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Kapitel 1 Einleitung

1.1 Die koronare Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit (KHK) ist eine chronische Erkrankung des Herzens, bei wel-
cher ein Missverhiltnis zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf der Herzmuskel-
zellen besteht. Die pathologische Grundlage der KHK ist die Atherosklerose. Diese stellt
eine chronisch-entziindliche Erkrankung der gro3en und mittelgroBen Koronararterien dar,
welche zu Verengungen und Verlegungen der Gefdf3e fiihrt und somit die Sauerstoffversor-
gung des Herzmuskelgewebes beeintrachtigt. Zu den Manifestationen der KHK zéhlt, als
chronische Auspriagung, die stabile Angina pectoris (SAP). Akute Ausprigungen sind die
instabile Angina pectoris (IAP) und der akute Myokardinfarkt.

Die KHK ist weltweit verbreitet und insbesondere in den Industriestaaten Ursache vie-
ler Krankheits- und Todesfélle. Dem Statistischen Amt der Bundesrepublik Deutschland
zufolge sind in Deutschland 20,7 % der Todesfille (69 890 Personen) im Jahr 2014 auf
eine KHK zuriickzufiihren. 14,3 % (48 181 Personen) starben an den Auswirkungen eines
akuten Myokardinfarktes [1]. Damit belegt die KHK in der Statistik der Todesursachen in
Deutschland seit vielen Jahren den ersten Rang. Insgesamt sind deutschlandweit 6,7 % der
Frauen und 9,9 % der Ménner von einer KHK betroffen. Bei den iiber 65-Jdhrigen steigt
der Anteil der Erkrankten auf 28,2 % der Méanner und 18,4 % der Frauen [2].

Die Pathogenese der KHK und ihr Verlauf sind noch nicht vollstédndig verstanden. In dieser
Arbeit werden anhand von klinischen Untersuchungen Zusammenhédnge zwischen mehre-
ren thrombozytdaren Markern und dem Verlauf einer KHK hergestellt. Es wird untersucht,
ob und wie sich die Konzentrationen der thrombozytdren Marker bei einem stabilen Ver-
lauf der KHK und bei einer akuten Manifestation unterscheiden. Die Untersuchungen wer-
den weiter anhand der Risikofaktoren der KHK aufgeschliisselt. Das Ziel ist, anhand dieser
Zusammenhinge, einen weiteren Baustein fiir ein tieferes Verstindnis der KHK zu erlan-

gen. Im Weiteren wird zunéchst die theoretische Basis fiir diese Untersuchungen gelegt.
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Hierzu zihlt die Beschreibung der Atherosklerose als pathologische Grundlage der KHK.
AnschlieBend werden die Funktion der Thrombozyten und die untersuchten thrombozyta-

ren Marker naher beschrieben.

1.2 Die Atherosklerose als pathologische Ursache der ko-

ronaren Herzkrankheit

Als Hauptursache der KHK gilt die Atherosklerose. Ein grundlegendes Verstindnis der
Atherosklerose ist somit ein notwendiger Baustein zum Verstindnis der KHK. Die Athe-
rosklerose ist eine chronisch-entziindliche Verdnderung der Arterien. Sie ist nicht auf die
Herzkranzgefa3e beschrankt, sondern zeigt neben der KHK auch extrakardiale Manifes-

tationen wie die periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) und den ischdmischen
Schlaganfall.

Als Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung einer Atherosklerose wurden ein erhohtes Le-
bensalter, das médnnliche Geschlecht, erbliche Faktoren, Bluthochdruck, Nikotingenuss,
Adipositas sowie Storungen des Fett- und Zuckerstoffwechsels gefunden [3—5]. Weitere
Risikofaktoren sind eine erhohte Aktivitdt des Immunsystems (z.B. bei rheumatischen Er-
krankungen [6, 7]) und psychische Erkrankungen wie beispielsweise die Depression [8—
10]. Der Einfluss einer eingeschrankten Nierenfunktion auf die Entwicklung einer Athe-

rosklerose ist umstritten [11-15].

1.2.1 Pathogenese der Atherosklerose

Die Pathogenese der Artherosklerose ist noch nicht vollstindig geklart. Im Verlauf der
Atherosklerose bildet sich an den GefaBBwénden eine atherosklerotische Plaque aus. Diese
kann das Gefaf8lumen einengen, dadurch die Gewebedurchblutung vermindern und somit
zu einer Ischimie des betroffenen Gewebes fiihren. Uber den detaillierten Verlauf der Athe-
roskleroseentstehung entwickelten sich in den letzten Jahrzehnten einige unterschiedliche,
sich teils ergidnzende, Theorien. Die aktuell am besten gefestigte Theorie ist die Response-
to-injury-Hypothese nach Ross und Glomset, welche nachfolgend ndher erlautert wird.
Die Pathogenese der Atherosklerose wird hierbei in fiinf Phasen unterteilt [16—19]. Diese

werden weiter in den Abbildungen 1, 2 und 3 veranschaulicht.

Phase I (Initiale Phase): Die initiale Phase ist durch eine endotheliale Dysfunktion ge-

kennzeichnet. Durch bekannte Risikofaktoren wie eine arterielle Hypertonie, Nikotina-

Universitét Tiibingen Kardiologie und Kreislauferkrankungen
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busus, eine hohe Plasmalipidkonzentration [20] und eine gestorte Himodynamik des Blut-
flusses entsteht eine lokale Entziindungsreaktion an den GefdBwinden, welche eine gestor-
te Funktion des Gefdflendothels bedingt. Aufgrund dieser endothelialen Dysfunktion [20]
wird low density lipoprotein (LDL) in die Intima der Gefaf3e eingelagert. Das eingelager-
te LDL ist empfindlich fiir enzymatische Reaktionen und Oxidationsprozesse [21,22]. In

oxididerter Form hat LDL pro-inflammatorische und immunstimulierende Eigenschaften.

Phase II (Inflammatorische Phase): Wihrend der inflammatorischen Phase exprimie-
ren die Endothelzellen aufgrund der Stimmulation mit oxidiertem low density lipoprote-
in (oxLDL) Adhidsionsmolekiile und produzieren Chemokine. Dies ermoglicht es Mono-

zyten und T-Lymphozyten in die Intima einzuwandern.
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Abbildung 1: Einwanderung monozytirer Zellen in die Intima (Quelle: Libby und Rid-
ker [18]). Die GefdBwand einer normalen muskuldren Arterie besteht aus drei Schichten.
Die innerste Schicht stellt die Lamina interna dar. Auf dieser liegt eine diinne Endothelzell-
schicht, welche eine Barriere zu den Blutbestandteilen im Gefdlllumen bildet. In der zwei-
ten Schicht, der Tunica media, befinden sich glatte Muskelzellen und eine Elastin-reiche
Matrix. Die duBlerste Schicht stellt die Lamina adventitia dar, diese ist in dieser Abbildung
nicht dargestellt. Durch den Kontakt mit bekannten Risikofaktoren wie beispielsweise low
density lipoprotein (LDL), durch oxidativen oder inflammatorischen Stress exprimieren
die Endothelzellen Adhédsionsmolekiile und Chemokine. Diese ermdglichen es monozyti-
ren Zellen wie Monozyten und T-Zellen in die GefiBwand einzuwandern.

Universitét Tiibingen Kardiologie und Kreislauferkrankungen
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Phase III (Bildung von Schaumzellen und fatty streaks): Die eingewanderten Monozy-
ten wandeln sich zu Makrophagen um und nehmen liber Scavenger-Rezeptoren oxLDL auf
[21]. Die lipidbeladenen Makrophagen werden als Schaumzellen bezeichnet und bilden
Fettstreifen (fatty streaks). Diese stellen eine frithe Form der atherosklerotischen Plaque

dar.

Phase IV (Bildung fibroser Plaques): In dieser Phase wird die extrazellulédre Matrix ver-
andert und eine fibrose Plaque ausgebildet. Durch die eingewanderten Lymphozyten und
Makrophagen wird eine entziindliche Reaktion in der Lipidplaque geschaffen und ver-
starkt. Diese entziindliche Reaktion fordert die Freisetzung von Zytokinen und Wachs-
tumsfaktoren, welche die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen aus der Media
in die Intima bewirken. Die extrazelluldre Matrix bildet nun eine fibrose Schutzschicht
iiber der Plaque aus, welche den Kontakt des teilweise nekrotischen Materials mit dem
Blut verhindert. Wéchst die extrazelluldre Matrix, wird die Plaque dicker und kann das

GefdBlumen immer weiter einengen.
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Abbildung 2: Die Bildung einer fibros-fettigen Plaque (Quelle: Libby und Ridker [18]).
Beim Ubergang von den fatty streaks zu einer fibrosen Plaque wandern glatte Muskelzel-
len (SMCs) aus der Tunica media in die Intima ein. Dort konnen die glatten Muskelzellen
Kollagen und Elastin sezernieren. Eine Vermehrung der Muskelzellen wird durch mitoge-
ne Stimuli gefordert. Die eingewanderten Monozyten nehmen die oxidierten Lipoproteine
(oxLDL) tiber Scavenger-Rezeptoren auf und wandeln sich zu Schaumzellen um. Sie set-
zen Zytokine, proinflammatorische Mediatoren, Leukotriene und Prostaglandline sowie
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) frei.
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Phase V (Entstehung einer komplexen Lision und Thrombosierung): In dieser letzten
Phase entstehen komplexe Lasionen sowie eine Thrombose. Durch proinflammatorische
Zytokine und von Makrophagen ausgeschiittete Proteinasen wird die atherosklerotische
Matrix zunehmend instabiler und die Gefahr einer Ulzeration steigt. Vor allem der Schul-
terbereich der atherosklerotischen Plaque ist ulzerationsgeféhrdet [23]. Hierdurch wéchst

die Gefahr fiir die Entstehung einer Plaqueruptur.
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Abbildung 3: Reifung der atherosklerotischen Plaque (Quelle: Libby und Ridker [18]). Im
Verlauf bilden atherosklerotische Plaques eine fibrose Kappe aus. Der darunter liegende
Lipidkern enthilt eine Vielzahl an Makrophagen sowie apoptotischen Zellen. Die fibrose
Kappe schirmt diesen Lipidkern mit teilweise nekrotischem Material von der Blutbahn ab.
Jedoch kann diese Kappe von durch Makrophagen freigesetzte Proteinasen geschwicht
werden. Abkiirzungen: reaktive Sauerstoffspezies (ROS), glatte Muskelzelle (SMC), Lamina elastica in-
terna (IEL), Schaumzelle (MFC)

1.2.2 Komplikationen der Atherosklerose: Die Plaqueruptur

Neben der chronischen GefdBverengung kann es zu einer Plaqueruptur, dem Einreiflen der
atherosklerotischen Plaque, kommen (siehe Abbildung 4). Reil3t die fibrése Schutzschicht
auf, so kommen Plaquebestandteile als Fremdmaterial mit dem Blut in Berithrung. Hierbei
wird zum einen die Thrombozytenaggregation und zum anderen die Gerinnungskaskade

in Gang gesetzt. Die Ausbildung eines Thrombus kann das Gefa3lumen vollstdndig verle-
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gen und somit zu einer akuten Ischdmie und dem klinischen Bild eines Myokardinfarktes
oder eines Schlaganfalles flihren. Die Plaqueruptur stellt den hdufigsten Grund fiir einen
Myokardinfarkt dar [23].

Rupture of
fibrous cap

Superficial
erosion

- “\ Erosion of the
endothelium

Abbildung 4: Plaqueruptur und thrombembolische Komplikationen (Quelle: Libby und
Ridker [18]). Thrombembolische Komplikationen der Atherosklerose konnen durch zwei
Hauptmechanismen entstehen. Der erste Mechanismus stellt ein Einreilen der fibrosen
Kappe der Plaque dar. Hierdurch kommen die Plaqueinhalte mit Blutbestandteilen in Kon-
takt und losen eine Gerinnungsreaktion aus. Beim zweiten Mechanismus wird durch ei-
ne oberflachliche Erosion der Endothelzellen der Plaquekappe (beispielsweise durch eine
Desquamation oder durch eine Apoptose der Endothelzellen (EC)) eine Gerinnungsreak-
tion ermdglicht. Abkiirzungen: glatte Muskelzelle (SMC), plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)

Die Vulnerabilitét der atherosklerotischen Plaque fiir eine Plaqueruptur ist durch die Be-
schaffenheit ihrer fibrosen Schutzschicht bestimmt. Begiinstigend fiir ein Einreiflen der
Plaque wirken [17,24]:

+ eine diinne fibrose Kappe

+ ein hoher Lipidgehalt des Plaqueinhalts

+ ein hoher Anteil nekrotischen Materials

* eine geringe Anzahl glatter Muskelzellen
* eine ausgeprigte Neovaskularisation

+ ein hoher Gehalt an Tissue-Faktor

* eine hohe inflammatorische Aktivitit
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Eine immer groBer werdende Evidenz deutet darauf hin, dass eine hohe inflammatorische

Aktivitdt in diesem Verlauf eine Schliisselfunktion einnimmt [25,26].

