolgte
hierbei die Bindung des Zweitantikdpers an den Streptavidin-HRP-Komplex. Nach ei-
nem weiteren Waschschritt wurde jedes Well mit 100 ul der Substrat Losung A und B
(H2O, + Tetramethylbenzidin; DY999, R&D Systems, Minneapolis, USA) fur 20 Minu-
ten unter Lichtausschluss inkubiert. Die so durch die Peroxidase katalysierte blaue Farb-

reaktion durch die Substrat Lésung wurde nach Ablauf der Inkubationszeit durch Zuga-
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be von 50 pl Stopp Losung (H,SO4, DY994, R&D Systems, Minneapolis, USA) pro
Well mit einem Farbumschlag ins Gelbe beendet, sodass die Extinktion photometrisch
bei 450 nm Wellenldnge und einer Wellenlangen-Korrektur von 570 nm gemessen wer-

den konnte.

+ Substrat

F-’uPJJI

Abbildung 1: Schematische Darstellung des FAPa-ELISA

Oben: Der auf der Platte gebundene Erstantikérper bindet das in einer Probe befindliche FAPa
(gelb). Mitte: Der biotinylierte Zweitantikorper bindet ebenfalls an das bereits fixierte FAPa.
Unten: Nach Zugabe von an Streptavidin gekoppelter Horseradish-Peroxidase und dessen
nonkovalenter Bindung an Biotin erfolgt Gber zwei Schritte eine durch die Peroxidase kataly-
sierte Farbreaktion, die eine photometrische Detektion in Abhdngigkeit der Konzentration von
FAPa in der Probe moglich macht.
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2.4.2 Auswertung des ELISA

Bei jedem Assay wurde eine mindestens 7-Punkt-Standard-Kurve mit Hilfe einer 4-
Parameter-logistischen Kurvenanpassung erstellt (Abbildung 2), sodass fiir jede gemes-
sene optische Dichte innerhalb der Nachweisgrenzen eine FAPa-Konzentration entspre-

A1-A2
1+(55)”

Hierbei entsprach xo, dem Wendepunkt der Kurve, A; der minimalen und A, der maxi-

chend der Formel f(x) =

+ A2 errechnet werden konnte.

malen Asymptote sowie p der Steigung. Durch Auflésen nach X, das der gesuchten

1
Al-f (X))E
f(x)-42/) °

FAPa-Konzentration entsprach, ergab sich die Gleichung x = x0 * (

oD

0,1 ———r . —————r
100 1000

FAP [pg/ml]

Abbildung 2: Exemplarische Darstellung einer Standardkurve
4-Parameter logistische Standardkurve einer 8-fachen seriellen Verdiinnung der hochsten FAPa-
Konzentration mit 4000 pg/ml.

2.4.3 Validierung des ELISA fiir nicht-validierte Proben

Da das hFAP ELISA Development Kit vom Hersteller nur fir Zellkulturiberstande vali-
diert war, musste das Assay sowohl flr die Messung von humanem Plasma als auch fur

Lysate aus der Zellkultur etabliert und die Ergebnisse validiert werden.

Die Validierung des ELISA geschah in mehreren Schritten nach dem von R&D Systems
vorgeschlagenen Protokoll zur Validierung von Proben in Immunoassays. Zundchst

wurde den Proben eine definierte Menge an rekombinantem FAPa hinzugegeben und
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die gemessenen Werte mit denen der reinen Probe verglichen, um die Wiederfindungs-
rate dieses ,,Spikes* zu bestimmen. Danach wurde die Wiederfindungsrate seriell ver-
dunnter Proben in Abhéngigkeit vom Erwartungswert ausgedriickt. Hierfir wurden
Verdlinnungen der Proben verwendet, die eine Detektion innerhalb der Nachweisgren-
zen ermdglichten (Verdiinnung des Plasmas 1:100, Verdinnung der Zelllysate 1:400,
jeweils in Reagent Diluent).

Die zu validierenden Proben wurden zunéchst mit einer definierten Menge einer FAPa-
Stock-Losung ,,gespikt™, sodass die Endkonzentration der ,,gespikten® Probe bei der
urspriinglichen Konzentration plus 2000 pg/ml FAPa lag. Die ,,gespikten* Proben wur-
den weiterhin seriell 2-, 4-, 8- und 16-fach verdiinnt. Auch wurde ein ,,Kontroll-Spike*
durch Zugabe der gleichen Menge der rekombinanten FAPa-Stocklosung zu Reagent
Diluent hergestellt, dessen Konzentration 2000 pg/ml betragen sollte. Alle Messungen

wurden in Doppelbestimmung durchgefihrt.

Die Berechnung der Wiederfindungsrate des ,,Spikes* erfolgte anhand der Formel

gespikte Probe—nicht gespikte Probe

, , A
Wlederflndung (A)) FAP—-Kontroll-Spike

x 100 , wobei die Rate in

einem Bereich von 80-120 % liegen sollte.

Weiterhin wurde die Parallelitdt der verdiinnten Proben zur Standardkurve durch die

beobachteter Wert Verdiinnung 1:x

X 100  berechnet.

Formel  Wiederfindung (%) =

gespikte nichtvalidierte Probe +x

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

In einem zweiten Validierungsschritt wurde den reinen Proben vor der Verdlinnung eine
definierte Menge an rekombinantem FAP zugegeben und die Proben erst anschlielend
gemal Vorschrift verdinnt. Auch hier wurde Uberpriift, ob der zu erwartende Wert mit

dem tatsachlichen Wert in einem Rahmen von 80 — 120 % Ubereinstimmte.

2.4.4 Qualitatskontrolle und Praanalytik bei der Messung der FAPa-Plasmaspiegel

2.4.4.1 Inter- und Intra-Assay-Variabilitat

Die Inter-Assay-Variabilitat ist definiert als die Schwankung der mittels ELISA in un-
terschiedlichen Assays gemessenen FAPa-Konzentrationen einer Probe; die Intra-
Assay-Variabilitat gibt die Schwankung der FAPa-Werte einer Probe bei mehrmaliger

Messung innerhalb eines Assays an.
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Zur Messung beider Parameter wurden zunachst 4 gepoolte Plasma-Proben durch Ver-
mischung des Plasmas von jeweils 4 Probanden hergestellt und in Aliquots bei -80°C
eingefroren. Diese gepoolten Plasma-Proben wurden in allen ELISAs zur Messung der
FAPa-Plasmaspiegel in Doppelbestimmung zur Analyse der Inter-Assay-Variabilitat
gemessen. Zur Bestimmung der Intra-Assay-Variabilitat erfolgte die sechsfache Dop-

pelmessung der gepoolten Plasma-Proben in zwei Assays an demselben Tag.
2.4.4.2 Einfluss der Lagerungsbedingungen der Blutproben auf die FAPa-Konzentration

Um auszuschlieBen, dass FAPa durch schlechte Lagerungsbedingungen oder mehrmali-
ges Auftauen und Einfrieren in Bruchstiicke zerfiel, die mit dem ELISA nicht mehr
nachzuweisen waren, wurde die Stabilitdt von FAPa unter diesen Bedingungen gemes-
sen. Hierfur wurden die Plasma Proben von 4 Probanden entweder direkt bei -80°C ein-
gefroren oder nach zwei oder drei Einfrier-Auftau-Zyklen von -80°C auf Raumtempera-
tur mittels ELISA gemessen. Weiterhin wurden die FAPa-Konzentrationen im Plasma
von 10 Probanden sowohl direkt als auch nach ein- und dreitdgiger Lagerung bei 4°C
eingefroren und anschlieRend bestimmt, sowie die Plasma-Proben von 9 Probanden, die
entweder direkt nach der Abnahme oder nach 24-stiindiger Lagerung bei Raumtempera-
tur zunachst bei -80°C eingefroren und anschlieRend nach erneutem Auftauen gemessen

wurden.
2.5 Humane Blutproben und Studienkollektiv

2.5.1 Probenaufbereitung

Die Gewinnung von Plasma- bzw. Serumproben erfolgte durch Abnahme eines EDTA-
sowie eines Serum-Gel-Rohrchens bei den Probanden. Die Proben wurden im An-
schluss an die Blutabnahme bei 2500 g fur 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifu-
giert und das Serum bzw. Plasma in Nunc-Rohrchen (Nunc® CryoTubes 1,8 ml, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) bei -80°C eingefroren.

2.5.2 Probenkollektiv

Alle Probanden der Studie erklarten schriftlich ihr Einverstandnis. Die Durchfihrung
der Studie erfolgte nach der Zustimmung durch die Ethikkomission der Medizinischen
Hochschule Hannover in Konformitét mit der Deklaration von Helsinki. Die Erhebung

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

dierung und Messung der FAPa-Konzentrationen des Kollektivs konzentrierte.
2.5.2.1 Proben zur ELISA-Validierung

Zur Validierung des ELISAs fiir FAPa im Plasma wurden zunichst bei 20 gesunden
Medizinstudenten und deren Verwandten (11 Manner, 9 Frauen) im Alter von 23 bis 86
Jahren Serum- und Plasma-Proben entnommen. Weiterhin wurde Blut von 11 herzinsuf-
fizienten Patienten (Alter 22-84 Jahre; 7 Manner, 4 Frauen), sowie von 6 Patienten mit
KHK (Alter 45-82 Jahre; 4 Méanner, 2 Frauen) gesammelt.

2.5.2.2 Blutspender-Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe fiir die Messung der FAPa-Konzentration im Plasma dienten 101
Freiwillige, die im August 2011 am Institut fir Transfusionsmedizin der Medizinischen
Hochschule Hannover Blut gespendet hatten. Einschlusskriterium flr die hier vorlie-
gende Studie war neben der Erflllung aller Gesundheitskriterien des Instituts flr Trans-
fusionsmedizin zum Blutspenden ein Alter Giber 50 Jahre. Die Gesundheitskriterien um-
fassten einen Ausschluss von Probanden mit akuten Krankheitszustéanden, Fieber, chro-
nischem Drogen- oder Alkoholabusus, vorhandenen neurologischen oder kardiovaskula-
ren Erkrankungen, Krebsleiden, bekannten Infektionen oder mdéglichem Kontakt zur
infizierten Personen sowie kiirzlich vorangegangenen Impfungen oder chirurgischen
Eingriffen. Die Zusammensetzung der Kontrollgruppe wurde so gewahlt, dass das Ge-
schlechterverhéltnis und das ungefdhre Durchschnittsalter dem der Studiengruppe gli-
chen. Die Kontrollgruppe bestand daher aus 76 Mannern zwischen 51 und 71 Jahren
(Alters-Median 57 Jahre) und 25 Frauen zwischen 51 und 68 Jahren (Alters-Median 59
Jahre).

2.5.2.3 ACS-Patientengruppe

Fur die Studiengruppe wurden Plasmaproben von 407 Patienten mit akuten Koronar-
syndrom (ACS) verwendet, die an der Medizinischen Hochschule Hannover zwischen
September 2007 und September 2009 behandelt wurden. Das Alter der Patienten lag
zwischen 36 und 94 Jahren (Alters-Median 66 Jahre). Die Proben wurden bei stationérer
Aufnahme abgenommen und nach Aufbereitung des Plasmas wie oben beschrieben bei
-70°C gelagert. Einschlusskriterium war mindestens eine 15-minutige Angina pectoris-

Episode in Ruhe. 97 dieser Patienten (24%) erhielten die Diagnose einen instabilen An-
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gina pectoris, bei 125 (31%) Patienten wurde ein Non-ST-Hebungs-Infarkt (NSTEMI)
und bei 185 (45%) ein ST-Hebungs-Infarkt (STEMI) diagnostiziert. Ein myokardialer
Infarkt wurde mittels Elektrokardiogramm und wiederholten Messungen des kardialen
Troponin T (cTnT) als Marker der Myokardnekrose festgestellt, wobei cTnT-Werte
uber 0,03 mg/l als erhdht erachtet wurden. Sowohl das Auftreten neuer Myokardinfarkte
als auch eine Todesfolge wurde in einem einjéhrigen Zeitintervall ab stationarer Auf-
nahme bei allen 407 Patienten der Studiengruppe durch telefonische Befragung doku-

mentiert.
2.5.2.4 Patienten mit stabiler KHK

Analog zu den Plasma-Proben der ACS-Patienten wurden bei 25 Patienten mit stabiler
KHK Plasma-Proben gewonnen. Einschlusskriterium war mindestens eine angiogra-

phisch gesicherte Koronarstenose von mehr als 50%.

2.5.3 Laborchemie der Blutproben der ACS-Patienten

Die Messung des kardialen Troponin T (cTnT) wurde im Labor von Prof. Wollert mit-
tels eines Assays der 4. Generation von Roche Diagnostics auf einer Elecsys 2010 Sys-
templattform (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz) durchgefiihrt. Weiterhin wurde NT-
proBNP und hochsensitives Troponin T (hsTnT) auf einem Cobas e411 System (Roche
Diagnostics, Basel, Schweiz) gemessen. Das C-reaktive Protein (CRP) wurde mittels
eines turbidimetrischen Immunoassay (Hitachi 917; Roche Diagnostics, Basel,
Schweiz) bestimmt, wobei Proben mit einer CRP-Konzentration >20 mg/l erneut mit
einem Roche/Hitachi Modular System (Roche Diagnostics, Basel, Schweiz) berprift
wurden. Die geschétzte glomeruldre Filtrationsrate (eGFR) wurde mit der Vier-

Variablen-MDRD-Formel (Modification of Diet in Renal Disease) berechnet 1%,
2.6 Statistische Analyse

2.6.1 FAPa in Zelllysaten und Zellkulturiiberstinden

Die Daten wurden, sofern nicht anders gekennzeichnet, als Mittelwert + Standardabwei-
chung angegeben. Die statistische Auswertung wurde durchgefiihrt durch das Programm
OriginPro 8.6G (OriginLab, Northampton, USA). Zunachst wurde der Shapiro-Wilk-
Test zur Testung auf Normalverteilung der Daten angewandt. Danach wurde mittels der
einseitigen Varianzanalyse (ANOVA) zum Vergleich der Varianz von mehr als zwei

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

Wert < 0,05 wurden als signifikant erachtet.

2.6.2 FAPa in humanem Plasma

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe
von Prof. Wollert an der Medizinischen Hochschule Hannover. Kontinuierliche Variab-
len wurden ebenfalls durch Angabe des Mittelwertes + Standardabweichung oder des
Medians und der 25. und 75. Perzentile dargestellt. Kategorische Variablen wurden mit
dem Chi-Quadrat-Test verglichen und als Haufigkeiten in Prozentsatzen ausgedrickt.
Die Assay-Ungenauigkeit wurde durch den Variationskoeffizient charakterisiert, der der
relativen Standardabweichung entspricht. Zur Feststellung von Unterschieden zwischen
den Medianen zweier Gruppen wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test angewandt.
Lineare Regressionsanalysen wurden durchgefiihrt zur Identifikation von mit FAPa
assoziierten Variablen, multiple lineare Regressionsanalysen dagegen zur Detektion von
unabhéngig mit FAPa assoziierten Variablen. Zur Feststellung der Normalverteilung
der Variablen wurde der Kolmogorov-Smirnov Test verwendet. Nicht-normalverteilte
Variablen wurden fur die Regressionsanalyse zum natirlichen Logarithmus tberfihrt.
Mit Hilfe der Kaplan-Meier-Methode wurde das Patienten-Uberleben in Abhangigkeit
zur FAPa-Konzentration dargestellt sowie mit dem log-rank Test statistisch ausgewer-
tet. Weiterhin wurde eine einfache Cox Regressionsanalyse durchgefiihrt, um die Ab-
hangigkeit der FAPa-Konzentration zur Mortalitdt zu bestimmen sowie eine multiple
Cox Regressionsanalyse fur eine Anpassung von Alter und Geschlecht. Die Kruskal-
Wallis Analyse mit dem Dunn’s Post-Hoc Test wurde fir den Vergleich von mehr als 2
Gruppen angewendet. Alle Analysen wurden durchgefiihrt mit StatView 5.0.1 (SAS In-
stitute, Cary, USA), MedCalc 11.2.1.0 (MedCalc Software, Belgien), SPSS Statistics
19.0 (IBM, Armonk, USA) und GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla,
USA).

3. Ergebnisse

3.1 Zellulares und l6sliches FAP bei HCF

Im Hinblick auf die Entdeckung von 16slichem, im Blut zirkulierendem FAPa sollte im
Rahmen dieser Dissertation zunéchst die Abgabe des von humanen kardialen Fibroblas-

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

beteiligt sein kdnnten.

3.1.1 FAPa-Expression und zeitabhingige Abgabe in den Uberstand durch TGFp,

Eine Induktion von FAPa durch TGFf wurde bereits sowohl fiir kardiale Fibroblasten
als auch einige andere Zelllinien gezeigt ** "> "*. In vorliegender Arbeit wurde deshalb
untersucht, ob eine gesteigerte Expression von FAPa durch TGFB;-Induktion auch eine

Konzentrationszunahme im Zellkulturiiberstand bewirkt.

Nach Stimulation der HCF fiur 48 Stunden mit aufsteigenden TGF;-Konzentrationen
wurde die FAPa-Konzentration im Uberstand und im Zelllysat mittels ELISA bestimmt
(Abbildung 3).
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Abbildung 3: FAPa im Zellkulturiiberstand und Lysat nach konzentrationsabhangiger
TGF-Stimulation

Im ELISA ermittelte FAPa-Konzentration im Zellkulturiiberstand von HCF (schwarze Linie)
und im Zelllysat der korrespondierenden Zellen (blaue Linie, normiert auf Gesamtproteinge-
halt). Es zeigt sich im Lysat ein signifikanter Anstieg der FAPa-Konzentration nach TGFf-
Stimulation im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (n = 6, *** p < 0,001) und analog ein
Anstieg der FAPa-Konzentrationen im Uberstand der Zellen (n =6, * p < 0,05). Beide Anstie-
ge verlaufen anndhernd parallel und verdeutlichen den Zusammenhang der
membrangebundenen FAPo-Menge mit der FAPa-Konzentration des Uberstands. Messung
mittels ELISA, Darstellung des zelluldiren FAPo nach Normierung auf den Gesamtproteinge-
halt.
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Die Zelllysate wurden fiir eine bessere Vergleichbarkeit bei unterschiedlichem Zellge-
halt auf den Gesamtproteingehalt der Proben normiert. Im Lysat zeigte sich eine TGFf;-
abhingige signifikante Konzentrationssteigerung von FAPa im Vergleich zum Kont-
rollmedium schon bei Werten ab 0,5 ng/ml TGFB; (n = 6, p < 0,001). Die FAPa-
Konzentrationen in den Zellkulturliberstanden korrespondierten weitestgehend mit der
Konzentration der Lysate und zeigten ebenfalls eine signifikante Steigerung der FAPa-
Expression bei einer TGFpB;1-Konzentration von 0,5 ng/ml und 10 ng/ml (n = 6,
p <0,05).
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Abbildung 4: FAPa-Konzentration im HCF-Lysat nach zeitabhéingiger TGFB-Stimulation
Messung der FAPa-Konzentration der Probe (normiert auf Gesamtproteingehalt) mittels ELISA
nach Stimulation der HCF mit 2 ng/ml TGFp, fur 6, 12, 24 und 48 Stunden und anschlieRender
Lyse. Nach 48-stlindiger Stimulation zeigt sich eine im Vergleich zur Kontrolle signifikante
Steigerung der FAPa-Konzentration im Zelllysat (n = 3, * p < 0,05). Messung mittels ELISA,
Darstellung nach Normierung auf den Gesamtproteingehalt.

In einem weiteren Versuch wurde die zeitabhdngige FAPa-Expression in Abhangigkeit
von TGFB; im Zellkulturiiberstand und im HCF-Lysat untersucht. Hier zeigte sich so-
wohl in den Zelllysat-Proben (Abbildung 4) als auch im Uberstand (Abbildung 5) eine
signifikante Steigerung der FAPa-Expression nach 48-stiindiger Inkubation mit 2 ng/ml
TGEFp; im Vergleich zur Inkubation in Medium SF fur 48 Stunden (je n = 3, p < 0,05).
Dartiber hinaus lieR sich sowohl im Lysat der Zellen als auch in deren Uberstand eine
Zunahme der FAPa-Konzentration im Zeitverlauf feststellen, die keiner linearen Dyna-
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mik folgte. Aufgrund des begrenzten Beobachtungszeitraumes zwischen den Wechseln
des Kulturmediums mit maximal 48 Stunden war eine genauere Untersuchung der Dy-

namik der FAPa-Freisetzung nicht moglich.

Zusammenfassend kann in der vorliegenden Arbeit die bereits vorbeschriebene Indukti-
on der FAPa-Expression durch TGFp; bestatigt werden. Auch konnte gezeigt werden,
dass cine gesteigerte zelluldire FAPa-Konzentration zu einer Konzentrationszunahme
von FAPa im Uberstand fiihrt.
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Abbildung 5: FAPa-Konzentration in den Zellkulturiberstdnden nach zeitabhangiger
TGF-Stimulation

Messung der FAPa-Konzentration in den Zellkulturiberstdnden der HCF, die fiir 6, 12, 24 oder
48 Stunden mit 2 ng/ml TGFf; inkubiert wurden. Analog zu den Zelllysaten (Abbildung 4)
zeigt sich eine im Vergleich zur Kontrolle signifikante Steigerung der FAPa-Konzentration
nach 48-stiindiger TGFB-Stimulation ( n = 3, * p < 0,05). Messung mittels ELISA.

3.1.2 Transfektion von HCF mit FAPa siRNA

Um die zellgebundene und l6sliche FAPa-Konzentration in HCF, bei denen die Expres-
sion von FAPa vermindert wurde, im Vergleich zu unbeeinflussten Zellen zu bestim-
men, wurden HCF mit FAPa-siRNA oder Negativkontroll-siRNA transfiziert und so-
wohl die Zellkulturiiberstande als auch die Lysate der Zellen 48 Stunden nach erfolgter

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

Konzentrationen der Zellkulturiiberstande sowie der Lysate gemessen.

Es zeigte sich bei der Messung der FAPa-Konzentrationen der lysierten Zellen als auch
bei deren Uberstanden eine signifikante Verminderung der FAPa-Konzentration nach
Transfektion mit FAPa-sSiRNA im Vergleich zur Kontrollgruppe (Lysate: n =3, p <
0,001; Uberstinde: n = 6, p < 0,001; Abbildung 6). Eine Reduktion des zelluliren FAPa

fuhrt also ebenfalls zur Reduktion des 16slichen Proteins.
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Abbildung 6: Reduktion der FAPa-Konzentration im Lysat und Uberstand nach siFAP-
Transfektion

Signifikante Reduktion der FAPa-Konzentration im Zelllysat und im Zellkulturiiberstand nach
Transfektion mit siFAP im Vergleich zur Kontrollgruppe 48 Stunden nach Transfektion. Mes-
sung mittels ELISA. Links: FAPa im Zelllysat, Darstellung mittels Normierung auf die Ge-
samtproteinkonzentration (n = 3). Rechts: FAPa im Zellkulturiiberstand (n = 6). *** p < 0,001.

Die Testung der Zelllysate im Western Blot mit dem FAPa-Antikorper ab54651
(Abcam) bestatigte die Ergebnisse (Abbildung 7). Der Antikérper wurde bereits zuvor
hinsichtlich der Spezifitit fiir FAPa validiert >>. FAPa zeigt eine spezifische Bande von
90 kDa (von Abcam vorhergesagtes Molekulargewicht 88 kDa). Auffallig ist weiterhin
eine zweite Bande in den Kontrollgruppen bei ca. 27 kDa. Eine weitere starke Bande bei
ca. 110 kDa entspricht DPP-1V, das eine 52%-ige Sequenzhomologie zu FAPa auf-
weist; die antikdperbindende Region am C-terminalen Ende von FAPa (AS 525-625)

zeigt im Alignment mit DPP-1V sogar eine 62%-ige Sequenzibereinstimmung.
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Abbildung 7: Western Blot der HCF-Lysate nach siRNA-Transfektion

Detektion von FAPa, (88 kDa) der HCF-Lysate nach siRNA-mediiertem FAPa-Knockdown zu
zwei unterschiedlichen Zeitpunkten. Bei den mit FAPao siRNA transfizierten Zellen ist nur eine
deutlich geringere FAPa-Menge sichtbar (roter Kasten). Neben FAPa (88 kDa) wird auch DPP-
IV (110 kDa) und ein unbekanntes Protein (27 kDa) detektiert. C: CTRL, F:FAP, d3: Tag 3, d5:
Tag 5.