1.2.3 Diabetiker als Risikogruppe fiir die Atherosklerose und KHK

Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist eine Stoffwechselkrankheit, deren Inzidenz stetig ansteigt. Wahrend
1985 noch 30 Millionen Menschen weltweit an einem Diabetes mellitus litten, waren es im
Jahr 2005 bereits 217 Millionen Menschen und die Tendenz ist weiter steigend [27]. Die
International Diabetes Federation (IDF) berichtet von einer Belastung von 415 Millionen
Menschen weltweit im Jahr 2015. Dies bedeutet, dass 9 % aller Erwachsenen betroffen
sind. Es zeigt sich auBerdem eine gro3e Dunkelziffer, da nahezu die Halfte aller Patienten
undiagnostiziert ist [28]. Der Anstieg erfolgt nicht nur in Wohlstandslandern, sondern auch
in Entwicklungsldandern. Betroffen ist hiervon sowohl der Typ 1 Diabetes mellitus als auch
der Diabetes mellitus Typ 2 — jedoch stellt der Typ 2 Diabetes mit ca 90 % den weitaus
groBeren Anteil [28].

Wihrend der Diabetes mellitus Typ 1 in erster Linie durch eine Zerstérung der Langerhans-
Zellen des Pankreas entsteht, zihlt der Diabetes mellitus Typ 2 zu den klassischen Wohl-
standskrankheiten. Hierbei wird lange Zeit geniigend Insulin gebildet, welches jedoch auf-
grund einer Insulinresistenz der Zellen nicht ausreichend wirken kann. Im Verlauf kann
der Diabetes mellitus Typ 2 aufgrund der Zerstorung der insulinbildenden Zellen in einen

Diabetes mellitus Typ 1 mit einem absoluten Insulinmangel tibergehen.

Risikofaktor Nummer eins fiir die Entwicklung eines Diabetes mellitus Typ 2 ist Uber-
gewicht. Jedoch spielen ebenfalls das Alter, die Ethnie, die familidre Belastung, das Vor-
liegen eines Gestationsdiabetes in der Krankengeschichte sowie eine niedrige korperliche
Aktivitat, Nikotingenuss und die tiagliche Schlafdauer eine Rolle [29]. Die Liste der Ein-
flussfaktoren fiir die Entstehung eines Diabetes wichst stindig. Darin zeigt sich immer

mehr die Komplexitit hinter der Entstehung eines Diabetes mellitus Typ 2.

Diabetes mellitus Typ 2 und die koronare Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit zéhlt zu den Hauptmorbiditéts- und Mortalitdtsfaktoren bei
Patienten mit einem Diabetes mellitus Typ 2. So ist die Gefahr an einem kardiovaskula-

ren Ereignis zu sterben bei Diabetikern im Vergleich zu Nichtdiabetikern deutlich erhoht.
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Die Komplikationen Myokardinfarkt und Schlaganfall stellen hdufige Todesursachen bei
Diabetikern dar [30-32]. Als mogliche Ursachen fiir diesen ausgepriagten Zusammenhang
der Krankheiten Diabetes mellitus und KHK sind mehrere Faktoren denkbar [33]:

Diabetiker leiden hiufig an weiteren kardiovaskuliren Risikofaktoren wie Uberge-
wicht oder arterieller Hypertonie

* Diabetiker entwickeln hiufig eine Mikro- und Makroangiopathie

» Diabetiker weisen ein erhohtes Mal3 an Inflammation auf

* Diabetiker weisen ein erhohtes Mal3 an oxidativem Stress mit freien Sauerstoffradi-

kalen auf

Bei der Betrachtung des ersten Punktes fillt auf, dass einige Faktoren (wie beispielsweise
Ubergewicht) sowohl Risikofaktoren fiir einen Diabetes mellitus als auch fiir eine korona-
re Herzkrankheit sind. Des Weiteren konnen kardiovaskulédre Risikofaktoren durch eine
Hyperglykdmie entstehen oder verstiarkt werden. So kommt es bei Diabetikern durch ei-
ne Glomerulosklerose und durch einen verdnderten Filtrationsdruck, mit darauf folgender
gesteigerter Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS-System), zu
einer zunehmenden Nierenschddigung. Dies bedingt oder verstirkt eine arterielle Hyper-
tonie. Die Verbindung zwischen Ubergewicht und einer koronaren Herzkrankheit wird in
einer niedriggradigen Inflammationsreaktion gesehen [34]. Bei Patienten mit einer Insu-
linresistenz oder einem Diabetes mellitus wurde eine Uberexpression von Zytokinen, wie
beispielweise Tumornekrosefaktor o (TNF-«), Interleukin-1, Interleukin-6, Fibrinogen
und Angiotensin, durch das Fettgewebe beobachtet [33, 35]. Die Uberexprimierung die-
ser Zytokine kann zu einer Inflammationsreaktion und zu einer Lipidakkumulation mit
einem schidigenden Einfluss auf die Gefdfle und mit der Ausbildung einer endothelialen
Dysfunktion fiihren [33,36].

Des Weiteren ist bei Diabetikern die Konzentration von C-reaktivem Protein (CRP) erhoht.
Dies kann iiber eine verringerte Produktion von Stickstoffmonoxid und Prostazyklinen,
sowie durch eine vermehrte Aufnahme von oxLDL in die GefdBwénde, zur Ausbildung
einer endothelialen Dysfunktion und zu einer Progression der Atherosklerosebildung bei-
tragen [34]. Somit erhohen sowohl viele Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Diabetes
mellitus, als auch die Diabetes-Erkrankung selbst, das Risiko fiir die Entstehung einer

koronaren Herzkrankheit.

Im Widerspruch zu all diesen Studien steht die These, dass es keinen Zusammenhang
zwischen der Atherosklerosebildung und einem Diabetes mellitus gibt. Hierbei soll die
erhohte Gefahr fiir kardiovaskulére Ereignisse tatsdchlich durch eine gestorte Thrombozy-

tenfunktion und eine erhohte Koagulabilitdt zustande kommen [37,38].

Universitét Tiibingen Kardiologie und Kreislauferkrankungen



KAPITEL 1. EINLEITUNG 9

1.3 Thrombozyten und thrombozytire Marker

Im Folgenden werden Thrombozyten (Blutplittchen) néher beschrieben. Diese sind wich-
tige Akteure im Rahmen der Blutgerinnung und der Thrombusbildung. Des Weiteren gibt
es zunehmende Hinweise auf ihre Beteiligung an der inflammatorischen Reaktion. Damit
sind sie eine wichtige Komponente in der Entstehung und Progression einer Atheroskle-

rose, sowie bei der Thrombosierung, und beeinflussen somit den Verlauf einer KHK.

1.3.1 Aufbau und Funktion von Thrombozyten

Thrombozyten sind die kleinsten zelluldren Bestandteile des Blutes. Sie haben einen Durch-
messer von 2 — 4 um und eine scheibenartige Form. Sie entstehen im Knochenmark durch
Abschniirung aus Megakaryozyten und spielen eine grofle Rolle bei der Blutgerinnung,

Immunreaktion und inflammatorischen Reaktion [39].

Thrombozyten sind anukledre Zellen. Dennoch besitzen sie messenger Ribonukleinsiu-
re (mMRNA) und sind daher in begrenztem Umfang zur Neusynthese von Proteinen fa-
hig [40]. Thrombozyten beinhalten drei Arten an Granula: x-Granula, elektronendichte
Granula und Lysosomen [39]. In den Granula sind eine Vielzahl an aggregations- und

wachstumsfordernden sowie proinflammatorischen Substanzen enthalten.

1.3.2 Die Himostase und thrombembolische Ereignisse

Im inaktiven Zustand besitzen Blutplittchen eine typische scheibenartige Form. Durch
eine Aktivierung der Thrombozyten im Rahmen der Adhésion oder durch im Blut gelos-
te Agonisten wie beispielsweise Adenosindiphosphat (ADP) oder Thrombin erfahren sie
eine Formverdnderung mit einer Ausbildung von Pseudopodien. Des Weiteren werden
Oberfldchenrezeptoren aktiviert und metabolische und biochemische Prozesse im Throm-
bozyten verdndert [39]. Durch diese Aktivierung der Blutplittchen wird die Ausbildung
eines vollstindigen hdmostatischen Pfropfes ermoglicht, wie beispielsweise bei der Aus-
bildung eines Thrombus nach einer Plaqueruptur.

Ablauf der Hamostase

Die Hamostase dient dem Verschluss eines Gefaflwanddefektes zum Ziel der Blutstil-

lung. Hierbei bilden Thrombozyten und l6sliche Plasmakomponenten einen hdmostati-
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schen Propf um den GefiaBwanddefekt zu decken und den Blutaustritt zu stoppen. Die
Héamostase durchlauft hierbei drei Stadien [39]:

I) Das erste Stadium stellt der primér hdmostatische Thrombus dar. Hierbei interagieren
Thrombozyten mit freigelegten Strukturen der GefdBwand, wie Kollagen, und lagern sich
an der Lésion an (Adhésion). Durch die Aktivierung der Thrombozyten setzen diese ihre
Granulainhaltsstoffe frei, welche eine Interaktion mit weiteren Thrombozyten und deren
Anlagerung (Aggregation) fordern. Es bildet sich ein plittchenreicher Thrombus, welcher
die GefdBwandldsion abdichtet und die Blutung stillt. Dieser primire Thrombus ist jedoch
sehr instabil und 16st sich durch die Scherkrifte des Blutstroms noch leicht von der Gefa3-

wand ab.

II) Die sekundéire Hamostase bildet das zweite Stadium. Die aktivierten Thrombozyten
haben eine groBe prokoagulatorische Aktivitit und sind maB3geblich an der Aktivierung
der Gerinnungskaskade beteiligt. Durch die Bildung und Anlagerung von Fibrin wird der
Pléattchenthrombus verfestigt. Dieser fibrinreiche, sekundir hdamostatische Thrombus dich-

tet die GefaBwandldsion stabil ab und ermdglicht den Heilungsprozess.

IIT) Als drittes Stadium zéhlt die Fibrinolyse, welche die Spaltung des Fibrins und somit
den Abbau des Thrombus beinhaltet.

Die physiologische Hdmostase bendtigt ein empfindliches Gleichgewicht zwischen pro-
thrombotischen und antithrombotischen Faktoren und Mechanismen. Sowohl ein Uber-
wiegen der antithrombotischen und fibrinolytischen Faktoren und eine daraus entstehen-
de Blutungsneigung als auch ein Uberwiegen der prothrombotischen Faktoren mit einer
unkontrollierten Thrombusbildung und -vergroBerung haben ernsthafte klinische Konse-

quenzen.

1.3.3 Die Rolle der Thrombozyten in der Atherosklerose

Neben der Thrombusbildung bei einer Plaqueruptur spielen Thrombozyten bei der Athe-
rosklerosebildung selbst eine wichtige Rolle. So verdichten sich die Hinweise, dass die

Blutplittchen an der frithen Initiierung von atherosklerotischen Plaques beteiligt sind.

Lange Zeit galt die Meinung, dass sich Plattchen im Gefa3lumen nur im Rahmen einer
Verletzung, aufgrund der damit verbundenen Freisetzung von subendothelialen Struktu-
ren wie Kollagen, anhaften konnen. Von Endothelzellen gebildete Substanzen wie Stick-
stoffmonoxid und Prostazykline wirken einer Thrombozytenaktivierung und Anhaftung an

das unverletzte Endothel im Regelfall entgegen. Ein Versuch von Massberg et al. zeigte
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jedoch, dass sich Thrombozyten auch an eine intakte Endothelzellschicht anlagern kon-
nen [41]. Dies ist in Tierversuchen an der Apolipoprotein E-defizienten Maus (ApoE™"-
Maus) beobachtbar. Bei diesen Méusen liegt ein genetischer Defekt vor, welcher sie be-
sonders anfillig fiir das Auftreten einer Atherosklerose macht [42]. Insbesondere an den
klassischen Prédilektionsstellen fiir eine Atherosklerosebildung, wie beispielsweise der
Karotisbifurkation, gibt es diese Thrombozytenanlagerungen noch bevor eine atheroskle-
rotische Lasion vorhanden ist. Im Rahmen der Thrombozytenadhision kann ebenfalls eine
gesteigerte Gen-Expression von inflammatorischen Markern sowie eine vermehrte Leuko-
zyteninvasion beobachtet werden. Wird die Thrombozytenadhéision gehemmt, zeigt sich

eine verminderte Leukozytenakkumulation und eine verringerte Plaqueformation [41].

Im Verlauf der Adhésion der Thrombozyten an das Endothel der GefiBwand werden die
Thrombozyten und Endothelzellen aktiviert. Hierdurch exprimieren und sezernieren diese
proinflammatorische Zytokine. Dies fiihrt zu einem Kreislauf, in dessen Verlauf eine Ent-
zlindungsreaktion in Gang gesetzt und unterhalten wird. Dadurch werden weitere Endo-
thelzellen und Thrombozyten aktiviert. Ebenso werden Monozyten aktiviert und rekrutiert
und ihre Differenzierung zu Makrophagen und Schaumzellen unterstiitzt. Dieser Kreislauf

fiihrt zu einer zunehmenden Entziindungssituation und kann zu einer Progression einer
Atherosklerose fiihren [43].

1.3.4 Thrombozytire Adhisionsrezeptoren

Thrombozyten interagieren auf vielfiltige Weise untereinander und mit anderen Zellen
und Strukturen. Das Verhalten der Thrombozyten ist dabei maBigeblich durch ihre Ak-
tivierung bestimmt. Adhisionsvorginge werden z.B. durch ihre Oberfldchenrezeptoren
ermdglicht und reguliert. Diese Vorgédnge unterscheiden sich im aktivierten und im inakti-
ven Zustand, da sich einige Oberflaichenrezeptoren im Rahmen der Aktivierung verandern.
Wie in den Kapiteln 1.2.2 und 1.3.3 beschrieben, wird ein Zusammenhang zwischen der
Aktivierung der Thrombozyten und der Entstehung einer Atherosklerose sowie ihrer Kom-

plikationen vermutet.

In dieser Arbeit werden daher thrombozytire Adhédsionsrezeptoren, welche mit der Akti-
vierung von Thrombozyten in Zusammenhang stehen, als Marker verwendet. Die Adhi-
sionsrezeptoren werden in vier Gruppen eingeteilt: Integrine, Selektine, Rezeptoren vom

Immunglobulin-Typ und leuzinreiche Glykoproteine [39].

Integrine sind sehr weit verbreitet und befinden sich auf nahezu allen Zellen des Kor-

pers. Sie ermodglichen eine Verbindung zwischen dem Zytoskelett und der extrazelluldren
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Matrix. Sie sind an der Gewebeentwicklung und -differenzierung sowie an der Entwick-
lung und Metastasierung von Tumoren beteiligt. Weitere Effekte zeigen sich in der Leu-
kozytenadhédsion, der Migration und der Thrombozytenaggregation/-adhésion [39]. Inte-
grine konnen durch verschiedene Liganden gebunden werden und bewirken dann eine re-
zeptorvermittelte Zellaktivierung mit einer Konformititsinderung des Integrinrezeptors.
Ein fiir diese Arbeit wichtiges Beispiel eines thrombozytdren Integrin-Rezeptors ist der
Glykoprotein-2b3a-Rezeptor (GP2b3a-Rezeptor). Die Gruppe der Selektine besteht aus
drei bisher bekannten Rezeptoren. E-Selektin wird von aktivierten Endothelzellen expri-
miert und bewirkt eine Adhision von Granulozyten. L-Selektin wird von Leukozyten aus-
gebildet und vermittelt eine leukozytire Adhdsion an Endothelzellen. P-Selektin wurde
sowohl in Endothelzellen als auch in Thrombozyten gespeichert gefunden und wird bei
einer Aktivierung der Zellen ausgeschiittet oder auf der Oberfliache exprimiert. Ein Bei-
spiel fiir einen thrombozytéren Rezeptor vom Immunglobulin-Typ stellt das Glykoprotein
VI (GPVI) dar. [39]

In dieser Arbeit werden drei Adhésionsrezeptoren als Marker verwendet. Alle drei ste-
hen im Zusammenhang mit der Aktivierung der Thrombozyten. Es handelt sich um den
GP2b3a-Rezeptor, P-Selektin und das Immunglobulin Glykoprotein VI. Sie werden in den
folgenden Abschnitten ndher beschrieben. Als zusétzliche Marker werden der Macrophage

migration inhibitory factor (MIF) und Gremlin-1 betrachtet.

Der GP2b3a-Rezeptor und Procaspase-activating compound 1 (PAC-1)

Der GP2b3a-Rezeptor zihlt zu den Integrinen und ist ein Rezeptor fiir Fibrinogen. Er ist
das hiufigste Membranglykoprotein von Thrombozyten und stellt 1-2 % des gesamten
thrombozytédren Proteingehaltes. Ein Thrombozyt besitzt 60 000-100 000 dieser Rezepto-
ren. Der Grofteil davon (ca 70 %) liegen dauerhaft auf der Oberfliche vor, wohingegen
30 % erst nach einer Aktivierung des Thrombozyten exprimiert werden [39]. Der GP2b3a-
Rezeptor bindet 16sliches Fibrinogen und leitet dadurch den Beginn der Thrombozytenag-
gregation (und somit einer mdglichen Thrombosierung) ein. Durch eine Aktivierung der
Thrombozyten geht der GP2b3a-Rezeptor von einem niedrigaffinen in einen hochaffinen

Funktionszustand iiber [39].

Bei einer durchflusszytometrischen Messung konnen unterschiedliche Antikdrper zur De-
tektion des GP2b3a-Rezeptors genutzt werden. Ein Teil dieser Antikdrper binden nur an
Rezeptoren in einem bestimmten Aktivierungszustand. In dieser Arbeit wird der Antikor-
per Procaspase-activating compound 1 (PAC-1) genutzt. Dieser bindet lediglich an den

aktivierten GP2b3a-Rezeptor und weist diesen somit nach [39].

Universitét Tiibingen Kardiologie und Kreislauferkrankungen



KAPITEL 1. EINLEITUNG 13

P-Selektin (CD62p)

P-Selektin (auch CD62p genannt) zdhlt zur Familie der Selektine. Selektine sind an der
Interaktion zwischen unterschiedlichen Zellen beteiligt. P-Selektin wurde sowohl in den
Weibel-Palade-Korperchen der Endothelzellen als auch in den alpha-Granula von Throm-
bozyten gespeichert gefunden. Bei einer Aktivierung der Thrombozyten oder Endothelzel-
len erfolgt eine Freisetzung und Expression auf der Oberfldche. Hierbei fordert P-Selektin
die Anlagerung von Leukozyten an Endothelldsionen und Thrombozyten und induziert in-

flammatorische Prozesse in Leukozyten [39].

Bei der durchflusszytometrischen Messung in dieser Arbeit wird durch einen Antikdrper
gegen P-Selektin, und die dadurch erfolgende Detektion von P-Selektin-Rezeptoren auf

der Thrombozytenoberfldche, die Degranulation der alpha-Granula nachgewiesen [39].

Glykoprotein VI

Das thrombozytenspezifische [44] Glykoprotein VI (GPVI) zihlt zur Familie der Immun-
globuline [45]. Es ist ein Kollagenrezeptor, welcher auf der Oberfldche von Thrombozyten
exprimiert wird. Bei einer Gefallverletzung oder Plaqueruptur resultiert eine Freisetzung
von Kollagenstrukturen der extrazelluldren Matrix. Es erfolgt eine Aktivierung von Throm-
bozyten und des plasmatischen Gerinnungssystems [18]. Als Vermittler der Thrombozy-
tenaktivierung fungieren thrombozytire Kollagenrezeptoren wie das GPVI. Dies fiihrt zu
einer Adhidsion der Thrombozyten sowie zu einer Sezernierung von proinflammatorischen
und prokoagulativen Inhaltsstoffen [39,46]. Die Wichtigkeit von GPVI fiir die Himostase
wurde durch ein Experiment von Massberg et al. bestitigt [47]. In diesem wurde in einem
in-vivo Versuch an Miusen gezeigt, dass durch ein Fehlen oder eine Hemmung von GPVI
die Adhésion von Thrombozyten an die GefédBwand nach einer Endothelverletzung nahezu
vollstdndig ausbleibt. Des Weiteren zeigten GPVI-defiziente Miuse keine Adhdsion und
Aggregation von Thrombozyten bei einer Denudation des GefdBwand-Endothels [47]. Bei
einer Messung der thrombozytidren GPVI-Konzentration im Menschen wurden erhohte
Konzentrationen bei Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom im Gegensatz zu Patien-
ten mit einer stabilen Angina pectoris gemessen [46]. In dieser Arbeit wird der durchfluss-
zytometrische Nachweis von Glykoprotein 6 zur Detektion von aktivierten Thrombozyten

verwendet.
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1.3.5 Der Macrophage migration inhibitory factor (MIF)

Das proinflammatorische und proatherogene Zytokin MIF wurde bereits in unterschiedli-
chen Zellen und Geweben, darunter in Monozyten, Makrophagen und Schaumzellen sowie
in Endothelzellen und glatten Muskelzellen nachgewiesen [48—-52]. MIF zeigt einen Ein-
fluss in verschiedenen chronisch oder akut inflammatorisch bedingten Krankheiten, wie
beispielsweise der Sepsis, der rheumatoiden Arthritis und dem systemischen Lupus ery-
thematodes [53—56]. Da auch die Entstehung der Atherosklerose und somit der KHK eng
verbunden mit entziindlichen Reaktionen ist, stellt sich die Frage nach dem Einfluss von
MIF auf den Verlauf der KHK.

MIF in der Atherosklerose

MIF zeigt einen Einfluss auf die Entstehung und Progression einer Atherosklerose. In
instabilen atherosklerotischen Plaques wurden deutlich erhohte MIF-Konzentrationen ge-
messen [49]. Das Ausmal3 der MIF-Expression korreliert mit dem Ausmal} der lokalen zel-
luldren Inflammation und der Neovaskularisation [57]. AuBBerdem zeigt die Intima-Media-
Dicke der GefaBwand einen direkten Zusammenhang zur Hohe der MIF-Konzentration —
vermutlich aufgrund der Zunahme an inflammatorischen Zellen durch eine Stimulation der
Inflammation und Proliferation [58]. Die Expression von MIF in Monozyten, Makropha-
gen, Endothelzellen und glatten Muskelzellen wird durch unterschiedliche proatherogene
Stimuli, wie z.B. oxLDL, Angiotensin II (AT II), TNF-a oder Lipopolysaccharid, gestei-
gert [48,49,51,52,57]. Hierbei fiihrt eine Stimulation sowohl zu einer Ausschiittung von
bereits gespeichertem MIF als auch zu einer Neusynthese innerhalb der Zelle [48, 53].

Durch MIF werden mononukledre Zellen wie Monozyten und T-Zellen rekrutiert und die
Konversion von Makrophagen zu Schaumzellen gefordert [50,59,60]. Des Weiteren schiit-
ten Makrophagen, welche mit MIF stimuliert werden, eine Vielzahl an proinflammatori-
schen Zytokinen wie beispielsweise TNF-a, Interleukin-1f, Interleukin-6 und Interleukin-
8 aus [48, 61]. Diese Interaktion von MIF mit den Zellen des monozytiren Systems und

sein Einfluss in der Atherogenese werden in Abbildung 5 dargestellt.

Es wurde aullerdem gezeigt, dass die Blockierung von MIF mit einem Riickgang und ei-
ner Stabilisierung von atherosklerotischen Plaques einhergeht. In einem Tierversuch an
der ApoE”"-Maus von Bernhagen et al. wurde MIF als Agonist der Chemokinrezeptoren
CXC-Motiv-Chemokinrezeptor (CXCR)2/CXCR4 geblockt. Die weiteren Liganden von
CXCR2 wurden nicht geblockt. Daraufhin erfolgte eine Riickbildung von bereits existie-

renden atherosklerotischen Plaques. Des Weiteren wurde eine reduzierte Makrophagen-
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Abbildung 5: Der Einfluss des Macrophage migration inhibitory factor (MIF) in der Athe-
rogenese (Quelle: Zernecke et al. [63]). Durch proatherogene Stimuli (z.B. oxidiertes low
density lipoprotein (oxLDL), Angiotensin II (AT II), reaktive Sauerstoffspezies (ROS),
CD40L) werden Makrophagen und vaskuldre Endothelzellen zur Exprimierung von Ma-
crophage migration inhibitory factor (MIF) angeregt. Das freigesetzte MIF bewirkt in
den Endothelzellen eine Hochregulierung von vaskuldren (VCAM) und interzelluldren
Adhésionsmolekiilen (ICAM) sowie von Chemokinen (CCL2). Des Weiteren aktiviert es
Integrinrezeptoren wie CXCR2 und CXCR4. Diese Mechanismen fordern die Rekrutie-
rung von mononukledren Zellen, die Konversion von Makrophagen zu Schaumzellen, die
Proliferation glatter Muskelzellen (SMC) und hemmen die Apoptose verschiedener Zel-
len. Durch die Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und Kathepsinen be-
wirkt MIF einen Abbau von Kollagen und Elastin und damit eine Instabilisierung der
Plaque-Matrix. Abkiirzungen: low density lipoprotein (LDL), Cluster of differentiation (CD), CXC-
Motiv-Chemokinrezeptor (CXCR), platelet-derived growth factor BB (PDFG-BB), CC-Chemokinligand
2 (CCL2)

und T-Zell-Dichte gemessen [62]. Dies weist auf eine stabilere Zusammensetzung der
Plaque und somit auf ein geringeres Risiko fiir eine Plaqueruptur hin. Burger-Kentischer
et al. konnten bei einer Hemmung von MIF durch einen Antikdrper eine reduzierte Ma-
krophageninfiltration in atherosklerotischen Plaques sowie eine verminderte Zytokinkon-

zentration von Interleukin-6 und Fibrinogen bei der ApoE~"-Maus nachweisen [60].