3.2 Der Signalweg zur Expression von FAPa

3.2.1 Rolle von EGR-1

In HOS-Zellen konnte bereits gezeigt werden, dass EGR-1 die FAPa-Expression durch
Bindung an dessen Promoter reguliert 1. Zur Untersuchung der Abhéngigkeit der
FAPa-Expression von EGR-1 in HCF wurden diese mittels EGR-1 siRNA bzw. Kont-
roll-siRNA transfiziert. Nach der Transfektion erfolgte eine 48-stiindige Inkubation der
Zellen in Medium SF mit oder ohne 2 ng/ml TGFB;. Der Knockdown wurde mittels
EGR-1 Western Blot der Zelllysate verifiziert (Abbildung 8). Die Analyse der FAPa-
Konzentration erfolgte mittels ELISA und FAPa Western Blot. Im ELISA der HCF-
Lysate zeigten sich neben einer signifikanten TGFf;-Aktivierung mit Steigerung der
FAPa-Expression in beiden Gruppen keine Unterschiede im FAPa-Gehalt der Lysate
zwischen den mit EGR-1 siRNA transfizierten Zellen und den Kontrollen (Abbildung 9,
p < 0,05; n = 4 fir TGFB;-Stimulation, n = 2 fir Medium SF). Ein FAPa Western Blot
derselben Proben lieferte ein analoges Ergebnis (Abbildung 10).
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Abbildung 8: Western Blot der mit sSiEGR-1 transfizierten HCF

Die Zellen wurden mit der jeweiligen siRNA (Negativkontroll-siRNA = CTRL; SiEGR-1 =
EGR-1) transfiziert und anschlieend fiir 60 Minuten mit 2ng/ml TGFp oder in Medium SF
inkubiert. Bei beiden Proben ist ein leichter Anstieg der Menge von EGR-1 unter Stimulation
mit TGFp feststellbar, die EGR-1-Konzentration zeigt sich jedoch in der mit SIEGR-1
transfizierten Zellen geringer als in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 9: FAPa-Konzentration der HCF-Lysate nach EGR-1-Knockdown

Zwischen der Kontrollgruppe und der mit siRNA gegen EGR-1 behandelten Gruppe ist kein
Unterschied erkennbar, der Effekt durch TGFB (2 ng/ml TGFp, fur 48 Stunden) ist in beiden
Gruppen erhalten. Messung mittels ELISA, Darstellung der Ergebnisse durch Normierung auf
Gesamtproteingehalt der Proben (n = 4 fiir TGFB-Stimulation, n = 2 fiir Kontrolle; * p < 0,05)
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Abbildung 10: FAPa Western Blot der Proben vom EGR-1 Knockdown
Detektion von FAPa in HCF-Lysaten nach Transfektion mit EGR-1 siRNA mit und ohne TGFp.

Es ist eine deutliche Induktion von FAPa durch TGFp, feststellbar, jedoch besteht kein Unter-
schied zwischen der mit EGR-1 siRNA transfizierten Zellen und der Kontrollgruppe.

3.2.2 CTGF und TNFa

Auch sollten weitere Zytokine wie CTGF (Connective Tissue Growth Factor) und
TNFa (Tumor Necrosis Factor o), die nach Myokardinfarkt vermehrt exprimiert wer-
den, auf eine potentielle Induktion der FAPa-Expression untersucht werden. So wurden
HCF mit aufsteigenden Konzentrationen von CTGF oder 10 ng/ml TGFp; als Positiv-
kontrolle in Medium SF flr 48 Stunden inkubiert. Die Proben wurden hinsichtlich ihres
FAPo-Gehalts mittels ELISA untersucht. Hier zeigte sich keine Anderung der FAPa-
Konzentration in den mit CTGF behandelten Proben, die FAPa-Konzentration nach
TGFp;-Stimulation war jedoch erneut signifikant gesteigert (p < 0,001). Auch zeigte
sich in der mit 100 ng/ml CTGF + 10 ng/ml TGFp; behandelten Gruppe nicht nur eine
signifikante Steigerung der FAPa-Konzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe
(p <0,001), sondern auch eine Tendenz zu hoheren FAPa Konzentrationen als nach

alleiniger TGFp;-Stimulation (Abbildung 11; n = 4).
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Abbildung 11: CTGF-Stimulation hat keinen Einfluss auf die FAPa-Konzentration
FAPa-Konzentrationen nach 48-stiindiger CTGF-Stimulation im Vergleich zur TGFp;-
Stimulation mit 10ng/ml TGFB1. Es zeigt sich keine Anderung der FAPa-Konzentration durch
unterschiedliche CTGF-Konzentrationen. Messung mittels ELISA, Darstellung der Ergebnisse
durch Normierung auf Gesamtproteingehalt der Proben (n = 4; **p < 0,01, ***p < 0,001, im
Vergleich zu nur mit Medium SF inkubierten Kontrolle).

Weiterhin wurden HCFs fiir 48h mit unterschiedlichen Konzentrationen von rekombi-
nantem TNFa behandelt und dessen Einfluss auf die Bildung von FAPa untersucht. Als
Positivkontrolle diente wieder die Stimulation mit 2 ng/ml TGFp;. Auch hier zeigte sich
im FAPa-ELISA lediglich ein signifikanter Anstieg der FAPa-Konzentrationen im Ver-
gleich zum Kontrollmedium in der Positivkontrolle sowie in der mit TGFB; (p < 0,05)
und TNFa behandelten Gruppe (p < 0,01; n = 4). Unter Stimulation mit 1 ng/ml TNFa
schien ein leichter Anstieg der FAPa-Konzentration erreicht, hdhere Werte resultierten
in einem Abfall des FAPa-Gehalts in den Zellen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: TNFe hat keinen Einfluss auf die FAPa-Expression in HCF
FAPa-Konzentrationen nach 48-stiindiger TNFa-Stimulation in unterschiedlichen Konzentrati-
onen im Vergleich zur TGFB;-Stimulation mit 2ng/ml TGFp,. Es zeigt sich keine Anderung der
FAPa-Konzentration durch unterschiedliche Konzentrationen an TNFa. Eine Induktion durch
TGFp, ist weiterhin erhalten. Messung mittels ELISA, Darstellung der Ergebnisse durch Nor-
mierung auf Gesamtproteingehalt der Proben (n = 4; * p < 0,05, **p < 0,01 im Vergleich zur
nur mit Medium SF inkubierten Kontrolle).

3.2.3 Der TGFp;-Signalweq zur Induktion von FAPa

3.2.3.1 Der nicht-kanonische TGFp-Signalweg

Um den Einfluss des TGFp;-Signalweges auf die FAPa-Expression weiter aufzuschls-
seln, wurden die Effekte eines Inhibitors des TGFB-Signalwegs sowie eines Inhibitors
des MAPK-Signalwegs (Mitogen activated Protein Kinase) auf die FAPa-Konzentration
der Zellen untersucht. SB431542 hemmt selektiv die Kinaseeigenschaften der ALK-
Rezeptoren, wobei ALK-5 dem TGFp-Rezeptorl entspricht. Durch eine Hemmung des
TGFB-Rezeptors sollte also der Signalweg fiir TGFB; unterbrochen werden. Weiterhin
sollte der Einfluss des MAPK-Signalwegs auf die Expression von FAPa durch dessen
Blockade mittels des selektiven MEK-1/-2 Inhibitors U0126. Die HCFs wurden fur 48
Stunden in Medium SF bzw in SF mit 2 ng/ml TGFf; und SB431542 bzw. U0126 in
einer Konzentration von jeweils 10 uM inkubiert. Die FAPa-Konzentration des Zellly-
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sats wurde daraufhin mittels ELISA untersucht. Es zeigte sich neben einer signifikanten
FAPa-Konzentrationssteigerung durch TGFB; im Vergleich zum Kontrollmedium
(p <0,001) eine deutliche Inhibition der TGFp;-Stimulation durch SB431542, die sich
in einer signifikant verminderten FAPo-Konzentration im Vergleich zur allein mit
TGFB, stimulierten Gruppe (p < 0,001) darstellte. Eine alleinige Hemmung des
TGFB1/ERK-Signalwegs zeigte keine signifikante Anderung der FAPa-Konzentration
(n = 15; Abbildung 13).
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Abbildung 13: FAPa-Konzentrationen nach ALK- und MEK-Inhibition

Mittels ELISA ermittelte FAPa-Konzentrationen im Lysat von HCF, die 48 Stunden mit den
Inhibitoren SB431542 und U0126 sowie 2 ng/ml TGFp; inkubiert wurden. Es zeigt sich eine
Reduktion der TGFB-vermittelten FAPa-Expressionssteigerung durch den Inhibitor SB431542,
UO0126 hat keinen signifikanten Einfluss auf die TGFB-induzierte FAPa-Konzentration (Nor-
mierung der Werte auf den Gesamtproteingehalt, n = 15, *** p < 0,001. SF= Medium SF, TGF
= TGFp,, SB = SB431542, U0 = U0126).

Ein Western Blot der Zelllysate fir Smad-2 und Smad-3 und deren phosphorylierte
Formen, die im Rahmen des kanonischen TGFp-Signalwegs eine entscheidende Rolle
spielen, zeigte analog sowohl die durch TGFp; induzierte Phosphorylierung der Smads
als auch deren fehlende Aktivierung in Anwesenheit des ALK-Inhibitors SB431542
(Abbildung 14, Abbildung 15).
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Abbildung 14: Smad-2 und Phospho-Smad-2 Western Blot der Proben der ALK- und
MEK:-Inhibition

Analog zur unten gezeigten Abbildung 17 ist in den HCF-Lysaten der Kontrollgruppe nach 60-
minitiger Inkubation in 2 ng/ml TGFp; eine Phosphorylierung von Smad-2 nachweisbar, die
durch vorherige 60-minttige Inkubation in SB431542 komplett aufgehoben wird. Eine vorheri-
ge Inkubation mit U0126 hat keinen Effekt auf die Smad-2-Aktivierung.
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Abbildung 15: Smad-3 und Phospho-Smad-3 Western Blot der Proben der ALK- und
MEK-Inhibition

Ebenfalls in Analogie zur unten gezeigten Abbildung 18 zeigt sich in den HCF-Lysaten der
Kontrollgruppe nach 60-miniitiger Inkubation in 2 ng/ml TGFf; eine Smad-3-Aktivierung, die
durch die 60-minitige vorherige Inkubation mit dem Inhibitor SB431542 auller Kraft gesetzt
wird. Eine vorherige Inkubation in dem MEK-Inhibitor U0126 hat keinen Einfluss auf die
TGFB;-induzierte Smad-3-Phosphorylierung.
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3.2.3.2 Der kanonische TGFB-Signalweg

Da bereits in den Versuchen mit dem ALK-Inhibitor SB431542 gezeigt werden konnte,
dass eine Inhibition des TGFB-Rezeptors in einer verminderten FAPa-Expression resul-
tiert und eine Inkubation mit TGFf zur Phosphorylierung von Smad-2 und -3 fihrt, die
durch den Inhibitor unterbrochen wird, sollte im Weiteren untersucht werden, ob die
FAPa-Expression ebenfalls Gber Smad-2 und -3 reguliert wird. Dass die intrazelluldren
Proteine eine entscheidende Rolle im TGF-Signalweg spielen, wurde bereits vorbe-

schrieben 195107,

Hierfir wurden HCF mit siRNA gegen Smad-2 oder Smad-3 oder mit Kontroll-siRNA
transfiziert und entweder 48 Stunden in reinem Medium SF oder mit TGFpB; in einer
Konzentration von 2 ng/ml inkubiert. Die FAPa-Konzentration der Zelllysate wurde
daraufhin mittels ELISA bestimmt (Abbildung 16a). In den auf das Gesamtprotein nor-
mierten Proben zeigte sich ein signifikanter Unterschied sowohl zwischen den mit
TGFp; und den mit Medium SF behandelten Proben der Kontrollgruppe (p < 0,01) als
auch zwischen der Kontrollgruppe, die mit TGFp; inkubiert wurde, und der mit Smad-3
siRNA transfizierten Zellen ohne TGFp; (p < 0,01) und mit 2 ng/ml TGFp; (p < 0,001).
Hierbei war vor allem in den mit Smad-3 siRNA transfizierten Zellen auch durch Zuga-
be von TGFp; keine Zunahme der FAPa-Konzentration zu erreichen, was den Riick-
schluss zulieB, dass fiir die TGFB; vermittelte Steigerung der FAPa-Expression Smad-3
zwingend erforderlich sein kénnte. In den mit Smad-2 siRNA transfizierten Proben
zeigte sich nach TGFp;-Stimulation eine Anderung der FAPa-Konzentration um 12%.
Diese fiel im Vergleich zur Kontrollgruppe mit einer Steigerung der FAPa-
Konzentration um 40% nach TGFp;-Induktion deutlich geringer aus (Abbildung 16b).
Weiterhin war ein zwar nicht signifikanter, aber dennoch niedrigerer FAPa-Wert der
mit Smad-3 siRNA transfizierten Zellen ohne TGFp;-Behandlung im Vergleich zur
Kontrollgruppe deutlich.
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Abbildung 16: FAPa-Konzentrationen im Lysat von HCFs nach Smad-2/3-Knockdown

a. Die Steigerung der FAPa-Konzentration durch Zugabe von 2 ng/ml TGFp; fallt nach Knock-
down von Smad-2 wesentlich geringer aus als in der Kontrollgruppe, bei Herrunterregulation
von Smad-3 unterbleibt eine FAPa-Konzentrationsdanderung durch TGFp, vollstédndig (n = 3, **
p < 0,01, *** p < 0,001). b. Darstellung der prozentualen Anderung der FAPa-Konzentration
durch Zugabe von TGFf; im Vergleich zum Ausgangswert. Bei beiden Knockdowns deutet eine
deutliche Reduktion der FAPa-Konzentrationszunahme auf eine Hemmung des TGFp-
Signalwegs hin.

Zur Verifizierung des tempordren Knockdowns wurden Western Blots der Lysate der
transfizierten Zellen fiir Smad-2 und Smad-3 sowie deren aktive Formen Phospho-
Smad-2 und Phospho-Smad-3 durchgefuhrt. VVor der Lyse der Zellen wurden diese 60
Minuten mit 2 ng/ml TGFp; inkubiert, als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Hier
zeigte sich eine deutliche Herabregulation der Smad-Expression, bei Smad-3 sogar bis
unterhalb der Nachweisgrenze des Western Blots. Die phosphorylierte aktive Form bei-
der Proteine war in den jeweiligen herunterregulierten Proben ebenfalls nicht mehr
nachweisbar. Dariiber hinaus zeigte sich nach TGFp;-Stimulation eine nachweisliche
Aktivierung von Smad-2 bzw. -3 zu Phospho-Smad-2 bzw. -3, was durch den Knock-
down unterbunden werden konnte (Abbildung 17 und Abbildung 18). Bei Abwesenheit

von TGFp; war keine Phosphorylierung der Smads nachweisbar.

Zusammenfassend konnte zum Signalweg der FAPa-Expression in humanen kardialen
Fibroblasten erstmalig gezeigt werden, dass durch TGFB die FAPa-Expression uber
Smad-2 und -3 induziert wird. Ein Effekt von EGR-1, CTGF oder TNFa auf die FAPa-

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

Die Aktivierung von Smad-2 zu Phopho-Smad-2 wird nicht bei ruhenden HCF, aber nach 60-
minitiger Inkubation mit 2 ng/ml TGFp; ausgeltst. Durch Knockdown mittels sSiRNA gegen
Smad-2 ist auch bei Anwesenheit von TGFp; Phopho-Smad-2 unterhalb der Nachweisgrenze
des Western Blots.
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Abbildung 18: Smad-3 und Phospho-Smad-3 Western Blot der mit Smad-2- bzw. Smad-3-
SiRNA transfizierten HCF-Lysate

Analog Western Blot zur Detektion von Smad-2 (Abbildung 17) zeigt sich ebenfalls eine Phos-
phorylierung von Smad-3 nur nach Inkubation der Zellen in 2 ng/ml TGF, fur 60 Minuten. In
den mit siRNA gegen Smad-3 transfizierten Zellen ist mittels Western Blot weder Smad-3 noch
dessen aktivierte Form, Phospho-Smad-3, nachweisbar.
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3.3 Nachweis von loslichem FAPa in humanem Plasma: Validierung des ELISA

Zur Validierung des ELISA fiir zirkulierendes FAPa wurden Plasma- und Serumproben
von 20 gesunden Medizinstudenten, von deren gesunden Verwandten sowie von 11 Pa-

tienten mit kongestiver Herzinsuffizienz und 6 KHK-Patienten gesammelt.

Um festzustellen, ob entweder Plasma oder Serum sich als geeigneter zum Nachweis
von FAPa erweist, wurden die Plasma- bzw. Serumproben zweier Probanden zur Vali-
dierung des ELISAs zundchst 1:500 verdinnt. Es wurde ein ,,Kontroll-Spike* (rekom-
binantes FAPo in Reagent Diluent) mit einer Konzentration von 2 ng/ml hergestellt, den
nichtvalidierten Proben wurde dieselbe Konzentration des rekombinanten FAPo hinzu-
gegeben. Diese ,,gespikten” Proben wurden wiederum seriell verdiinnt. ES wurde so-
wohl die Wiederfindung des tatsidchlich in der Probe befindlichen FAPa gemessen, in-
dem die Differenz der ,,gespikten Proben und des ,,Kontroll-Spikes* zur reinen Probe
ins Verhaltnis gesetzt wurde, als auch die Wiederfindung der seriellen Verdiinnungen
als Relation des erhaltenen Wertes zum Erwartungswert. Hierbei zeigte sich eine Wie-
derfindung des ,,Spikes* von 86 und 89 % im Plasma und 73 und 78 % im Serum
(Abbildung 19 a). Auch die Parallelitat der seriellen Verdlinnung zeigte im Plasma eine
geringere Streuung (82 — 99 %, Mittelwert der Daten 93,7 £ 5,3 %) als im Serum (74 —
109 %, Mittelwert der Daten 99,7 + 11,3 %; Abbildung 19 b). Daher wurde im weiteren
Verlauf zur Messung der FAPa-Spiegel nur EDTA-Plasma verwendet. Um die Wieder-
findung der FAPa-Konzentrationen zu optimieren, wurde auBerdem die Konzentration
des Erstantikorpers von 1 pg/ml auf bis zu 3 pg/ml variiert. Hierzu wurde das Plasma
von 4 Probanden sowie zum Ausschluss eventueller Kreuzreaktionen das Plasma zweier
Ratten 1:100 verdiinnt gemessen als auch nach vorheriger Zugabe von rekombinantem
FAPa und darauffolgender 1:100-Verdunnung. Dies geschah auf einer Mikrotiterplatte,
deren eine Halfte mit 1 pg/ml und deren zweite Halfte mit 2 pg/ml des Erstantikorpers
beschichtet waren. Auch hier wurde die Wiederfindungsrate des rekombinanten FAPa

in Relation zu einem ,,Kontroll-Spike* gemessen und in Prozent wiedergegeben.
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Abbildung 19: Plasma vs. Serum in der Validierung des ELISAs

a) Wiederfindung der ,,gespikten” Probe in % (Quotient aus Differenz der ,,gespikten* Probe
und Kontrollspike mit der reinen Probe) im Plasma und im Serum. Die Wiederfindungsrate im
Plasma ist im Vergleich zum Serum erhoht. (n=2, 1ug/ml Erstantikérper) b) Wiederfindung der
seriellen Verdlinnungen (Relation vom gemessenen Wert zum Erwartungswert). Fast alle Pro-
ben liegen im gew(inschten Bereich von 80 — 120 % (grau schraffiert), doch zeigen die Wieder-
findungsraten der Plasma-Proben eine geringere Streuung als die der Serumproben (rote Linien:
Plasma; blaue Linien: Serum)

Es ergab sich bei einer Erstantikdrperkonzentration 2 pg/ml eine signifikant (p < 0,05)
verbesserte Wiederfindungsrate (81 — 95 %, Mittelwert 88 + 8 %) gegentiber einer Kon-
zentration von 1 pg/ml (54 — 97 %, Mittelwert 71 + 15 %; Abbildung 20). Eine weitere
Konzentrationssteigerung des Erstantikdrpers wurde analog durch Vergleich der
Wiederfindungsrate eines ,,Spikes* sowie der Parallelitit zur seriellen Verdiinnung bei
einer Erstantikdrperkonzentration von 2 und 3 pg/ml untersucht. Hierbei zeigte sich
kein signifikanter Unterschied der beiden Gruppen mit verschiedenen Antikdrperkon-
zentrationen. Sowohl Wiederfindungsrate als auch Parallelitat der Verdinnung bei einer
Beschichtung mit 3 pg/ml Erstantikorper schien hierbei leicht gegenuiber der geringeren
Konzentration verbessert (Wiederfindung bei 2 pg/ml zwischen 89 und 98 %, Mittel-
wert 93 £ 5%, Parallelitat der Verdlnnung bei 2 pg/ml zwischen 101 und 117 %; Wie-
derfindung bei 3 pg/ml zwischen 95 und 107 %, Mittelwert 101 £ 5 %, Parallelitat der
Verdlnnung bei 3 pg/ml zwischen 97 und 102 %; Abbildung 20 und Abbildung 21). Fur
die weiteren Versuche wurde jedoch bei &hnlich gutem Ergebnis eine Erstantikorper-

konzentration von 2 pg/ml verwendet.
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Abbildung 20: Wiederfindungsrate der Proben bei unterschiedlichen Erstantikérper-
Konzentrationen

a) Die Wiederfindungsrate ist bei einer Beschichtung mit 2 pg/ml des Erstantikdrpers signifi-
kant erhoht gegentiber einer Konzentration von 1 pg/ml (p < 0,05, n = 6). Weiterhin liegt hier-
bei die Wiederfindungsrate im gewtnschten Bereich von 80 — 120 % (grau schraffiert). b) Eine
Konzentrationserhéhung des Erstantikorpers auf 3 pg/ml erbringt in einem anderen Versuch
keine signifikante Verbesserung der Wiederfindungrate im Vergleich zur Konzentration von 2

pg/ml (n = 4)
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Abbildung 21: Parallelitit der Verdinnungen bei unterschiedlichen Erstantikérper-
Konzentrationen

Wiederfindungsrate der seriellen Verdiinnungen bei einer Beschichtung mit 2 pg/ml (oberer
Abschnitt) vs. 3 pg/ml Erstantikdrper (unterer Abschnitt) von jeweils 4 Plasmaproben. Die
Wiederfindungsrate liegt bei allen VVerdiinnungen im gewtiinschten Bereich.
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3.4 Praanalytik vor Beginn der Studie