In Betracht der bisherigen Erkenntnisse wird vermutet, dass MIF eine entscheidende Rol-
le bei der Leukozytenrekrutierung, der Monozytenmigration in atherosklerotische Plaques
und bei der Umwandlung von Makrophagen in Schaumzellen besitzt. Dies weist auf einen
Einfluss auf die Plaqueentstehung sowie auf die Instabilisierung einer atherosklerotischen
Plaque und somit auf die Erh6hung des Risikos fiir eine Plaqueruptur in den Koronarge-
fallen hin [57]. MIF wird daher als unabhdngiger Risikofaktor fiir die Entstehung eines
akuten Koronarsyndroms diskutiert. So wurden erhohte MIF-Plasmakonzentrationen bei
Patienten mit koronarischimischen Komplikationen gemessen [64,65]. Die prognostische
Relevanz der MIF-Plasmakonzentration auf die Entstehung kardiovaskulédrer Ereignisse

ist jedoch umstritten. In der Epic-Norfolk-Studie [66] konnte ein Zusammenhang zwi-
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schen der MIF-Plasmakonzentration und der Prognose hergestellt werden. Dieser konnte
in der MONICA/KORA-Studie [67] jedoch nicht bestdtigt werden.

1.4 Gremlin-1

Gremlin-1 ist ebenfalls ein thrombozytirer Marker und stellt den Hauptmarker dieser Dis-
sertation dar. Es wird untersucht welchen Einfluss Gremlin-1 auf den Verlauf der korona-

ren Herzkrankheit ausiibt. Im Folgenden wird Gremlin-1 ndher charakterisiert.

1.4.1 Die Entdeckung von Gremlin-1

Gremlin-1, bzw. sein Gen down-regulated by v-mos (drm), wurde erstmals 1997 von To-
pol et al. beschrieben [68]. Thnen fiel auf, dass die Exprimierung des Gens drm in Zellen,
welche mit Onkogenen wie Moloney Sarcoma Virus (v-mos) behandelt wurden, stark sup-
primiert war. Eine hohe drm-Expression wurde in Geweben wie dem Gehirn, der Milz,
den Nieren und den Hoden nachgewiesen. Diese hohe drm-mRNA-Konzentration war
vor allem in hochdifferenzierten und nichtteilenden Zellen wie Neuronen, Gliazellen, Al-
veolarzellen Typ 1, Becherzellen und Megakaryozyten zu finden. Eine niedrige oder keine
Expression zeigten das Herz, die Leber und die Skelettmuskulatur. Topol et al. zeigten des
Weiteren, dass durch eine Uberexprimierung von drm eine Blockade der Zellproliferation
sowie die Einleitung der Apoptose bei Zellschiddigungen eintritt. Als Genprodukt des drm

wurde das Glykoprotein Gremlin-1 mit einer Masse von 20,7 Kilodalton identifiziert [68].

1.4.2 Aufbau und Struktur von Gremlin-1

Das Glykoprotein Gremlin-1 ist ein Mitglied der Cerberus and Dan (CAN)-Familie, ei-
ner Untergruppe der Cystine-knot-Superfamilie. Die Cystine-knot-Superfamilie ist eine
sehr weitreichende Gruppe, zu der die Bone morphogenetic proteins (BMPs) als auch
BMP-Antagonisten wie Cerberus, Coco und Caronte zéhlen. Ebenso gehoren einige Ent-
ziindungs- und Aktivierungsfaktoren, wie der Platelet Derived Growth Factor (PDGF),
TNF-o oder die Transforming growth factor B (TGF-f3)-Familie, der Superfamilie an.

Das Hauptmerkmal dieser Superfamilie ist eine Ringstruktur aus Cysteinen, Gremlin selbst
besitzt acht Cysteine. Diese Ringstruktur wird als wesentliche Vorraussetzung fiir die Wir-

kung und Funktion der Faktoren angesehen. Der Aufbau der differential screening-selected
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gene aberrative in neuroblastoma (DAN)-Proteine ist hochkonserviert und in ihrer dreidi-
mensionalen Struktur den BMPs sehr dhnlich. Gremlin-1 liegt sowohl in einer sezernierten
Form als auch auf der Oberfldache von Zellen sowie im Endoplasmatischen Retikulum und

im Golgi-Apparat vor [69].

1.4.3 Wirkung von Gremlin-1

Gremlin-1 hat im Organismus eine Vielzahl an Funktionen und Effekten. Es ist ein endoge-
ner Antagonist der BMPs. Insbesondere BMP-2 und BMP-4, sowie in schwécherer Form
BMP-7, werden von Gremlin-1 gebunden und dadurch gehemmt [69-72]. Als Mechanis-
mus der Hemmung wird eine Heterodimer- bzw. Heteromultimerbildung, und dadurch ei-
ne Verhinderung der Bindung der BMPs an ihre Rezeptoren, vermutet [73,74]. Zusétzlich
ist auch ein intrazelluldrer Mechanismus zur Hemmung von BMPs fiir BMP-4 bekannt.
Hierbei konnte eine intrazellulire Bindung an das BMP-Vorlduferprotein nachgewiesen
werden, wodurch die Produktion und Sekretion von BMP-4 unterbunden wird [75]. Die
Inhibition von BMPs spielt eine lebensnotwendige Rolle in der Embryogenese und Or-
ganentwicklung [71,76,77]. Des Weiteren zeigt Gremlin-1 {iber eine Bindung an die Slit-
Proteine 1 und 2 eine Hemmung der Monozytenchemotaxis [78]. Neben der hemmenden
Wirkung von Gremlin-1 auf verschiedene BMPs wurde jedoch auch ein synergistischer Ef-

fekt entdeckt. Dieser wurde bei der Angiogenese im Hithnerembryo nachgewiesen [79].

Im ausgewachsenen Organismus wirkt Gremlin-1 an der Zellproliferation und Stamm-
zelldifferenzierung sowie an der GefaBBentwicklung mit. Hierbei zeigt sich Gremlin-1 als
proangiogener Faktor, welcher iiber eine Bindung und Aktivierung des vascular endotheli-
al growth factor 2 (VEGFR-2) die Angiogenese fordert [80]. Als weiteren proangiogenen

Mechanismus bewirkt Gremlin-1 eine Steigerung der Angiopoetin-1-Produktion [81].

Zusitzlich ist Gremlin-1 auch an der Entstehung chronisch-fibrotischer Krankheiten betei-
ligt. So wurden erhohte Gremlin-1-Konzentrationen bei der Entwicklung der Leberfibrose,
der diabetischen Nephropathie und der diabetischen Retinopathie gefunden [73, 82, 83].
Im kardialen Remodellingprozess wird eine Beteiligung von Gremlin-1 bei einer nicht-
ischamischen Kardiomyopathie vermutet [84]. Der genaue Einfluss von Gremlin-1 in der

Entwicklung einer idiopathischen Lungenfibrose ist hingegen umstritten [85, 86].

Gremlin-1 steht des Weiteren in Zusammenhang mit der Tumorgenese. Es werden sowohl
protektive als auch tumorfordernde Effekte von Gremlin-1 beschrieben. Gremlin-1 ist bei-
spielsweise an der Apoptose von Zellen beteiligt und wird durch Onkogene wie v-mos

supprimiert [68]. Auf der anderen Seite wurde in einer Vielzahl an verschiedenen Tumor-
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geweben, wie dem Adenocarcinom der Lunge [87], dem Basalzellkarzinom der Haut, in
Osophagus- und Pankreaskarzinomen [88], als auch in Ovarial-, Brust- und Nierentumo-
ren [89], eine erhohte Gremlin-1 Expression beobachtet. Als Mechanismus wird die proan-
giogene Wirkung von Gremlin-1 [79] mit einer Férderung der Neovaskularisation sowie
eine Beeinflussung des Mikromilieu des Tumorgewebes [88] vermutet. Die Zusammen-
schau dieser Studien ldsst vermuten, dass Gremlin-1 eine gewebespezifische Rolle und

Funktion besitzt.

1.4.4 Gremlin-1 als Gegenspieler von MIF

In einer Studie von Miiller et al. wurde erstmals eine direkte Interaktion von Gremlin-1 mit
dem Zytokin MIF nachgewiesen (siche Abbildung 6) [90]. Gremlin-1 bindet mit einer ho-
hen Affinitit an MIF, inhibiert dieses und unterdriickt dadurch dessen proinflammatorische
Eftekte. In-vitro wird dabei die durch MIF induzierte Sekretion von Inflammationszyto-
kinen wie TNF-a aus Makrophagen unterbunden. MIF besitzt durch seine Unterstiitzung
der Monozyten- und Makrophagenaktivierung eine Rolle in der Inflammation und der Ent-
stehung einer Atherosklerose und ist in atherosklerotischem Gewebe vermehrt vorhanden.
Daher wurde von Miiller et al. ebenfalls der Effekt von Gremlin-1 auf die Monozyten-
und Makrophagenfunktion, sowie auf deren Vorkommen in atherosklerotischen Plaques,
in-vivo untersucht. Hierzu wurde ein rekombinantes Gremlin-1-Fusionsprotein entwickelt
und ApoE”"-Miusen verabreicht. Dabei zeigte sich eine deutlich verringerte Ausdehnung
von atherosklerotischen Plaques gegeniiber der Kontrollgruppe. Es zeigte sich ebenfalls
eine Reduktion der TNF-- und MIF-Expression sowie eine verminderte Monozyten- und
Makrophagenanzahl in den atherosklerotischen Plaques [90]. Diese verminderte Zellulari-
tdt in atherosklerotischen Plaques gilt als ein Zeichen fiir eine geringere Vulnerabilitdt im
Gegensatz zu Plaques mit einer hohen inflammatorischen Aktivitit. Eine hohe Konzen-
tration von Gremlin-1 konnte daher nicht nur eine Verringerung der Plaquebildung und
des Plaquewachstums, sondern auch eine hohere Stabilitdt der vorhandenen Plaques, be-
wirken. Dies wére fiir den Verlauf einer koronaren Herzkrankheit giinstig und kénnte das

Risiko flir Komplikationen verringern.

Bei einer Untersuchung an Patienten zeigte sich, dass weniger die absoluten Konzentratio-
nen von Gremlin-1 und MIF im Blutplasma, als vielmehr das Verhéltnis beider Marker zu-
einander, mit dem Schweregrad der koronaren Herzkrankheit korreliert [91]. Hierbei zeig-
ten Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom ein deutlich geringeres Gremlin-1/MIF-
Verhéltnis als Patienten mit einer stabilen Angina pectoris. Beide Gruppen hatten ein deut-

lich niedrigeres Gremlin-1/MIF-Verhéltnis als gesunde Vergleichsprobanden. Bei einer
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MIF-Grem1-complex

Abbildung 6: Modell der molekularen Interaktion von Gremlin-1 und MIF (Quelle: Miiller
et al. [90]). Diese Abbildung stellt ein Modell der Proteinstrukturen von MIF und Gremlin-
1 sowie ihre mutmaBliche Interaktion dar. Es wurde eine Bindungsaffinitit mit einer Dis-
soziationskonstante von 65 nM zugrunde gelegt, negative Oberflichenladungen werden
in rot, positive Ladungen in blau dargestellt. Abkiirzungen: Macrophage migration inhibitory fac-
tor (MIF), Gremlin-1 (Grem-1)

weiteren Untergliederung des akuten Koronarsyndroms in die Gruppen instabile Angina
pectoris, Nicht-ST-Streckenhebungs-Myokardinfarkt (NSTEMI) und ST-Streckenhebungs-
Myokardinfarkt (STEMI) blieb der Zusammenhang zwischen zunehmender Akuitét der
KHK und einem abfallenden Gremlin-1/MIF-Verhéltnis bestehen. Des Weiteren konnte
in dieser Studie ein Zusammenhang zwischen dem Gremlin-1/MIF-Verhéltnis und der an-
giographisch nachgewiesenen, intrakoronaren Thrombuslast gezogen werden. Hierbei war
die Thrombuslast umgekehrt proportional zum Gremlin-1/MIF-Verhéiltnis. Bei Patienten
mit niedrigem Gremlin-1/MIF-Verhéltnis lag die Thrombuslast deutlich hoher als bei Pa-

tienten mit einem hohen Verhéltnis von Gremlin-1 zu MIF [91].

1.4.5 Die Rolle von Gremlin-1 in der Atherosklerose und in der KHK

Im Rahmen der bisherigen Erkenntnisse iiber Gremlin-1 stellt sich die Frage nach dem
Einfluss von Gremlin-1 auf die Entstehung und Progression einer Atherosklerose, sowie
auf den Verlauf einer KHK. Hierbei sind sowohl die Effekte von Gremlin-1 selbst, als auch
Effekte welche iiber die Inhibition anderer Inflammationsmarker (wie z.B. MIF) zustande

kommen, interessant. Einige dieser Effekte werden in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Der Einfluss von Gremlin-1 in der inflammatorischen Reaktion und seine
Interaktion mit MIF (Abbildung nach Mueller et al [74, 90]). Der Inflammationsmarker
Macrophage migration inhibitory factor (MIF) wird von Endothelzellen, glatten Muskel-
zellen und Zellen des monozytiaren Systems sezerniert. MIF wirkt auf die monozytiren
Zellen und bewirkt eine Adhésion, Migration und Aktivierung derselbigen. Des Weiteren
fordert es die Aktivitdt von Matrixmetalloproteinasen (MMPs). Durch diese Effekte for-
dert MIF das Wachstum und die Instabilisierung atherosklerotischer Plaques. Kommt es
zu einer Plaqueruptur, so erfolgt eine Aktivierung des Gerinnungssystems mit Ausbildung
eines Thrombus. Dieser Thrombus kann das GefaBBlumen verschlieBen und somit einen
akuten Myokardinfarkt auslosen. MIF regt die Kardiomyozyten im ischdmischen Gewebe
vermehrt zur Apoptose an und erhoht somit den Gewebeschaden. Gremlin-1 stellt einen
Gegenspieler von MIF dar. Es wird ebenfalls von monozytéren Zellen und glatten Muskel-
zellen sezerniert und bindet direkt an MIF. Dadurch hemmt es sowohl dessen Freisetzung
als auch dessen direkte Wirkung und wirkt somit der inflammatorischen Wirkung von
MIF entgegen. Abkiirzungen: low density lipoprotein (LDL), oxidiertes low density lipoprotein (oxLDL),
CXC-Motiv-Chemokinrezeptor (CXCR), Stromal-cell-derived factor 1 (SDF1), Cluster of Differentiation
34+ (CD34+), Glykoprotein VI (GPVI)

Ein wesentlicher Aspekt im Verlauf der Atherosklerose ist die Einwanderung von Zel-
len des Monozyten-Makrophagen-Systems in die Gefdfintima und deren Ausschiittung
von proinflammatorischen Zytokinen. Hierdurch wird die Plaquestabilitdt vermindert und
das Risiko fiir eine Plaqueruptur steigt. In [90] konnte gezeigt werden, dass Gremlin-1 in

atherosklerotischen Lisionen bei der ApoE”"-Maus iiberexprimiert wird. Dabei ist vor al-
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lem die Konzentration in Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems erhoht. Bei einer
Stimulierung von Monozyten mit TNF-alpha oder oxLDL steigt die Ausschiittung von
Gremlin-1 auf das bis zu 6-fache an, wohingegen die intrazelluldre Konzentration von
Gremlin-1 nicht erh6ht wird [90]. Zuvor waren inflammatorische Zellen wie Monozyten,

Makrophagen und Schaumzellen nicht als Quelle fiir Gremlin-1 bekannt.

Durch Verabreichen von rekombinantem Gremlin-1 konnte bei einem in-vivo-Versuch an
der ApoE”-Maus eine Riickbildung von atherosklerotischen Plaques sowie eine vermin-
derte Zellularitit innerhalb der Plaques beobachtet werden. Die Grof3e der in der Plaque
vorhandenen CD68-positiven Zellen (Monozyten und Makrophagen) war dabei verringert
und die Konzentration von inflammatorischen Zytokinen wie TNF-alpha und MIF redu-
ziert [90].

Wie bereits beschrieben, induziert und unterstiitzt MIF die Differenzierung von Monozy-
ten in Makrophagen und Schaumzellen [50, 59, 60] und ist somit aktiv am Entziindungs-
geschehen beteiligt. Durch die Bindung an MIF und eine dadurch bedingte Hemmung des
bereits sezernierten MIF sowie durch die Hemmung eines weiteren MIF-Ausstof3es konnte
Gremlin-1 den inflammatorischen Kreislauf unterbrechen. Da die Inflammation zu einer
Progression der Atherosklerose und zu einer zunehmenden Instabilisierung der atheroskle-
rotischen Plaques fiihrt, konnte dies vor einem Fortschreiten der Atherosklerose und dem

Vorkommen einer Plaqueruptur schiitzen.

Es wurde aullerdem beobachtet, dass in Anwesenheit von Gremlin-1 die Differenzierung
von Monozyten in Makrophagen und Schaumzellen in vitro um 50-70 % verringert ist
[90]. Dabei ist sowohl die Aufnahme als auch die Ausscheidung von Cholesterol durch
Makrophagen in Anwesenheit von Gremlin-1 reduziert. Ebenso die von Monozyten durch
MIF induzierte Sekretion von TNF-alpha [90]. Ein weiterer Effekt von Gremlin-1 auf die
Hemmung der Monozytenmigration wurde durch eine Interaktion von Gremlin-1 mit den
Proteinen Slit-1 und -2 beschrieben [78].

Eine weitere Beobachtung ist, dass Endothelzellen, welche erhohten Scherkriften durch
einen gestorten Blutfluss ausgesetzt sind, sowohl vermehrt BMPs als auch deren Antago-

nisten wie Gremlin-1 ausschiitten [92].

Die Zusammenschau aller bisherigen Erkenntnisse und beschriebenen Effekte von Grem-
lin-1 stirkt die These, dass Gremlin-1 als Schutzfaktor der Progression einer Atheroskle-

rose und der Instabilisierung von atherosklerotischen Plaques entgegensteht.
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1.4.6 Gremlin-1 bei Diabetes mellitus

Diabetiker besitzen ein hohes Risiko fiir die Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit.
Bisher ist iber den Einfluss von Gremlin-1 auf die Entwicklung und Progression der Athe-
rosklerose speziell bei Diabetikern nur wenig bekannt. Es wurde jedoch gezeigt, dass die
Expression von Gremlin-1-mRNA durch hohe Glukoselevel stimuliert wird [93,94]. Au-
Berdem ist Gremlin-1 durch seine fibrotisierenden Eigenschaften an den schwerwiegenden
Folgeerkrankungen einer Hyperglykdmie, wie beispielsweise einer diabetischen Nephro-

pathie oder einer diabetischen Retinopathie, beteiligt.

Mehr Informationen gibt es hingegen iiber den Einfluss des Zytokins MIF bei Diabe-
tes mellitus. So gibt es Hinweise, dass MIF in einem direkten Zusammenhang mit dem
Glukose-Stoffwechsel steht. In [95] wurde nachgewiesen, dass MIF mit steigender Glu-
kosekonzentration stirker in speziellen B-Zellen des Pankreas exprimiert wird und die
Ausschiittung von Insulin moderiert [96]. Makino et al. demonstrierten, dass Patienten
mit erhohten MIF-Plasmaleveln und einer stabilen KHK in Verbindung mit einer vermin-
derten Glukosetoleranz oder Diabetes mellitus Typ 2 im Verlauf haufiger kardiovaskulére

Ereignisse aufwiesen [97].

Da Gremlin-1 als direkter Gegenspieler von MIF identifiziert wurde [90], stellt sich die
Frage nach dem Einfluss von Gremlin-1 und dem Verhéltnis von Gremlin-1 zu MIF bei
Diabetikern, insbesondere in Verbindung mit der Fragestellung nach der Entwicklung und

Progression einer KHK.

1.4.7 Prognostische Bedeutung von Gremlin-1

Es gibt bereits einige Hinweise auf die Funktion von Gremlin-1 und seine Wirkung in
der Entstehung und Progression der Atherosklerose. Bisher wurden jedoch noch keine
Studien verdffentlicht, welche die Wirkung von Gremlin-1 als prognostischen Marker fiir

zukiinftige Ereignisse betrachten.

Fiir den bereits gut untersuchten Marker MIF liegen widerspriichliche Studien zur prognos-
tischen Relevanz vor. Wihrend in der Epic-Norfolk-Studie [66] eine Verbindung zwischen
der plasmatischen MIF-Konzentration und der Gefahr fiir zukiinftige kardiovaskulére Er-
eignisse gefunden wurde, lieB3 sich dieser Effekt in der MONICA/KORA-Studie [67] nicht

bestétigen.
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1.5 Fragestellung dieser Arbeit

Gremlin-1 ist ein Glykoprotein aus der Cystine-knot-Superfamilie, welchem bereits viel-
féltige Funktionen nachgewiesen wurden. So sind unter anderem Effekte im Bereich der
Embryogenese und Organentwicklung [71,76,77], der Tumorgenese [68, 88], der Inflam-
mation [78, 90] und der Angiogenese [80, 81] beschrieben. Hierbei wurden auch gegen-
laufige Einfliisse, beispielsweise im Bereich der Inflammation oder im Bereich der Tu-
morgenese, gefunden. Es gibt bereits Untersuchungen iiber die Wirkung des im Blutplas-
ma vorhandenen Gremlin-1. Diese zeigen Hinweise auf eine schiitzende Eigenschaft von

Gremlin-1 im Verlauf einer koronaren Herzkrankheit [90,91].

Thrombozyten weisen Gremlin-1 sowohl intrazelluldr als auch auf der Membran expri-
miert auf. Des Weiteren sind sie durch ihre Fahigkeit zur Sezernierung eine direkte Quelle
fiir das plasmatisch auftretende Gremlin-1 [98] und somit aller Wahrscheinlichkeit nach an
den Effekten des frei zirkulierenden Gremlin-1 aktiv beteiligt. Dennoch wurde der Throm-
bozyt als Quelle fiir Gremlin-1 bisher kaum beachtet und es ist nur wenig iiber die klinische

Bedeutung des thrombozytiren Gremlins bekannt.

Die Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer Atherosklerose sind bereits seit Jahren be-
kannt. Hingegen sind die Risikofaktoren fiir den Ubergang einer stabilen atherosklero-
tischen Plaque in eine instabile Plaque mit dem Risiko einer Plaqueruptur noch immer
Gegenstand einer aktiven Forschung. Hierbei wird ein immer groBerer Anteil der Ent-
wicklung in der Inflammation gesehen. Bei der Fragestellung iiber die Entstehung und
Beeinflussung inflammatorischer Zustinde gerit die Rolle der Thrombozyten immer wei-

ter in den Fokus der Forschungsgemeinschaft.

In dieser Arbeit wird erstmalig der Effekt von thrombozytirem Gremlin-1 bei Patienten
mit einer koronaren Herzkrankheit untersucht. Es wird ein Vergleich zu etablierten Mar-
kern gezogen. Als Vergleichsmarker wurden die Adhésionsrezeptoren Glykoprotein VI,
P-Selektin (CD62p) und der GP2b3a-Rezeptor (gemessen iiber den Antikorper PAC-1)
ausgewihlt. Diese beschreiben den Aktivierungszustand der Thrombozyten. Des Weite-
ren wird das Zytokin MIF, welches von Gremlin-1 gebunden und gehemmt wird [90],

sowie das Zusammenspiel beider Marker betrachtet.

Es wird untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen den genannten Markern und der kli-
nischen Krankheitsausprigung besteht. Hierbei werden die Konzentrationen der Marker
bei einer stabilen Form der KHK (stabile Angina pectoris) mit dem Vorliegen bei einer

akuten Auspridgung im Rahmen eines akuten Koronarsyndroms (instabile Angina pecto-
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ris, NSTEMI oder STEMI) verglichen. Dabei wird die Hypothese tiberpriift, dass sich die
thrombozytdre Konzentration von Gremlin-1 bei einer stabilen Auspriagung von der Kon-
zentration bei einem akuten Koronarsyndrom unterscheidet. Es wird ebenfalls untersucht,
ob ein Zusammenhang zwischen den demographischen Daten, den kardiovaskuldren Risi-
kofaktoren, den Vor- und Begleiterkrankungen oder der Vormedikation der Patienten und

der thrombozytiren Gremlin-1-Konzentration besteht.

Ein grofBes Augenmerk liegt des Weiteren auf der prognostischen Bedeutung der Gremlin-
1-Konzentration. Hierbei wird untersucht, ob sich anhand der initialen thrombozytédren
Konzentration (zum Zeitpunkt der Studienaufnahme) Hinweise auf zukiinftige kardiovas-
kuldre Ereignisse erschlieBen lassen. Die Hypothese ist, dass ein Zusammenhang zwi-
schen dem Vorkommen von kardiovaskuldren Ereignissen und der initialen Gremlin-1-
Konzentration besteht. Hierbei wird vermutet, dass eine hohe Gremlin-1-Konzentration

eine schiitzende Funktion aufweist.