Zum Ausschluss eines FAPa-Zerfalls durch mehrere Einfrier- und Auftauzyklen oder
inad&quate Lagerung wurde weiterhin der Einfluss von Aufbewahrungsbedingungen auf
die gemessene FAPa-Konzentration im Plasma untersucht. Hierftr wurden zundchst bei
10 Probanden in Triplikaten gewonnene EDTA-Proben verwendet, wobei eine der Pro-
ben direkt nach der Gewinnung zentrifugiert und das Plasma bei -80°C eingefroren
wurde, die anderen wurden bei 4°C fur einen bzw. drei Tage vor der Verarbeitung gela-
gert. Insgesamt zeigte sich eine Schwankung der Werte nach eintagiger Lagerung bei
4°C von 79,5 bis 126,7% des jeweiligen Wertes bei direkter Verarbeitung der Probe und
eine Schwankung von 68,6 bis 1259 % bei dreitigiger Lagerung. Die FAPa-
Konzentration im Plasma der direkt verarbeiteten Proben lag zwischen 51,3 —
201,5 ng/ml (Abbildung 22). Weiterhin wurde die Lagerung der Plasmaproben bei
Raumtemperatur untersucht. Hierfur wurde die Halfte des in Duplikaten gewonnenen
Plasmas von 9 Probanden flr 24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und erst dann
verarbeitet, der andere Anteil wurde sofort nach Protokoll verarbeitet. Hier zeigte sich
ebenfalls eine Schwankung der gemessenen FAPa-Konzentration von 91,5 bis 126,8 %
im Vergleich zum Ausgangswert bei einer FAPa-Konzentraton im Plasma von 36,6 bis
142,4 ng/ml (Abbildung 23). Auch zwei- und dreifache Einfrier- und Auftauzyklen des
Plasmas von 4 Probanden von -80°C auf Raumtemperatur zeigten keine signifikante
Anderung der FAPa-Konzentration im Vergleich zur direkten Messung bei FAPa-
Konzentrationen zwischen 51,3 und 142,4 ng/ml und einen prozentualen Schwankung
von 93,2 bis 114,4 % bei einem zweimaligem Zyklus und 90,6 — 117,9% beim dreifa-
chen Zyklus (Standardabweichungen der prozentualen Abweichungen bei zweifachem
Zyklus 9%, bei dreifachem Zyklus 11%; Abbildung 24). Eine 2- und 4-fache Verdiin-
nung von 5 Plasmaproben resultierte in einem weitestgehend linearen Abfall der FAPa-
Konzentrationen in allen Proben, so dass eine sichere Detektion der FAPa-Spiegel bei

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

In Triplikaten gewonnene Plasmaproben von 10 Probanden wurden entweder direkt oder nach
2- bzw. 3-tagiger Lagerung bei 4°C vor der Messung mittels ELISA zuné&chst eingefroren und
dann einmalig wieder aufgetaut. Dargestellt ist der Verlauf der gemessenen FAPa-
Konzentrationen. Bei 3 Proben zeigen sich starkere Schwankungen Uber das tolerierte Mal hin-
aus, bei den restlichen Proben bleiben die FAPa-Konzentrationen auch nach langerer Lagerung
annéhernd stabil.
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Abbildung 23: Einfluss der Lagerung bei Raumtemperatur auf die gemessenen FAPa-
Konzentrationen

Bestimmung der FAPa-Konzentrationen mittels ELISA von in Duplikaten gewonnenen Plas-
maproben von 9 Probanden, die entweder direkt oder nach eintdgiger Lagerung bei Raumtempe-
ratur gemessen wurden. Die Proben zeigen sich bis auf eine einzelne im Verlauf stabil, es wer-
den nur geringe prozentuale Abweichungen des Ausgangswertes erreicht.
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Abbildung 24: Einfluss von mehreren Einfrier- und Auftauzyklen der Plasmaprobe auf

die gemessene FAPa-

Konzentration

Die in Triplikaten gewonnenen Plasmaproben von 4 Probanden wurden entweder einmalig ein-
gefroren oder 2 bzw. 3 Einfrier- und Auftauzyklen vor der Messung durchgefuihrt. Die Bestim-
mung der FAPa-Konzentration erfolgte mittels ELISA. Es zeigt sich in allen Proben eine gerin-
ge Schwankung der Werte innerhalb der Grenzen von 80 — 120 % des Ausgangswertes (oberer

Abschnitt der Grafik).
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Abbildung 25: FAPa-Konzentrationen nach linearer Verdiinnung der Plasmaproben

2- und 4-fache Verdinnung von 5 Plasmaproben. Es zeigt sich ein annéhernd linearer Verlauf
der Konzentrationen nach Verdiinnung, was eine gute Detektion der FAPa-Konzentration der
reinen Probe vermuten I&sst.
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3.5 Eigenschaften des FAPa-ELISA

Die Qualitatskontrolle des Herstellers des kommerziell erwerblichen hFAP ELISA Kits
sieht einen niedrigen Blank-Wert von weniger als 0,2 OD, ein maximales Signal von
1,5-3 OD sowie eine Differenz der OD zwischen dem niedrigstem Standard und dem
Blank-Wert von mehr als 0,001 OD vor, was in den durchgefiihrten ELISA bestatigt

werden konnte.

Zur Festlegung der Nachweisgrenze jedes ELISA wurde der Blank-Wert jeweils in
Doppelbestimmung gemessen und zu dessen arithmetischem Mittel 3 Standardabwei-
chungen addiert. Die korrespondierende FAPa-Konzentration zu diesem OD-Wert
konnte so mittels der Kalibrierungskurve des Assays ermittelt werden. Die Werte
schwankten in allen ELISA zwischen 0,01 und 0,06 ng/ml. Weiterhin wurde die Be-
stimmungsgrenze, festgelegt als die niedrigste FAPa-Konzentration, die mit einer Ab-
weichung von weniger als 20% des Erwartungswertes gemessen werden kann, durch bis
zu 16-fache Verdinnung von 11 Plasma-Proben bestimmt und liegt mit 3 — 14 ng/ml
deutlich oberhalb der Nachweisgrenze des ELISA. Dariiber hinaus wurde die Inter-
Assay-Variabilitat bestimmt, indem 4 gepoolte Plasma-Proben in 18 Assays, die an ver-
schiedenen Tagen durchgeflhrt wurden, gemessen wurden. Hier ergab sich eine prozen-
tuale relative Standardabweichung der Daten aller 4 gepoolten Proben von 8,9 bis
13,1 %. Die Intra-Assay-Variabilitdt wurde mit Hilfe der 4 gepoolten Proben in 6 Paral-
lel-Versuchen untersucht, wobei sich die prozentuale relative Standardabweichung auf
3,6 bis 5,5 % belief (Abbildung 26).

3.6 FAPa-Konzentrationen in gesunden Blutspendern

In dieser Studie wurden 101 offensichtlich gesunde Blutspender im Alter von 51 bis 71
Jahren auf deren FAPa-Konzentration im Plasma untersucht. Das Geschlechterverhélt-
nis wurde mit 76 Mé&nnern und 25 Frauen so gewahlt, dass es dem der Patienten mit
akutem Koronarsyndrom entsprach. Die mediane FAPa-Konzentration im Plasma lag
bei 108 ng/ml (55 - 189 ng/ml, 25. - 75. Perzentile 87 — 124 ng/ml). Ein signifikanter
Unterschied der FAPa-Konzentration im Plasma zwischen den Geschlechtern bestand
nicht (Manner: 55 — 189 ng/ml, Median 108 ng/ml, 25. — 75. Perzentile 86 — 122 ng/ml;
Frauen: 74 — 154 ng/ml, Median 111 ng/ml, 25. — 75. Perzentile 88 — 126 ng/ml;
p = 0,45; Abbildung 27a). Auch gab es keine Korrelation der FAPa-Konzentration mit
dem Alter (R =-0,09; p = 0,36).
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3.7 FAPa-Konzentrationen bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom

Die Studiengruppe bestand aus 407 Patienten und Patientinnen, die mit akutem Koro-
narsyndrom in die Medizinische Hochschule Hannover eingewiesen wurden. 310 dieser
Patienten waren méannlich (76 %) und zwischen 36 und 94 Jahre alt (medianes Alter 64
Jahre). Dagegen waren 24 % weiblich (97 Patientinnen) und zwischen 41 und 89 Jahre
alt (medianes Alter 70 Jahre). Das Geschlechterverhaltnis zwischen der Studien- und
der Kontrollgruppe zeigte somit keine signifikanten Unterschiede (Manner 76 vs. 74 %);
Frauen 24 vs. 26 %, p = 0,799, Abbildung 27a), wohingegen die Probanden der Studi-
engruppe alter als die der Kontrollgruppe waren (Alter zwischen 36 und 94 Jahre, Me-
dian 66, versus Alter zwischen 51 und 71 Jahre, Median 57 Jahre; p < 0,001). Die Pro-
banden der Studiengruppe wiesen eine mediane FAPa-Konzentration im Plasma von 84
ng/ml auf (25-236 ng/ml, 25. — 75. Perzentile 69-101 ng/ml). Bei der gesunden Kont-
roligruppe lag der mediane FAPo-Plasmaspiegel hingegen bei 108,2 ng/ml (55-
189 ng/ml, 25. — 75. Perzentile 87-124 ng/ml).

Es bestand eine signifikante Erniedrigung der gemessenenen Konzentrationen von
FAPa im Plasma von ACS-Patienten gegenliber dem von gesunden Blutspendern
(p < 0,001, Abbildung 27b). Dariiber hinaus konnte eine leichte Erh6hung der FAPa-
Plasmakonzentrationen bei den mannlichen Patienten mit akutem Koronarsyndrom im
Vergleich zu den Frauen festgestellt werden (Manner: 25-236 ng/ml, Median 87 ng/ml,
25. — 75. Perzentile 69-102 ng/ml; Frauen: 30-171 ng/ml, Median 80 ng/ml, 25. — 75.
Perzentile 68— 99 ng/ml; p = 0,044). Auch Patienten mit erhohter Killip-Klasse, die zur
Risikostratifikation fur Patienten mit akutem Herzinfarkt zur Mortalitatsabschéatzung der
folgenden 30 Tage dient, zeigten, wie auch Raucher, signifikant erniedrigte FAPa-
Plasmakonzentrationen. Es bestand weiterhin eine inverse Korrelation von CRP und
NT-proBNP zu den FAPa-Konzentrationen (Tabelle 1).

Die FAPa-Plasmakonzentrationen von Patienten mit instabiler Angina pectoris (32-236
ng/ml, Median 87 ng/ml, 25.-75. Perzentile 70-111 ng/ml), Non-STEMI (25-174
ng/ml, Median 84 ng/ml, 25.-75. Perzentile 67-100 ng/ml)oder STEMI (25-236 ng/ml,
Median 84 ng/ml, 25.-75. Perzentile 69—-100 ng/ml) unterschieden sich nicht (p = 0,68).
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Abbildung 26: Intra- und Inter-Assay-Variabilitit der ELISAs zur Messung von FAPa im
Plasma

Messung von 4 gepoolten Plasmaproben in 6 Parallel-Versuchen zur Bestimmung der Intra-
Assay-Variabilitat (links) und Messung derselben Proben in 18 Assays an verschiedenen Tagen
zur Bestimmung der Inter-Assay-Variabilitat (rechts). Vor allem bei der Probe mit der héheren
FAPa-Konzentration (S4) zeigte sich im Vergleich zu den restlichen Proben eine deutlichere
Schwankung der gemessenen Werte.
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Abbildung 27: Darstellung der FAPa-Plasmaspiegel in der Kontrollgruppe und bei ACS-
Patienten
a) FAPo-Plasmaspiegel im Blutspenderkollektiv: Es zeigten sich keine signifikanten Unter-
schiede der FAPa-Konzentration im Plasma méannlicher (m) und weiblicher (w) Probanden. b)
Die FAPa-Plasmaspiegel der Blutspendergruppe waren signifikant erhéht gegendiber den Plas-
maspiegeln der ACS-Patienten (p < 0,001).
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Tabelle 1: FAPa-Plasmaspiegel und kardiovaskuldare Marker/Risikofaktoren

Darstellung der Daten als absolute Zahl (in %) oder als Median (25.-75. Perzentile), aufgeteilt
nach den jeweiligen Quartilen der FAPa-Spiegel. Zur Bestimmung der Korrelation und
Berechnung des p-Werts wurden lineare Regressionsanalysen verwendet. FAPo, NT-proBNP
und CRP waren nicht normalverteilt und wurden deshalb zum natdrlichen Logarithmus
transformiert. Quelle: Tillmanns et al.'*®

1. Quartil 2. Quartil 3. Quartil

FAP im Plasma [ng/ml] 25-68 69-83 84-100 101-236

Alter in Tahren 68 (38-77)  67(36-71) 62(33-71) 66(38-73) 0,049

Mannliches Geschlecht 75074 170 84 (82) 80 (7T, 0,115

Raucher (frithererund aktueller 38 (38) 30(38) 3231 25(25) 0.030

Konsum)