Als eine spezielle Untergruppe werden Patienten mit einem Diabetes mellitus Typ 2 néher
betrachtet. Es ist bekannt, dass Patienten mit einem Diabetes mellitus nicht nur hiufig eine
leicht erhohte inflammatorische Stoffwechsellage aufweisen, sondern auch ein besonders
gefdahrdetes Kollektiv fiir kardiovaskuldre Komplikationen darstellen [30—32]. Des Weite-
ren sind die Zytokine Gremlin-1 und MIF direkt mit einer hyperglykdmen Stoffwechsel-
lage verbunden. Beide Marker werden bei Diabetikern verstarkt exprimiert [93-95]. MIF
ist beteiligt an der Insulinausschiittung und moderiert diese. Gremlin-1 ist ein Faktor, wel-
cher an der Entwicklung der hiufig fatalen Folgeerkrankungen und Komplikationen eines
Diabetes mellitus beteiligt ist. Diese Erkenntnisse weisen Patienten mit einem Diabetes
mellitus als besonders geeignete Gruppe fiir eine weitere Untersuchung der Gremlin-1-
und MIF-Funktionen im Rahmen der koronaren Herzkrankheit aus. Hierzu werden ver-

gleichend auch die plasmatischen Gremlin-1- und MIF-Konzentrationen betrachtet.
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Kapitel 2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Blutentnahme und -aufbereitung

Tabelle 1: Gerdte und Materialien zur Blutentnahme und -aufbereitung

Bezeichnung

Hersteller

Safety-Multifly-Set

S-Monovette 8,5 ml CPDA

S-Monovette 9 ml EDTA

Pipettenspitzen 200 pl

Sarstedt Aktiengesellschaft & Co,
Niimbrecht, Deutschland

Universal 32R V3.01 Zentrifuge

Hettich AG, Béch, Schweiz

eppendorf Reference 100-1000 pl

eppendorf Research 100-1000 pl

eppendorf Research 10-100 ul

eppendorf 20 pl

eppendorf Research 0,5-10 pl

Safe-Lock Tubes 1,5ml

Safe-Lock Tubes 0,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen Blau 100-1000 pl

ratiolab GmBH, Dreieich, Deutschland

Spitzen 10 ul farblos

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

Round-Bottom Tube 5 ml Polystyrene

BD Falcon™  Franklin Lakes, USA

25
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2.1.2 Farbung und Durchflusszytometrie

Tabelle 2: Reagenzien und Antikérper zur Farbung

Reagenzien zur Farbung

Bezeichnung

Hersteller

Dulbecco’s PBS 500 ml

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

TritonX Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Paraformaldehyd Merck-Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland
Sodium Hydroxide (NaOH) | AppliChem, Darmstadt, Deutschland
10 mol/l
Salzsdure MaBlésung 6 M AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Antikorper zur Farbung
Antikorper Bezeichnung Hersteller
Gremlin-1 Gremlin-1 (N-20) santa cruz biotechnology, inc., Santa Cruz,
sc-18274 Kalifornien
CD62p [0Test®CD62p- Beckman Coulter, Inc., Krefeld, Deutschland
FITC
PAC-1 PAC-1 Becton Dickinson Immunocytometry
Systems, San Jose, Kalifornien
MIF MIF antibody conju- | biorbyt Limited, Cambridge, England
gated to FITC
CD42b-PE BD Pharmingen™ | BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
PE-Mouse Anti-
Human CD42b
Glykoprotein | HGP4C9-FITC zur Verfligung gestellt von der Technischen
6 Universitét (TU) Miinchen, Deutschland

Herstellung der verwendeten Reagenzien:

Triton X: Triton X wird mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) zu einer 0,1 % Losung

verdiinnt.

Paraformaldehyd (PFA) 0,5 %: 5g PFA werden in 400 ml PBS gelost. Nach Zugabe von
40 ml NaOH wird die Mischung bei 65°C unter stindigem Riihren aufgeldst bis sie klar

ist. Nach dem Abkiihlen wird mit Salzsdure 1mol/l auf einen pH von 7,4 titriert. Sie wird

durch einen 0,2p-Filter sterilfiltriert. Es folgt die Aliquotierung und Lagerung bei -20°C.

Vor der Nutzung fiir die Farbung wird die Losung mit PBS im Verhéltnis 1:1 verdiinnt.

Universitét Tiibingen
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Tabelle 3: Geréte, Materialien und Reagenzien zur Durchflusszytometrie

Bezeichnung Hersteller

BD FACS Calibur TM Flow Cytometer
Messsoftware: Cell Quest Pro

FACS Rinse

FACS Clean

destilliertes Wasser TKA Wasseraufbereitungssystem, TKA-
Gen Pure, Berlin, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

2.1.3 Plasmatische Messungen mittels ELISA

Tabelle 4: Geridte und Materialien fiir die ELISA-Messungen

Bezeichnung Hersteller

Bio-Rad Modell 550 Microplate reader

Messsoftware: BioRad Elisa Reader BioRad, Hercules, Kalifornien
Version 4.0 (Microplate Manager®4.0)

RayBio®Human MIF Elisa Kit RayBiotech, Norcross, USA

Human Gremlin-1 Elisa USCN life Science Inc, Houston, USA

2.1.4 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm SPSS Version 23 fiir Windows in der
Studentenversion der Firma IBM (International Business Machines Corporation, Armonk,
USA) verwendet.

2.2 Auswahl des Patientenkollektivs

Das Patientenkollektiv dieser prospektiven Studie setzt sich aus 235 Patienten zusam-
men. Diese erhielten zwischen Juni 2011 und Mirz 2013 in der Medizinischen Klinik des
Universitétsklinikum Tiibingen eine perkutane Koronarintervention (PCI). Als Aufnahme-
grund lag eine stabile Angina pectoris, eine instabile Angina pectoris oder ein Myokard-
infarkt vor. Dieses Patientenkollektiv ist eine Teilmenge der im Rahmen der Tuebingen
Platelet Investigative Consortium (TuePIC)-Studie rekrutierten Patienten und enthélt die
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Patienten, bei welchen die Konzentration des thrombozytéren Gremlin-1 bestimmt wur-
de. Einschlusskriterien sind ein Alter >18 Jahre, eine Aufkldrung tiber die TuePIC-Studie
und eine schriftliche Einverstdndniserklarung. Ausschlusskriterium fiir diese Arbeit ist ei-
ne nicht-ischdmische Kardiomyopathie. Das Studienkonzept der TuePIC-Studie ist durch
die Ethikkommission der Universitit genehmigt, die Nummer ist 270/2011BO01.

Als spezielle Risikogruppe fiir das Auftreten kardiovaskulidrer Erkrankungen wurden Pati-
enten mit einem Diabetes mellitus ndher betrachtet. Fiir diese Subgruppenanalyse konnte
zum Vergleich eine zusétzliche Kohorte mit Bestimmung der plasmatischen Konzentratio-
nen von MIF und Gremlin-1 gewonnen werden. Diese Kohorte wurde ebenfalls aus der
TuePIC-Studie rekrutiert und umfasst 286 Patienten. Einschlusskriterien waren auch hier

ein Alter >18 Jahre sowie eine schriftliche Einverstdndniserklarung.

2.3 Methoden

Im Folgenden werden die verwendeten Methoden und Messtechniken niher erlautert. Bei
allen Patienten wurden Blutuntersuchungen zur Bestimmung der Konzentrationen der un-
tersuchten Marker durchgefiihrt. In Kapitel 2.3.1 wird die Gewinnung und weitere Verar-
beitung der Blutproben beschrieben. Zur Bestimmung der Konzentrationen auf und in
den Thrombozyten (siche Kapitel 2.3.2) wurde eine durchflusszytometrische Messung
durchgefiihrt. Hierzu werden die Blutproben mit fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Anti-
korpern gefarbt. Mit dieser Methode wurden die Marker Gremlin-1, MIF, GPVI, PAC-1
und P-Selektin (CD62p) bestimmt. Zur Bestimmung der Blutplasma-Konzentrationen von
Gremlin-1 und MIF wurde die Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)-Technolo-
gie verwendet (Kapitel 2.3.3). Kapitel 2.3.4 beschreibt die Erstellung der Patientendaten-
bank.

2.3.1 Gewinnung und Aufbereitung der Blutproben

Die Blutentnahme erfolgt im Herzkatheterlabor zu Beginn der Koronarangiographie iiber
die arterielle Schleuse mithilfe einer Spritze. Das entnommene Blut wird unverziiglich
in Monovetten mit antikoagulativem Zusatz umgefiillt. Als Antikoagulanzien werden ver-

wendet:

* Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin (CPDA) fiir die Durchflusszytometrie
 Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) fiir die ELISA-Messung
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2.3.2 Messung der thrombozytiren Konzentrationen mittels Durch-

flusszytometrie

Funktionsweise der Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden suspendierte Einzelzellen an einem fokussierten
Lichtstrahl (Laser) vorbeigefiihrt und analysiert. Aufgrund von GroB3e, Form und Struk-
tur der Zellen werden diese durch die unterschiedliche Lichtstreuung differenziert. Die
Streuung des Lichts wird in Vorwiértsstreulicht (FSC) und Seitwirtsstreulicht (SSC) un-
terteilt. Das FSC beschreibt das Maf} der Lichtbeugung im flachen Winkel und korreliert
mit dem Volumen der Zelle. Das SSC beschreibt die Beugung des Lichts im rechten Win-
kel und wird von der Granularitit der Zelle, Grofle und Struktur des Zellkerns und der
Vesikeldichte beeinflusst. Durch FSC und SSC lassen sich Blutbestandteile bereits gut

unterscheiden.

Zusitzlich gibt es die Moglichkeit tiber fluoreszenzfarbstoffgekoppelte Antikdrper spezi-
fische Strukturen der Zellen, wie z.B. Rezeptoren, zu markieren und zu detektieren. Bei
unseren Messungen werden zwei Fluorochrome als Marker genutzt. Fluoresceinisothio-
cyanat (FITC) zeigt eine Absorption bei einer Wellenldnge von 488 nm und eine griine
Emmission bei 530 nm. Phycoerythrin (PE) besitzt eine Absorption bei 492 nm und eine
rote Emmission bei 580 nm. Der PE-markierte Antikorper wird zur Detektion des throm-
bozytenspezifischen Markers Cluster of Differentiation 42b (CD42b) verwendet. Dadurch
konnen Thrombozyten aus allen gemessenen Zellen identifiziert werden. FITC-markierte
Antikorper werden zur Detektion der von uns untersuchten Marker, wie beispielsweise
Gremlin-1 und MIF, eingesetzt. Das von uns genutzte BD FACS Calibur ™ Flow Cyto-
meter besitzt einen 480 nm Argon-Laser und vier Kanile zur Detektion. Es konnen somit
bis zu vier Fluoreszenzfarbstoffe simultan gemessen werden. Durch die hohe Analyserate
des Durchflusszytometers (bis zu 4000 Zellen/Sekunde) kann innerhalb einer kurzen Mess-
zeit eine reprasentative Information iiber die Zusammensetzung der Blutprobe gewonnen
werden. [39]

Farbeprotokoll

Das Farbeprotokoll wird nach der Zweifarben-Vollblutmethode [99] durchgefiihrt. Es wird
Vollblut mit Zusatz von CPDA als Antikoagulanz verwendet. Das Vollblut wird zunichst

im Verhiltnis von 1:50 mit PBS verdiinnt:
980 ul PBS + 20 ul CPDA-Blut
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AnschlieBend erfolgt eine Markierung der zu messenden Struktur mit einem Fluoreszenz-
farbstoft-gekoppelten Antikorper. Das Fiarbeprotokoll ist in Tabelle 5 dargestellt. Fiir un-
sere Untersuchungen wird bei allen Messungen eine Farbung mit einem PE-gekoppelten
Antikorper gegen das Oberflichenantigen CD42b durchgefiihrt. Hierdurch kdnnen Throm-
bozyten aus den gemessenen Zellen identifiziert werden. Die zu bestimmenden Marker
(Gremlin-1, MIF, GPVI, CD62p und PAC-1) werden mit jeweils spezifischen, mit FITC-
gekoppelten Antikorpern, gebunden und dadurch markiert. Nach der Farbung werden die
Proben lichtgeschiitzt im Kiihlschrank bei 4°C bis zur Messung aufbewahrt.

Tabelle 5: Farbeprotokoll

Rohrchen || Probe | Zugabe Zugabe Zugabe
5wl Triton X
Gremlin-1 2 ul Gremlin-FITC ~ 300 pul
2,5ul PFA 5l CD42b-PE 2 | PFA
(10 %) 5wl Triton X E 0,5 %
MIF g | 2pl MIF-FITC e
S | 5ul CD42b-PE
40l < | 2K
5ul GPVI-FITC <4
GPVI i
5ul CD42b-PE
5ul CD62p-FITC 300 1l PFA 0,5 %
CD62p Wi ooop H °
5ul CD42b-PE
5ul PAC-1-FITC
PAC-1
5ul CD42b-PE

! Inkubation iiber 30 Minuten bei Raumtemperatur und in Dunkelheit

Messprotokoll

Die Messung erfolgt mit dem BD FACS Calibur ™ Flow Cytometer von BD BioScien-
ces. Ein Messprotokoll wurde zu Beginn der Studie angelegt. Hierbei wurden im Mess-
protokoll eine technische Kontrolle, eine Isotyp- und eine FMO-Kontrolle eingefiigt. Die
Messanzahl wurde auf 10 000 Zellen festgelegt.