Bluthochdimck 67 (66) 13002 70 (69 68 (67) 1,00

Dhabetes mellitus 14 (14) 2020y 19 (19} 19 (19} 0415

Vorheriger Myokardinfarkt 28(28) 22(22) 23023 26(26) 0,796

KEillip Elasse =1 16 (16) 10(10% 10 (107 3(5) 0.016

Linksventrikulire 0,070

Ejektionsfraktion
MNormal 3433 3130 25025 EINEDY
Lezicht reduziart 26(25) 35034 35034 41{41)

MaBig reduziert 11(11) 17(17) 23023 14 (14)
Stark reduziert 17(17) 9(9 10(10 6(6)

Eoronare Herzerkrankung 0,303
1-Gefil-Erkranlomg 37(36) 35034 34033 36(36)
2-Gefdl-Erkrankung 32(31) 2424 3635 32032
3-Gefdh-Erkrankung 261(25) 41 (407 27(026) 28(28)

Geschitrte GFER. [ml'min] B2(39-103) B83(65-997 84(69-102) 84(64-97) 0,803

hsTnT [ng/1] T4 (22-670) 93(13-639) 63 (14-376) 53(16-337) 0,269

CEP [mg1] 4.9(2,1- 2.8(01,2- 2.1(1,1- 2.5(1.2- =0,001

18.4) 7.8) 5.9) 5.6)
NT-proBNP [ng/1] 677 (161- 361(121- 317 (129- 206 (97- 0,034
21300 1269 8800 12500

3.8 FAPa in ACS-Patienten

Im Zeitintervall von 12 Monaten nach stationdrer Aufnahme und Abnahme der Blutpro-
ben starben 29 Patienten der Studiengruppe. Patienten, deren FAPa-Konzentration im
untersten Quartil (Plasmakonzentration < 69 ng/ml) lag, zeigten eine signifikant erhohte
Mortalitat im Vergleich zu Patienten mit hoheren FAPa-Plasmaspiegeln. Bei Patienten,
deren Plasma-FAPa-Konzentration im 2. bis 4. Quartil lag, war die Mortalitat anné-
hernd gleich (Hazard Ratio 1. Quartil vs. 2.-4. Quartil = 3,0; 95% Konfidenzintervall
1,4-6,2; p = 0,021). Die inverse Korrelation der Plasma-FAPa-Konzentration mit der
Mortalitat bestand auch nach Korrektur fir Alter und Geschlecht (Hazard Ratio 2,5;

95% Konfidenzintervall 1,2-5,2; p =0,016).
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3.9 Einfluss von stabiler KHK auf FAPa Konzentration

Aufgrund der niedrigen FAPa-Konzentrationen, die im Plasma von ACS-Patienten im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe gefunden wurden, sollte weiterhin bestimmt
werden, ob das Vorliegen einer koronaren Herzkrankheit (KHK) einen Einfluss auf die
Konzentration von zirkulierendem FAPo hat. Hierfir wurden die FAPa-Plasmaspiegel
von 25 Patienten mit stabiler KHK bestimmt (11-180 ng/mL, Median 103 ng/ml), wobei
sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe zeigte.

4. Diskussion

4.1 Zellulares und losliches FAPa in HCF

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erneut gezeigt werden, dass humane Kkardiale
Fibroblasten FAPa in vitro exprimieren. Dieses Protein konnte sowohl zellstandig als
auch im Zellkulturiiberstand nachgewiesen werden, wobei die Spezifitat des Nachwei-
ses flr beide Varianten mit Hilfe von siRNA-Knockdown Experimenten bewiesen wer-
den konnte. Auch in den Stimulationsversuchen mit TGFf; konnte ein Zusammenhang
zwischen den FAPa-Konzentrationen im Zelllysat und im Zellkulturtiberstand herge-
stellt werden. Weiterhin war eine Dynamik der FAPa-Spiegel im Zellkulturiiberstand
erkennbar. Hier konnte durch unterschiedlich lange Inkubation der HCF in den Néhr-
medien gezeigt werden, dass die FAPo-Konzentration im Uberstand im Zeitverlauf an-
steigt.

Die zu klarende Frage bleibt, auf welchem Weg das detektierte FAPa in den Zellkultur-
uberstand gelangt. In der Malignen Melanom-Zelllinie LOX wurde aktives FAP als in-
tegrales Membranprotein sowohl in der Zellmembran als auch in Membranvesikeln im
Zellkulturuberstand detektiert, wohingegen weder im Zytoplasma noch im Medium
FAPa gefunden werden konnte ** ® % Diese als Exosomen bezeichneten Vesikel wer-

den von fast jeder Zelllinie in der Zellkultur sezerniert '%°

, S0 wurde dies auch fir die
murine Fibroblastenlinie NIH3T3 gezeigt *'°. Die in der vorliegenden Arbeit verwende-
te Probenaufbereitungsmethode fir Zellkulturtiberstande ermdglichte mit einem einzel-
nen Zentrifugationsschritt bei 14000 g zwar eine Separation des Uberstands von ganzen
Zellen oder Zelltrummern, zur Trennung von Mikrosomen oder Exosomen sind aller-

111
h

dings wesentlich hohere g-Zahlen erforderlic , sodass das Vorhandensein von Exo-
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somen im Uberstand angenommen werden muss. So konnte auch das hier detektierte

FAPa Bestandteil der von den HCFs abgeschilferten Vesikel sein.

Eine weitere Mdglichkeit zur Erklirung des Vorhandenseins von FAPo im Uberstand
ware, dass dieses durch proteolytisches Abspalten der N-terminalen zytoplasmatischen
und transmembranen Domane in das Medium abgegeben wird. Ein Enzym, das die
FAPa-Abspaltung katalysiert, wurde bisher nicht gefunden. Allerdings gibt es Hinweise
dafiir, dass rekombinantes 10sliches FAPa in der humanen Melanom-Zelllinie LOX

durch endogene Proteasen zu verkiirzten Formen umgewandelt wird **2.
4.2 Der TGFp;-Signalweg zur Induktion der FAPa-Expression

Die mittels ELISA analysierten Lysate und Zellkulturiiberstinde der mit TGFp;
inkubierten HCFs zeigten einen signifikanten Anstieg der FAPa-Konzentration bei
TGFp;-Stimulation. Weiterhin konnte in den Versuchen mit unterschiedlich langer
TGFp;-Stimulation ebenfalls in den Lysatproben nach Stimulation ein Unterschied zur
unstimulierten Gruppe festgestellt werden. Der ebenfalls leichte Anstieg der FAPa-
Konzentrationen in den unstimulierten Proben trotz einer Normierung auf das Gesamt-
protein lasst sich nur durch eine ebenfalls im Vergleich zum Ausgangswert héhere
FAPa-Produktion pro Zelle erklaren. Auch in den dazugehérigen Zellkulturiberstanden
stiegen die FAPa-Konzentrationen wie zu erwarten zeitabhangig an, wobei sich die
FAPa-Konzentrationen in der unstimulierten und der stimulierten Gruppe bei 48 Stun-
den signifikant unterschieden. Dies steht im Einklang mit den bisher in der Literatur
verdffentlichten Daten zur TGFp;-Aktivierung von Fibroblasten mit konsekutiver

FAPa-Expression % 0 7,

Dass Smad-2 und -3 durch die ALK-5 (TGFp-Rezeptor-I) aktiviert werden, wurde be-
reits in einer Vielzahl von Zellen gezeigt *****". Dennoch ist iiber eine differenzielle
Aktivierung von Smad-2 oder Smad-3 bisher wenig bekannt. In embryonalen Maus-
Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass die Expression bestimmter Proteine Smad-2-
bzw. Smad-3-abhéngig verlauft. Die Smads besitzen verschiedene Funktionen in der
Embryonalentwicklung: Wéhrend ein Smad-2-Knockout in M&usen in dem fehlenden
Aufbau der Anterior-Posterior-Achse und damit einem letalen Phanotyp resultiert, zei-
gen Smad-3-Null Mause lediglich eine beeintrachtigte Immunfunktion mit chronischer

11

Entziindung mehrerer Organe '*®. In einer weiteren Maus-Fibroblastenlinie, die fir

Smad-3 defizient war, konnte gezeigt werden, dass Smad-3 fiir die TGFp-abhéngige

50



Hemmung der Zellproliferation essentiell ist '°. Auch scheint es fiir den gesteigerten
Aufbau der Extrazelluldrmatrix bei strahleninduzierter Fibrose in der Haut von Mausen

verantwortlich zu sein *%°.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die TGFpi-induzierte FAPa-
Expression Smad-3-abhangig verlauft. Als molekulare Antwort auf die Stimulation der
HCF mit TGFB; kam es zur Smad-3-Phosphorylierung. Ein Knockdown von Smad-3
mittels siRNA hob die induzierende Wirkung von TGFp; auf FAPa vollstindig auf.

Weiterhin wiesen die unstimulierten Zellen der Kontrollgruppe héhere FAPa-Werte auf
als die der mit Smad-3 siRNA transfizierten Gruppe. Dies legt die Schlussfolgerung
nahe, dass auch die basale FAPa-Expression, sei es durch endogene Produktion von
TGFp, oder Uber eine andere Form der Aktivierung, iber Smad-3 reguliert wird. Dieses
Ergebnis wird gestiitzt durch Daten, die zeigen, dass in embryonalen Maus-Fibroblasten
sowohl die basale als auch die autoinduzierte TGFB-Expression abhéngig von Smad-3

ist, nicht jedoch von Smad-2 %,

Im Gegensatz hierzu bewirkte die Herunterregulation von Smad-2 in der vorliegenden
Arbeit eine leichte Reduktion der prozentualen FAPa-Konzentrationserhéhung durch
TGFp1. Im Western Blot waren allerdings in dem mit Smad-2 siRNA transfizierten
Zelllysaten noch geringe Mengen an Smad-2, nicht aber an der aktiven Form Phospho-
Smad-2, nachweisbar. Smad-2 scheint aber, wie auch fir Smad-3 gezeigt, ein essentiel-

ler Bestandteil des TGF1-Signalwegs zur Expression von FAPa zu sein.

Durch selektive Hemmung des ALK-5-Rezeptors (TGFBRI) durch SB431542 wurde
weiterhin die intrazellulare Smad-Aktivierung durch Hemmung der Phosporylierung
unterdrickt. ALK-5 entspricht einem TGFB-Rezeptor der Klasse I, der zusammen mit
dem TGFp-Rezeptor der Klasse 11, an den TGFp bindet, einen tetrameren Komplex bil-
det. Aktivierte ALK-5 besitzt Kinaseeigenschaften und phosphoryliert intrazelluléres
Smad-2/-3 '3, Eine andere Signalkaskade von TGFp liuft iiber die Aktivierung von
p38, einer MAP-Kinase. Der Inhibitor SB431542 wurde als selektiver Hemmstoff gegen
ALK-5 hergestellt, wobei dieser mit niedrigerer Affinitat auch ALK4 hemmt, gegen p38
konnte hingegen keine Affinitat festgestellt werden. In A498-Zellen eines Nierenkarzi-
noms wurde mittels mRNA-Analysen festgestellt, dass ALK-5 fiir die TGFp-1-
abhingige Expression der extrazelluliren Marker Fibronectin, Collagen Ial und PAI-1

notwendig ist ***.
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Eine Hemmung der Smad-Aktivierung durch ALK-5-Hemmung mittels SB431542 ver-
hinderte die TGFp;-induzierte Phosphorylierung von Smad-2 und Smad-3. Dies fihrte
zu einer signifikanten Reduktion der FAPa-Konzentration im Vergleich zur mit TGFf;-
stimulierten Kontrollgruppe. Die TGFp;-abhangige Stimulation der FAPa-Expression
wird also, zumindest teilweise, durch den ALK-5-Rezeptor und Smad-2 und -3 vermit-
telt.

Die selektive Inhibition von MEK1/2, einer MAPK/ERK-Kinase, durch U0126 *?* mo-
dulierte die FAPa-Konzentrationen in den so behandelten Zellen nicht. In verschiedenen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass innerhalb des TGEFpB-Sigalwegs der durch
TGFBIIR aktivierte TGFBIR das Adapterprotein ShcA phosphoryliert ™ 1% Dieses
kann als Heterotrimer der Reihe nach Ras, Raf, MEK1/2 und Erk1/2 MAP-Kinasen ak-
tivieren 2. Auch konnte eine ERK-Phosphorylierungsstelle in Smad-3 gefunden wer-
den, die eine mogliche Rolle in dessen Aktivierung spielt ®. Eine Bedeutung von
MEKZ1/2 in der Expression von FAPa im Rahmen des TGF-Signalwegs konnte anhand
der Ergebnisse dieser Arbeit jedoch nicht nachvollzogen werden.