Auswertung der Messungen

Fiir die Untersuchungen dieser Arbeit werden lediglich die Thrombozyten genutzt. Diese

werden anhand des pléttchenspezifischen Markers CD42b identifiziert. Die Thrombozy-
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tenpopulation wird ausgewéhlt indem ein sogenanntes Gate um diese gelegt wird. Die
anderen Blutzellen, wie beispielsweise Erythrozyten oder Leukozyten, werden nicht be-
trachtet. Dieses Gate kann etwas schwanken und wird wéhrend der Auswertung manuell
tiberpriift und gegebenenfalls angepasst. Ein Beispiel einer Messung bzw. Auswertung ist
in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 8: Beispiel einer durchflusszytometrischen Messung zur Bestimmung von
Gremlin-1. a) Darstellung aller gemessener Zellen nach Vorwértsstreulicht und Seitwirts-
streulicht. Hierdurch ist bereits eine erste Differenzierung der Zellen nach Grofe, Form
und Zellinhalt moglich. b) Detektion der Thrombozyten: Auf der Ordinatenachse wird
das thrombozytenspezifische CD42b dargestellt. Hierdurch kénnen die Thrombozyten de-
tektiert werden. Um sie wird nun ein sogenanntes Gate gelegt, d.h. nur diese werden fiir
die weiteren Untersuchungen betrachtet. Auf der Abszisse ist bereits der zu bestimmen-
de Marker Gremlin-1 dargestellt. ¢) Darstellung der Bestimmung von CD42b: Es wird
dargestellt, wieviele positive Counts die untersuchten (=gegateten) Zellen fiir den Marker
CD42p haben. Auf der Abszisse ist die Intensitét des Signals dargestellt. Diese wird durch
die Fluoreszenz des anti-CD42b-PE-Antikdrpers gebildet und korreliert mit dem Vorhan-
densein des CD42b-Antigens auf den untersuchten Zellen. Die Ordinate zeigt die Anzahl
der Zellen an. d) Darstellung der Bestimmung von Gremlin-1: Darstellung des gemesse-
nen Gremlin-1 auf und in den untersuchten Zellen. Abkiirzungen: Seitwirtsstreulicht (SSC), Vor-
wartsstreulicht (FSC), mit Phycoerythrin-fluoreszentgekoppeltem Antikdrper markiertes CD42b-Antigen
(CD42b PE), mit Fluoresceinisothiocyanat-Antikorper markiertes Gremlin-1 (Gremlin-1 FITC)
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2.3.3 Messung der Plasmakonzentrationen mittels ELISA

Funktionsweise der ELISA-Technik

Die Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)-Methode ist ein immunologisches
Nachweisverfahren, welches auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Hierbei kon-
nen Antigene, wie beispielsweise Proteine, Viren oder Hormone, in einer Probe nachgewie-
sen werden. Das Verfahren basiert auf spezifischen Antikorpern, welche an das zu bestim-
mende Antigen binden. Die gebundenen Antikorper werden dann mit enzymgekoppelten
Antikorpern markiert. Durch eine enzymatische Reaktion wird ein Farbstoff aus einem zu-
gegebenen Substrat gebildet. Die Farbreaktion wird gemessen und iiber Vergleichsreihen
kann eine quantitative Bestimmung erfolgen. Somit kann auf die Menge des zu bestim-

menden Antigens zuriickgeschlossen werden.

Durchfiithrung der ELISA-Messung

Fiir die ELISA-Messung wird das Patientenblut mit EDTA als antikoagulativen Zusatz
versehen (EDTA-Blutmonovette). Die Monovette wird fiir 30 Minuten bei Zimmertempe-
ratur gelagert um die antikoagulative Wirkung zu gewéhrleisten. Anschlieend wird die
Monovette mit 3000 rpm fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das iiberste-
hende Plasma wird abpipettiert und in Eppendorf-Geféfichen bei -20°C bis zur Messung
eingefroren. Bei einer ldngeren Dauer werden die Eppendorf-Gefd3chen nach 6 Wochen
bei -80°C gelagert. Die weitere Aufarbeitung der Proben sowie die Durchfiihrung der Mes-
sung erfolgt nach den Vorgaben der Kit-Hersteller.

2.3.4 Erhebung der Patientendaten

Erhebung der Basisdaten

Von jedem Patienten werden die klinischen Basisdaten zum Zeitpunkt des Studienein-
schlusses erhoben. Diese Basisdaten werden aus der Patientenakte entnommen.

Es werden folgende Daten erfasst:

* der Aufnahmegrund (SAP, IAP, NSTEMI oder STEMI)
* personliche Daten: Alter, Geschlecht, Grofe, Gewicht, Body-Mass-Index (BMI)
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+ vorhandene kardiovaskuldre Risikofaktoren: arterielle Hypertonie, Nikotin, familii-
re Belastung, Diabetes mellitus, Hyperlipiddmie

» Vorerkrankungen und vorherige medizinische Behandlungen

* Messwerte aus der echokardiographischen Untersuchung

* Aufnahmemedikation

Labordaten (beispielsweise Himoglobin, Erythrozytenanzahl, Troponin, CRP)

Die Einteilung der linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LV-Funktion) erfolgt in folgende
Gruppen:

* keine Einschrankung der LV-Funktion: Ejektionsfraktion (EF) > 55 %
* leichtgradige Einschrinkung der LV-Funktion: EF von 45 % - 54 %

* mittelgradige Einschrinkung der LV-Funktion: EF von 35 % - 44 %

* hochgradige Einschriankung der LV-Funktion: EF <35 %

Die Berechnung der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) erfolgt nach der Modification of
Diet Renal Disease (MDRD)-Formel:
GFR = 186 x Serumkreatinin (mg/dl)"-1>* x Alter (in Jahren)%-2%3 x 0,742 (falls weiblich)

Nachverfolgung der Patienten

Um eine Aussage iiber das klinische Ergebnis und die Prognose der Patienten treffen
zu konnen, werden alle Patienten iiber mindestens zwolf Monate nach Studieneinschluss
nachverfolgt. Hierzu werden bei erneuter dokumentierter medizinischer Behandlung die
Patientenakten auf Events und Endpunkte untersucht. Bei fehlenden Daten werden der

Patient, die Angehorigen oder der Hausarzt telefonisch befragt.
Als kombinierter klinischer Endpunkt sind folgende Ereignisse definiert:

* Schlaganfall

+ Stentthrombose
* Myokardinfarkt
* Tod

Universitét Tiibingen Kardiologie und Kreislauferkrankungen



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 34

2.3.5 Statistische Auswertung

Kategorische (nominal- und ordinalskalierte) Grofen, wie beispielsweise das Geschlecht,
das Vorliegen kardiovaskuldrer Risikofaktoren und die Aufnahmemedikation, werden als

Héufigkeiten und in Prozentwerten angegeben.

Fiir metrische Daten, wie beispielsweise das Alter, die GroBe, das Gewicht und die er-
hobenen Messwerte, wird der Median mit dem 25 %- und 75 %-Quartil angegeben. Zur
Berechnung der Quartile wird das gewichtete Mittel verwendet. Die Signifikanz wird bei
dichotomen Berechnungen mittels Mann-Whitney-U-Test untersucht, bei mehr als zwei
Gruppen wird der Kruskal-Wallis-Test verwendet. Korrelationsanalysen werden mittels

Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient durchgefiihrt.

Zur graphischen Darstellung wird das Boxplot-Diagramm verwendet. Die Box zeigt hier-
bei den Median, das 25 %- und das 75 %-Quartil an. Die Whisker werden nach Tukey
dargestellt und zeigen den hochsten bzw. niedrigsten Wert an, welcher noch nicht als
Ausreiller definiert ist. Ausreifler (1,5- bis 3-facher Interquartilsabstand zum 25 %- bzw.
75 %-Quartil) werden als Punkte dargestellt. Extreme Werte werden als Sterne dargestellt
und umfassen alle Werte mit einem mehr als 3-fachen Interquartilsabstand zum 25 %- bzw.
75 %-Quartil.

Die Uberpriifung der Prognose erfolgt mittels Kaplan-Meier-Kurven. Hierbei wird der
Log-Rank-Test zur Uberpriifung der Signifikanz verwendet.

Da nicht fiir alle Patienten alle Informationen und Messwerte vorhanden sind, wird zur

Berechnung ein paarweiser Ausschluss durchgefiihrt.
Das Signifikanzniveau wird mit p < 0,05 festgelegt.
In dieser Studie werden zwei Hypothesen tiberpriift:

* Hypothese 1: Die thrombozytdre Konzentration von Gremlin-1 unterscheidet sich
bei Patienten mit einer stabilen Angina pectoris von Patienten mit einem akuten
Koronarsyndrom.

* Hypothese 2: Die initiale thrombozytdre Gremlin-1-Konzentration zeigt einen Ein-

fluss auf das Auftreten eines kombinierten Endpunktes.

Alle weiteren Untersuchungen erfolgen rein deskriptiv und damit lediglich hypothesenge-

nerierend.
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Kapitel 3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Patientenkohorten

3.1.1 Patientencharakteristika der Kohorte 1

In diese Studie wurden konsekutiv 235 Patienten eingeschlossen, welche eine Herzkathe-
teruntersuchung in der Medizinischen Klinik des Universititsklinikums Tiibingen erhiel-
ten. Die 235 Patienten unterteilen sich in 93 Patienten mit stabiler Angina pectoris und 142
Patienten, welche aufgrund eines akuten Koronarsyndroms eine perkutane Koronarinter-
vention erhielten (siehe Tabelle 6). Die Patienten mit akutem Koronarsyndrom unterglie-
dern sich weiter in 49 Patienten mit instabiler Angina pectoris, 62 Patienten mit NSTEMI
und 31 Patienten mit STEMI.

Tabelle 6: Aufnahmegrund der untersuchten Patienten

Aufnahmegrund absolute | relative |
Haufigkeit Haufigkeit [%]

stabile Angina pectoris 93 39,6

akutes Koronarsyndrom 142 60,4

instabile Angina pectoris 49 20,9

NSTEMI 62 26,4

STEMI 31 13,2

Darstellung der absoluten Haufigkeit an Patienten mit der jeweiligen Krankheitsauspragung der koro-
naren Herzkrankheit und der relativen Haufigkeit in Prozent. Das Krankheitsbild des akuten Koronar-
syndroms wird weiter untergliedert in die instabile Angina pectoris, den Nicht-ST-Streckenhebungs-
Myokardinfarkt (NSTEMI) und den ST-Streckenhebungs-Myokardinfarkt (STEMI).
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Die demographischen Daten der Patientenkohorte sind in Tabelle 7 aufgefiihrt. Es werden

das Alter und Geschlecht, der BMI, das Vorliegen kardiovaskuldrer Risikofaktoren, echo-

kardiographische Daten, Begleiterkrankungen, eine vorherige Behandlung einer KHK so-

wie eine bestehende Medikation zum Zeitpunkt der Aufnahme und ausgewéhlte laborche-

mische Parameter beschrieben.

Tabelle 7: Patientencharakteristika aufgegliedert nach Auspragung der KHK (Kohorte 1)

Charakteristikum SAP ACS
(n=93) (n=142)
Alter [Jahre]1 71,0 (60,5; 76,0) 69,0 (58,0; 77,0)
Geschlecht:
mannlich 69 (74,2) 108 (76,1)
weiblich 24 (25,8) 34 (23,9)

Body-Mass-Index!