4.3 Rolle von EGR-1, CTGF und TNFa in der Regulation der FAPa-Expression

In vorherigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass EGR-1 als DNA-bindendes Zink-
Finger-Protein von einer Reihe von Wachstums- und Differenzierungssignalen induziert
wird %

FAPa durch Transfektion von EGR-1 siRNA in HOS-Zellen demonstriert, die in einer

. Weiterhin wurde bereits die Funktion von EGR-1 als Transkriptionsfaktor fur

deutlich verminderten FAPa-Expression resultierte 1. In den hier durchgefiihrten Ver-
suchen konnte allerdings in den HCFs keine Expressionsregulation von FAPa durch
EGR-1 gezeigt werden. Dies konnte mdglicherweise an einer zu geringen
Herunterregulation durch die siRNA liegen. Zwar wurden die Proben mittels Western
Blot fur EGR-1 auf dessen Konzentration tberprift und eine deutlich verminderte EGR-
1-Expression gezeigt, doch kénnte die trotzdem vorhandene EGR-1-Menge ausreichend
fiir eine ungeminderte FAPa-Expression sein. Da EGR-1 jedoch ebenfalls iber den
ERK-Signalweg aktiviert wird, der ebenfalls in HCF die FAPa-Expression nicht modu-
lierte, ist eher davon auszugehen, dass EGR-1 in HCF keinen Effekt auf die FAPa-
Expression hat. Weiterhin ware es moglich, dass die bereits gezeigte Induktion von
FAPa durch TGF;-Stimulation Uber andere Signalwege, z.B. eine direkte Aktivierung
durch die Smad-Komplexe, resultiert.
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CTGF wird von Fibroblasten nach TGFB-Stimulation sezerniert und fungiert als Media-
tor der Fibroblastenproliferation und -differenzierung **>*#. In den hier durchgefiihrten
Versuchen konnte kein Einfluss auf die FAPa-Expression in HCF durch eine exogene
CTGF-Stimulation nachgewiesen werden. Allerdings zeigte sich eine Tendenz zu hoéhe-
ren FAPa-Werten bei simultaner Stimulation der Zellen mit TGFB; im Vergleich zu den
nur mit TGFB; stimulierten Zellen. Fir CTGF konnte bereits beschrieben werden, dass
dieses die TGFB-Bindung an dessen Rezeptor sowie den TGFp-Signalweg verstarkt und
so unter anderem zur durch TGFp-induzierten Fibroblastendifferenzierung beitrégt,
wahrscheinlich indem es TGFP wie ein Chaperon bindet und dessen Prasentation am
Rezeptor erleichtert **® 3. Durch einen ahnlichen Mechanismus lieBen sich auch die
hier gewonnenen Ergebnisse mit einer leichten Steigerung der FAPa-Expression bei
simultaner Stimulation erkldren. Die nur leichte Zunahme der FAPa-Konzentration
konnte durch eine nur méBige zusétzliche Stimulation bei bereits bestehender TGFp;-
induzierter endogener CTGF-Produktion durch zusatzliche exogene Zugabe von CTGF

erklart werden.

TNFa ist ein proinflammatorischer Mediator, der bei Entziindungsreaktionen die Zyto-
kinproduktion, die Aktivierung und Expression von Adhéasionsmolekilen und die Sti-
mulation durch Wachstumsfaktoren fordert. Ferner kann durch TNFa auch iiber die
Aktivierung von Caspasen die Apoptose induziert werden *! **2. Daneben scheint
TNFa die Fibrosierung von Geweben zu fordern. So wurde vor allem im Rahmen von
Lungenerkrankungen eine Uberexpression von TNFo mit konsekutiver Rekrutierung
von Entziindungszellen, Induktion von TGFf; und Forderung der Myofibroblastenakti-
vierung beschrieben . Eine Stimulation von HASMCs (Human Aortic Smooth Muscle
Cells) mit TNFo bewirkt eine erhéhte FAPa-Expression in diesen Zellen 2. Die hier
durchgefiihrte TNFa-Stimulation der HCFs zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die
FAPa-Expression. Bei Stimulation mit 1 ng/ml TNFa stellte sich dennoch eine leicht
erhohte FAPa-Konzentration im Vergleich zur unstimulierten Kontrollgruppe dar. Phy-
siologisch im Serum gemessene TNFa-Konzentrationen liegen jedoch im unteren na-
nomolaren Bereich *3* ¥ Es konnte beschrieben werden, dass im Gegensatz zu gerin-
gen TNFo-Konzentrationen, durch hohe Konzentrationen die Apoptose induziert wer-
den kann **. Die hier durchgefiihrte in vitro Stimulation mit deutlich htheren Zytokin-
Konzentrationen konnte daher zu einem reduzierten FAPa-Level gefiihrt haben. Wei-
terhin ergab sich auch hier ein Trend zu leicht hoheren FAPa-Werten bei gleichzeitiger

Stimulation mit TGFB; im Vergleich zur alleinigen TNFa-Stimulation in niedriger Kon-
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zentration. Auch bei diesem Ergebnis wére ein Zusammenspiel des TGFB;- und des
TNFa-Signalwegs moglich, das zu einer gesteigerten FAPa-Expression fiihrt. Auch
konnte bereits in Fibroblasten der Lunge die Induktion von TGFB durch TNFa-
Stimulation nachgewiesen werden *3* 3. Im Rahmen dieser Ergebnisse ware ein mdg-
licher Erklarungsversuch der gesteigerten FAPa-Konzentration in den durchgefihrten
Experimenten durch TNFa-abhéngige Induktion von TGFP und konsekutive TGFp-
abhingige FAPa-Expression gegeben. Dennoch bleibt der TNFa-Signalweg sehr kom-
plex und trotz intensiver Forschung nicht vollstdndig geklart, sodass auch im Einklang
mit der aktuellen Forschung ein moglicher Effekt von TNFa auf die FAPo-Expression
in HCFs nicht gezeigt werden kann.

4.4 Strukturvariabilitidt von FAPa

Die Sensitivitat zur Detektion von Proteinen im ELISA ist der des Western Blots deut-
lich Gberlegen. Allerdings l&sst die elektrophoretische Auftrennung der Proteine im
Western Blot Riickschlisse auf das Molekulargewicht der von den spezifischen Anti-
korpern markierten Banden zu. So bleibt letztendlich die Frage offen, ob das im Uber-
stand detektierte Protein ausschliellich intaktes FAPa ist, oder ob hier auch Isoformen
oder Bruchstiicke von FAPa nachgewiesen werden und, falls dies der Fall ist, inwiefern
diese abgewandelten Formen auch katalytische Aktivitat aufweisen. Eine Detektion von
FAPa im reinen Zellkulturiiberstand mittels Western Blot ist aufgrund der niedrigeren
Sensitivitat nicht mdglich, sodass hier zundchst Aufreinigungsverfahren angewandt

werden massten.

Deshalb wurden zunédchst Western Blots eingesetzt, um FAPa zusétzlich zum ELISA in
den Zelllysaten nachzuweisen. Hierbei fiel beim Western Blot der mit FAPa siRNA
transfizierten HCF mit dem Antikdrper ab54651, der Kreuzreaktivitat zu DPP-1V be-
sitzt, auf, dass sich in den Kontrollproben 3 Banden mit unterschiedlichen Molekular-
gewichten detektieren lieRen: DPPIV markierte mit 105 kDa die oberste Bande, FAPa
wurde auf Hohe von 88 kDa detektiert. Die dritte Bande mit ca. 27 kDa lieR sich nicht
sicher zuordnen. Sowohl FAPa als auch die unterste Bande waren in den Zellen, in de-

nen FAPa herunterreguliert war, nicht nachzuweisen.

In der humanen Melanom-Zelllinie LOX wurde eine Splice-Variante von FAPa be-
schrieben, deren codiertes Protein mit 239 Aminoséuren und einem Molekulargewicht

von 27 KDA mit der C-terminalen katalytischen Region des membrangebundenen FAPa
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tibereinstimmt ®°. Daher ware es denkbar, dass auch die im Western Blot detektierte
Proteinbande mit einer Molekularmasse von ~ 27 kDa der alternativen Splicing-Form
entspricht. Auch bei murinem FAPa wurde bereits alternatives Splicing beschrieben und
durch Sequenzierung von RT-PCR-Produkten konnten drei verschiedene Splice-
Varianten gefunden werden *®. Ferner konnte es sich bei dem unbekannten Protein mit
dem Molekulargewicht von 27 kDa um ein proteolytisches Spaltprodukt von FAPa
handeln. Inwieweit die verkiirzte FAPa-Form weiterhin proteolytische Aktivitat auf-
weist, ist bisher nicht bekannt und Gegenstand weiterer Forschung. So konnte gezeigt
werden, dass rekombinant hergestelltes FAP ohne zytoplasmatische und transmembra-
nare Domane mit einer Molekularmasse von 160 kDa durch EDTA-sensitive Proteasen
zu gekirzten Formen (100 - 85 und 70 - 50 kDa Molekularmasse) umgewandelt wird,
bei denen die katalytische Aktivitat weiterhin erhalten ist. In Zymographie-Assays zeig-
ten diese sogar eine 7-fache Steigerung der Gelatinaseaktivitat im Vergleich zum
Wildtyp-FAP, was die Vermutung nahelegte, dass durch die N-terminale Abspaltung

die sterische Behinderung fiir dieses Substrat verringert werden kénnte 2,

Diese Daten deuten auf eine groRBe Strukturvariabilitit des bisher als Membranprotein
bekannten FAPa hin, einerseits durch alternative Splice-Vorgange, andererseits durch
proteolytische Spaltung des Enzyms. Vor dem Hintergrund, dass auch die verkurzten
Formen katalytische Aktivitat besitzen und dass diese dartiber hinaus sogar im Ver-
gleich zur Wildtyp-Form verstarkt sein kann, ldsst sich auch die Funktion von FAPa in
Zellkulturiiberstanden neu interpretieren. Welche Rolle von den HCF sezerniertes FAPa

flr die Degradation der Extrazellularmatrix spielt, bleibt weiterhin offen.
4.5 Etablierung eines FAPa-ELISA fir humanes Plasma

Der etablierte FAPa-ELISA fur humane Plasmaproben lieferte in Validierungsschritten
reproduzierbare Werte mit akzeptablen Abweichungen der prozentualen Wiederfindung.
Durch Erhohen der Erstantikorperkonzentration auf 2 pg/ml konnte die Wiederfin-
dungsrate im Plasma ohne bemerkbare Anhebung des Hintergrundsignals signifikant
verbessert werden. Eine weitere Konzentrationssteigerung auf 3 pg/ml erbrachte keine
zusatzliche Verbesserung des Signals. Durch Analyse der Spike-Wiederfindung konnte
gezeigt werden, dass die FAPa-Detektion im Plasma nicht von einem Unterschied des
Reagent Diluents zum Plasma beeinflusst wird, da der Spike sowohl in Reagent Diluent
als auch in der Probe zuverlassig mit einer akzeptablen Abweichung der Werte im

Rahmen von 80 - 120 % erkannt wurde. Die Parallelitdt der verdinnten Proben zur
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Standardkurve, also die Vorhersagbarkeit der Wiederfindung des Spikes oder der Probe
bei bekannten Verdinnungen, zeigte ebenfalls im Rahmen des ELISA-
Detektionsrahmens akzeptable Werte.

Warum EDTA-Plasmaproben im FAPa-ELISA eine bessere Wiederfindungsrate als
Serumproben zeigen, ist nicht geklart. Ein interessanter Aspekt ist, dass in vitro die
Spaltung von FAPa in verkiirzte, ebenfalls proteolytisch aktive Formen durch EDTA-
sensitive Proteasen demonstriert werden konnte ™. So kénnte die Anwesenheit von
EDTA in den Plasmaproben eine Stabilisierung des FAPa-Proteins bewirken. Flr das
FAPa-Protein kdnnen eine Reihe moglicher Schnittstellen durch verschiedene Enzyme
mit Hilfe spezieller Software (PeptideCutter, EXPASy, http://web.expasy.org-
/peptide_cutter) vorhergesagt werden, die unter anderem Schnittstellen fur Faktor Xa
und Thrombin beinhalten. Diese Enzyme sind wahrend der calciumabhéngigen Gerin-
nung, die fur die Gewinnung von Serumproben erforderlich ist, aktiv. Daher wére auch
durch diese Enzyme eine proteolytische Degradation von FAPa denkbar, die in Anwe-

senheit von EDTA gehemmt wird.

Im Rahmen der Préanalytik wurde untersucht, inwiefern sich die Lagerungsbedingun-
gen auf die gemessene FAPa-Konzentration im Plasma auswirken. Weder wiederholte
Einfrier- und Auftau-Zyklen, noch die mehrtdgige Lagerung der Proben bei 4°C oder
bei Raumtemperatur bewirkten ausgepragte Messwertschwankungen. Als Qualitatsmaf
in der Bestimmung der FAPa-Plasmaspiegel wurden weiterhin Intra- und Interassay-
Variabilitdt von vier gepoolten Plasmaproben bestimmt. Die prozentualen relativen
Standardabweichungen der gemessenen FAPa-Spiegel lagen fiur die Intra- und Inter-
Assay-Variabilitat in einem akzeptablen Bereich im Rahmen der Messungenauigkeit.
Interessanterweise waren diese Werte jeweils fur die Proben mit der héchsten (S4) und
der niedrigsten (S1) FAPa-Konzentration héher als fir die mittleren Konzentrationen
(S2 und S3), wahrscheinlich auf Grund der Tatsache, dass diese naher an den Bestim-

mungsgrenzen des ELISAs lagen.
4.6 FAPa als potentieller prognostischer Marker in ACS-Patienten

Im Rahmen der Messungen der FAPa-Plasmaspiegel mittels ELISA zeigte sich ein sig-
nifikanter Unterschied zwischen den Werten der gesunden Blutspendergruppe und der
Patientengruppe mit akutem Koronarsyndrom. Wie im Studienaufbau vorgesehen gli-

chen sich die beiden Gruppen im Geschlechterverhéltnis, allerdings lag sowohl das me-
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diane als auch das mittlere Alter der Blutspender deutlich unter dem der Patientengrup-
pe. Daher ist ein direkter Vergleich dieser beiden Gruppen nur bedingt moéglich, jedoch
ergab sich in der statistischen Auswertung kein Hinweis auf eine Korrelation der FAPa-
Konzentration mit dem Alter. Ebenfalls zu bedenken ist der Aspekt, dass flr die Pro-
banden der Blutspendergruppe bis auf eine ,,Momentaufnahme* ihrer FAPa-
Konzentration zum Zeitpunkt des Blutspendens keine weiteren Informationen, insbe-
sondere Uber etwaige kardiovaskulare Neuerkrankungen in der Folge, vorlagen. Inner-
halb der ACS-Gruppe konnte eine Korrelation niedriger FAPa-Konzentrationen mit
einer erhohten Mortalitat wahrend des Ein-Jahres-Uberwachungszeitraums sowie mit
einem erh6hten CRP und zum Nikotinkonsum gezeigt werden. Es ist bekannt, dass die
Hohe des CRP-Wertes eine Aussage zur Risikostratifizierung zukinftiger kardiovasku-
larer Erkrankungen zuldsst. Auch ist eine Assoziation erhdhter CRP-Werte mit gestei-
gerter Mortalitat nach Myokardinfarkt bekannt *3¥*1. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass erhdhte Werte von humanem CRP bei transgenen Mausen zu gesteigerter kardialer
Fibrose bei Hypertension filhren **2. Insofern ist eine hier nachgewiesene inverse Korre-
lation von FAPa und CRP, das bereits als kardiovaskuldrer Marker zur
Prognoseeinschatzung nach Infarkten eingesetzt wird, sehr interessant. Patienten mit
stabiler KHK zeigten hingegen keine Anderung der FAPa-Plasmaspiegel im Vergleich
zur gesunden Blutspendergruppe.

Aufgrund der erhobenen Daten stellt sich die Frage, inwieweit zirkulierendes FAPa als
Biomarker fir Myokardinfarkte oder zur Prognoseabschatzung beim akuten Koronar-
syndrom nitzlich sein kann. Die Assoziation deutlich erniedrigter FAPa-Plasmaspiegel
mit einer erhohten Mortalitat im Ein-Jahres-Zeitintervall bei Patienten mit akutem Ko-
ronarsyndrom deutet darauf hin, dass FAPo im Rahmen eines kardiovaskuldren Ereig-
nisses herabreguliert wird und diese Herabregulation langerfristige Konsequenzen ha-
ben konnte. Ob hierbei der Pathomechanismus durch das erniedrigte FAPa selbst regu-
liert wird, oder ob dessen Expression nur sekundar reduziert wird, ist nicht geklart. Be-
merkenswert ist in diesem Zusammenhang eine kirzlich erschienene Arbeit von
Javidroozi et al., die in ihrer Studie eine Reduktion der FAPa-Serumspiegel bei einem
Patientenkollektiv mit malignen Grunderkrankungen im Vergleich zur gesunden Kont-
roligruppe sowie eine inverse Korrelation der Serumspiegel mit dem Uberleben der

Patienten zeigen konnten '**.
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Diese Beobachtungen stehen allerdings im Gegensatz zur bisher untersuchten FAPa-
Expression im Herzen nach Myokardinfarkt, wo eine deutliche FAPa-Uberexpression
nachgewiesen werden konnte >*. Insofern scheint das FAPq im Plasma mit dem FAPa
im Gewebe nicht direkt in Verbindung zu stehen. Daher sollte die Frage geklart werden,
wodurch bei ACS-Patienten die im Vergleich zur Blutspendergruppe erniedrigten
FAPa-Konzentrationen im Plasma entstanden sein konnten. Eine iatrogen herbeigefihr-
te FAPa-Konzentrationsminderung, zum Beispiel durch eine medikamentdse Interven-
tion bei den ACS-Patienten, kann hier nicht beiseite gelassen werden. So ist eine Inter-
aktion eines Medikaments mit FAPa selbst oder den Zellen, die dieses exprimieren,
nicht auszuschliel3en, was in einer Reduktion des gemessenen FAPa im Plasma resultie-
ren konnte. Die géngigen Standardtherapeutika zur Behandlung der koronaren Herz-
krankheit scheinen jedoch keinen Einfluss auf die FAPa-Plasmaspiegel zu besitzen, da
sich die Werte der Patienten mit stabiler KHK nicht von denen der Blutspendergruppe
unterschieden. Auch zeigt die Korrelation niedriger FAPa-Spiegel zur Mortalitat, zur
Hohe des CRP und zum Rauchen in der ACS-Gruppe einen Effekt, der einen

Pathomechanismus niedriger FAPa-Konzentrationen nahe legt.

Dennoch bleibt auf Grund fehlender Daten die Frage offen, ob FAPo zundchst schon
vor einem Kkardiovaskuldren Ereignis, zum Beispiel als Marker einer schwerwiegenden
Atherosklerose, erniedrigt war, oder ob es im Anschluss daran reaktiv zur Reduktion der

FAPa-Plasmaspiegel kam.

Die biologische Funktion von zirkulierendem FAPo/APCE bleibt weiter im Hinblick
auf erniedrigte Spiegel nach kardiovaskularen Ereignissen oder als prognostischer Mar-
ker flr zukunftige Ereignisse zu kléaren. Darlber hinaus bleibt die Herkunft des zirkulie-
renden FAPow/APCE offen. Zwar konnte gezeigt werden, dass dieses von aktivierten
Fibroblasten synthetisiert wird und auch im Zellkulturuberstand nachweisbar ist, doch
erklart dies weder eine erhohte FAPa-Konzentration in Gesunden noch erniedrigte
Spiegel in ACS-Patienten. Zirkulierendes und gewebeexprimiertes FAPa scheinen nicht

voneinander abhangig zu sein.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig im Hinblick auf den Signalweg zu Expres-
sion von FAPa gezeigt werden, dass die TGFpB;-induzierte FAPa-Expression Smad-3-
abhéngig verlauft. Weiterhin wurde im Rahmen der Arbeit ein ELISA zur quantitativen
Messung von humanem FAPa im Plasma etabliert. Durch Anwendung dieses ELISA

konnte erstmalig die FAPa-Konzentrationen eines Kollektivs von Patienten mit akutem
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Koronarsyndrom sowie einer gesunden Kontrollgruppe gemessen werden. Hier zeigte
sich ein signifikanter Unterschied der FAPa-Konzentrationen zwischen den beiden
Gruppen, weiterhin konnte eine Assoziation von erniedrigten FAPa-Werten mit einer

erhohten Mortalitat beschrieben werden 1%,
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5. Zusammenfassung

FAPa ist ein Membranglykoprotein mit Dipeptidyl-Peptidase- und Typ | Kollagenase-
Aktivitét, das eine wichtige Rolle im Rahmen des Gewebeumbaus und der Angiogenese
spielt. Die Expression von FAPa wurde fiir eine Reihe von Geweben gezeigt. So konnte
bereits gezeigt werden, dass FAPa nach Myokardinfarkt auf humanen kardialen
Fibroblasten (HCF) verstarkt exprimiert wird. Ausgehend von der Erkenntnis, dass eine
im Blut zirkulierende Form von FAPa, APCE, gefunden wurde, sollte in der vorliegen-
den Arbeit eine mogliche Assoziation des in HCF exprimierten FAPo mit dem zirkulie-
renden APCE untersucht werden. Hierfir wurden ebenfalls die Signalwege, die zur In-

duktion von FAPa fithren, ndher untersucht.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das von humanen kar-
dialen Fibroblasten exprimierte FAPa ebenfalls im Zellkulturiiberstand nachgewiesen
werden kann. Wie bereits beschrieben fiihrte eine Stimulation mit TGFp; zur Expressi-
on von FAPa. Diese ist abhéngig von Smad-3 und konnte durch Zugabe des Inhibitors
SB431542 blockiert werden. Auch Smad-2 scheint die FAPa-Expression zu beeinflus-
sen. Ein Effekt von EGR-1, CTGF und TNFa auf die FAPa-Expression konnte hinge-

gen nicht nachgewiesen werden.

Dartiber hinaus wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein ELISA zur Messung von
humanem FAPa im Plasma erstmalig etabliert. In der Evaluation des ELISA wurden die
Grenzwerte fir die Detektion und Quantifizierung bestimmt, die Intra- und Intervariabi-
litdt des ELISAs berechnet und die Linearitat der Wiederfindung von humanem rekom-
binantem FAPa bewertet, sowie die Stabilitit von FAPa nach mehrfachen Einfrier-
Auftau-Zyklen und nach der Lagerung bei verschiedenen Temperaturen evaluiert. Da
hier nur kommerziell erwerbliche Materialien verwendet wurden, ist eine Anwendung
durch Dritte leicht durchfiihrbar.

Es wurde weiterhin eine klinische Studie zur Messung der FAPa-Plasmaspiegel in 101
gesunden Blutspendern und 407 Patienten mit akutem Koronarsyndrom (ACS) sowie
von 25 Patienten mit stabiler koronarer Herzerkrankung (KHK) durchgefihrt. Hierbei
konnten erstmals Referenzwerte fiir zirkulierendes FAPa im Plasma beschrieben wer-
den. Die FAPa-Plasmaspiegel der gesunden Kontrollgruppe unterschieden sich nicht
von denen der Patienten mit stabiler KHK. Bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom

war die FAPa-Konzentration im Vergleich mit den FAPa-Plasmaspiegeln der Kontroll-

60



gruppe hingegen signifikant erniedrigt. Auch zeigte sich bei den Patienten mit FAPa-
Spiegeln im kleinsten Quartil eine erhohte Mortalitat. Die biologische Funktion von
FAPa bzw. dessen mogliche Pathophysiologie im Rahmen eines ACS sowie die mit
niedrigen FAPa-Spiegeln assoziierte Mortalitat sind noch unklar und bleiben Gegen-

stand der weiteren Forschung.
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