28,0 (25,2; 30,9)

27,0 (25,0; 29,1)

Kardiovaskulire Risikofaktoren:

arterielle Hypertonie 82 (88,2) 121 (85,2)
Hyperlipiddmie 66 (71,0) 82 (58,2)
Nikotin 40 (43,0) 63 (44,7)

familidre Belastung 32 (34,4) 32 (24,8)

Diabetes mellitus 34 (36,6) 43 (30,3)

Begleiterkrankungen:

Vorhofflimmern: 14 (15,9) 23 (18,7)
paroxysmal 6 (6,8) 19 (15.4)
persistierend 8(9,1) 4(3,3)

vorheriger MI 30 (32,3) 49 (34,5)

vorherige PCI 49 (52,7) 43 (30,5)

vorheriger CABG 5(5.4) 10 (7,0)

Echokardiographische Daten:

normale LV-Funktion 23 (43.4) 51 (45,1)

leichtgradig eingeschrankt 14 (26,4) 32 (28,3)

mittelgradig eingeschrinkt 13 (24,5) 26 (23,0)

hochgradig eingeschrankt 3(5,7) 4(3.5)

Aufnahmemedikation:

ASS 70 (75,3) 67 (47,2)

orale Antikoagulanzien? 99,7) 9(6,3)

Statine 64 (68,8) 58 (40,8)

Betablocker 68 (73,1) 63 (44,4)
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Charakteristikum SAP ACS
(n=93) (n=142)
AT1-Antagonisten 22 (23,7) 21 (14,8)
ACE-Hemmer 43 (46,2) 48 (33,8)
Ca-Antagonisten 18 (20,5) 25(20,3)
Diuretika 41 (44,1) 45 (31,7)
Aldosteron-Antagonisten 16 (17,2) 4(2,8)
Nitrate 4 (4,5) 7(5,7)
Insulin 16 (17,2) 16 (11,3)
Digitalis 5.7 2(1,6)
PPI 32 (36,4) 31 (25,2)
P2Y 12-Inhibitoren: 32 (34,4) 16 (11,3)
Clopidogrel 20 (21,5) 13 (9,2)
Prasugrel 6 (6,5) 0(0,0)
Ticagrelor 6 (6,5) 32,1

Laborchemische Parameter:!
GFR [ml/min]
Kreatinin [mg/dl]
CRP [mg/dl]
Leukozytenanzahl [103 /ul]
Thrombozytenanzahl [103 /]
Hamoglobin [g/dl]
CK maximal [U/1]
Troponin maximal [pg/1]

Cholesterin gesamt [mg/dl]

84,4 (63,1; 103,2)
0,9 (0,8; 1,1)
0,3 (0,1; 0,9)
7,3 (6,1; 9,0)
230,0 (189,0; 290,0)
14,1 (12,9; 14,9)
103,0 (67,0; 127,0)
0,0 (0,0; 0,0)
165,0 (137,0; 197,0)

78,0 (63,8; 96,8)
1,0 (0,8; 1,2)
0,4 (0,1; 1,8)
9,2 (7,1;12,3)
239,5 (203,0; 279,8)
14,2 (12,9; 15,2)
226,0 (110,0; 684,5)
1,5 (0,0; 18.4)
168,0 (150,8; 192,0)

Metrisch-skalierte Daten' werden als Median (25 %-Quartil; 75 %-Quartil) dargestellt. Nominal- und
ordinalskalierten Daten werden als absolute Hiufigkeit (prozentuale Haufigkeit) angegeben. Orale An-

tikoagulanzien” sind Marcumar und Dabigatran. Abkiirzungen: Myokardinfarkt (MI), perkutane Koro-

narintervention (PCI), Koronararterien-Bypass (CABQG), linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LV-Funk-
tion), Acetylsalicylsdure (ASS), Protonenpumpeninhibitor (PPI), P2Y 12-Rezeptor-Antagonist (P2Y 12-
Inhibitor), Angiotensin-1-Rezeptorantagonist (AT 1 -Antagonist), Angiotensin Converting Enzyme-Hem-
mer (ACE-Hemmer), Calciumkanalblocker (Ca-Antagonist), Glomeruldre Filtrationsrate (GFR), C-re-
aktives Protein (CRP), Kreatinkinase (CK). Diese Daten wurden in [98] veroffentlicht.

Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Aufnahme lag zwischen 30 und 95 Jahren, der

Median betrigt 69 Jahre. Es wurden deutlich mehr Ménner als Frauen in die Studie ein-

geschlossen (177 Ménner und 58 Frauen). Es zeigt sich, dass viele Patienten einen oder

mehrere Risikofaktoren fiir eine KHK aufweisen. 86,4 % der Patienten leiden an einer arte-
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riellen Hypertonie, 63,2 % an einer Hyperlipiddmie, 44 % weisen einen Nikotingebrauch
auf, etwa 30 % leiden an einer familidren Vorbelastung fiir ein kardiovaskuldres Ereignis
oder an einem Diabetes mellitus. Hierbei weisen Patienten, welche aufgrund einer vorbe-
kannten stabilen Angina pectoris aufgenommen wurden, hiufiger eine bekannte Hyperli-
piddmie, eine familidre Belastung fiir kardiovaskuldre Erkrankungen und einen Diabetes
mellitus auf. Bei den Begleiterkrankungen zeigt sich ein erhdhtes Vorkommen eines paro-
xysmalen Vorhofflimmerns bei Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom. Im Gegen-
zug dazu weisen Patienten mit einer stabilen Angina pectoris hiufiger ein persistierendes
Vorhofflimmern auf. Beide Werte besitzen jedoch nur eine geringe Fallzahl. Des Weiteren
erhielten Patienten mit einer SAP zu einem héheren Anteil bereits in der Vorgeschichte
eine PCI. Patienten, welche aufgrund einer stabilen Angina pectoris eine perkutane Koro-
narintervention erhielten, wurden zum Aufnahmezeitpunkt haufiger mit antithrombozyta-
ren Substanzen wie Acetylsalicylsidure oder einem P2Y 12-Rezeptor-Antagonist (P2Y 12-
Inhibitor), mit Statinen und Betablockern sowie mit Aldosteron-Antagonisten vorbehan-
delt. Die laborchemischen Messwerte von Patienten mit einer stabilen Angina pectoris zei-
gen eine hohere Leukozytenanzahl, jedoch — wie zu erwarten — deutlich niedrigere Mess-

werte fiir die Kreatinkinase und fiir Troponin, als Patienten mit akutem Koronarsyndrom.

In Tabelle 8 sind die Basischarakteristika der Hauptkohorte bei einer Unterteilung in Dia-
betiker und Nichtdiabetiker zusammengefasst. Hierbei zeigen sich Unterschiede im Alter
der Patienten, im Vorliegen von Vorerkrankungen und vorangegangenen kardialen Ereig-
nissen sowie Operationen, bei der Aufnahmemedikation als auch bei den laborchemischen
Messwerten. In die Studie eingeschlossene Patienten mit einem Diabetes mellitus sind im
Mittel lter als Nichtdiabetiker und leiden héufiger an einer arteriellen Hypertonie oder
einer Hyperlipiddmie. Sie sind jedoch seltener Raucher oder familiér fiir eine koronare
Herzkrankheit vorbelastet. Diabetiker leiden hdufiger an einem Vorhoftflimmern und ha-
ben deutlich hdufiger bereits einen Myokardinfarkt in der Vorgeschichte erlebt (45,5 % der
Diabetiker gegeniiber 27,8 % der Nichtdiabetiker) oder wurden aufgrund der KHK opera-
tiv behandelt. Des Weiteren leiden die Diabetiker vermehrt unter einer eingeschrénkten
Herzleistung. Die Diabetiker weisen eine hohere Vormedikation auf als die Gruppe der
Nichtdiabetiker. So ist die Einnahme aller untersuchten Medikamentengruppen bei Dia-
betikern deutlich hoher als bei Nichtdiabetikern. Eine Betrachtung der gemessenen La-
borwerte zeigt eine niedrigere glomeruldre Filtrationsrate bei Diabetikern als bei Nichtdi-
abetikern. Sie haben ein etwas hoheres Kreatinin sowie eine erhohte Konzentration von
C-reaktivem Protein. Die durchschnittliche Leukozytenanzahl im Blut ist hoher, der Ha-

moglobingehalt hingegen niedriger, als bei Nichtdiabetikern.
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Tabelle 8: Patientencharakteristika bei Diabetikern und Nichtdiabetikern (Kohorte 1)

Charakteristikum Nichtdiabetiker Diabetiker
(n=158) (n=77)
Alter [Jahre]! 68,5 (58,0; 76,0) 73,0 (61,0; 78,0)
Geschlecht:
ménnlich 122 (72,0) 55(71,4)
weiblich 36 (22,8) 22 (28,6)
Body-Mass-Index ! 28,7 (25,5; 32,0) 27,2 (24,8; 29,7)
Kardiovaskulédre Risikofaktoren:

arterielle Hypertonie 129 (81,6) 74 (96,1)

Hyperlipiddmie 96 (61,1) 52 (67,5)

Nikotin 76 (48,1) 27 (35.5)

familidre Belastung 49 (32,7) 15 (20,5)

Begleiterkrankungen:

Vorhofflimmern: 16 (11,3) 21 (30,0)
paroxysmal 11 (7,8) 14 (20,0)
persistierend 5(@.5) 7 (10,0)

vorheriger MI 44 (27,8) 35 (45,5)

vorherige PCI 55 (35,0) 37 (48,1)

vorheriger CABG 5@3.,2) 10 (13,0)

Echokardiographische Daten:

normale LV-Funktion 57 (51,4) 17 (30,9)

leichtgradig eingeschriankt 27 (24,3) 19 (34,5)

mittelgradig eingeschrinkt 23 (20,7) 16 (29,1)

hochgradig eingeschriankt 4 (3,6) 3(5,5)

Aufnahmemedikation:

ASS 82 (51,9) 55(71,4)

orale Antikoagulanzien 2 9(5,7) 9(11,7)

Statine 69 (43,7) 53 (68,8)

Betablocker 74 (46,8) 57 (74,0)

AT1-Antagonisten 25 (15,8) 18 (23,4)

ACE-Hemmer 51(32,3) 40 (51,9)

Ca-Antagonisten 24 (17,0) 19 (27,1)

Diuretika 45 (28,5) 41 (53,2)

Aldosteron-Antagonisten 11 (7,0) 9 (11,7)

Nitrate 5(@3,5) 6 (8,6)
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Charakteristikum Nichtdiabetiker Diabetiker
(n=158) (n=177)
Insulin 1(0,6) 31 (40,3)
Digitalis 4(2,8) 3(43)
PPI 29 (20,6) 34 (48,6)
P2Y12-Inhibitoren: 27 (17,1) 21 (27,3)
Clopidogrel 19 (12,0) 14 (18,2)
Prasugrel 4(2,5) 2(2,6)
Ticagrelor 4(2,5) 5(6,5)
Laborchemische Parameter:!
GFR [ml/min] 81,0 (70,6; 99,6) 74,9 (53,9; 103,2)
Kreatinin [mg/dl] 0,9 (0,8; 1,1) 1,0 (0,8; 1,4)
CRP [mg/dl] 0,3(0,1; 1,4) 0,5 (0,2; 1,0)
Leukozytenanzahl [103/u1] 8,2 (6,6; 10,3) 8,7 (6,8; 11,1)
Thrombozytenanzahl [103/ul] 236,0 (201,0; 279,0) | 230,0 (197,0; 292,0)
Héamoglobin [g/dl] 14,4 (13,3; 15,1) 13,6 (11,9; 14,8)
CK maximal [U/1] 141,0 (86,0; 386,0) | 125,0(76,0; 288,5)
Troponin maximal [pg/l] 0,0 (0,0; 10,7) 0,1 (0,0; 3,7)
Cholesterin gesamt [mg/dl] 167,5 (150,3; 197,0) | 168,0 (134,0; 192,5)

Metrisch-skalierte Daten! werden als Median (25 %-Quartil; 75 %-Quartil) dargestellt. Nominal- und
ordinalskalierten Daten werden als absolute Haufigkeit (prozentuale Haufigkeit) angegeben. Orale Anti-
koagulanzien® sind Marcumar und Dabigatran. Abkiirzungen: Myokardinfarkt (MI), perkutane Koronar-
intervention (PCI), Koronararterien-Bypass (CABG), linksventrikulédre Ejektionsfraktion (LV-Funkti-
on), Acetylsalicylsdure (ASS), Angiotensin-1-Rezeptorantagonist (AT 1-Antagonist), Angiotensin Con-
verting Enzyme-Hemmer (ACE-Hemmer), Calciumkanalblocker (Ca-Antagonist), Protonenpumpenin-
hibitor (PPI), P2Y 12-Rezeptor-Antagonist (P2Y 12-Inhibitor), Glomerulédre Filtrationsrate (GFR), C-
reaktives Protein (CRP), Kreatinkinase (CK)

3.1.2 Patientencharakteristika der Kohorte 2

Die Patientenkohorte 2 besteht aus 286 Patienten. Hiervon leiden 88 Patienten an einem
Diabetes mellitus Typ 2, 198 Patienten haben keinen Diabetes mellitus. Als Aufnahme-
grund lag bei 166 Patienten eine stabilen Angina pectoris vor, 120 Patienten litten unter

einem akuten Koronarsyndrom.

Tabelle 9 beschreibt die Basischarakteristika von Kohorte 2. Hierbei wird eine Aufteilung

in zwei Gruppen nach der Auspriagung der koronaren Herzkrankheit (stabile Angina pecto-
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ris oder akutes Koronarsyndrom) vorgenommen. Es werden das Alter, das Geschlecht, kar-
diovaskuldre Risikofaktoren, Begleiterkrankungen, die linksventrikuldre Ejektionsfrakti-

on, die Medikation zum Aufnahmezeitpunkt und laborchemische Parameter aufgefiihrt.

Hierbei zeigt sich, dass Patienten, welche aufgrund eines akuten Koronarsyndroms in die
Klinik aufgenommen wurden, im Durchschnitt dlter waren als Patienten, welche geplant
aufgrund einer stabilen Angina pectoris eine PCI erhielten (72 vs. 69 Jahre). Patienten mit
einem ACS sind ebenfalls hdaufiger méannlich (75,8 % der Patienten mit ACS vs. 66,9 %
der Patienten mit SAP). ACS-Patienten litten hdufiger unter einer arteriellen Hypertonie
(86,7 % vs. 70,5 %), sowie einer Hyperlipiddmie (65,8 % vs. 53,6 %) und waren vermehrt
Raucher (43,3 % vs. 31,9 %).

Tabelle 9: Patientencharakteristika aufgegliedert nach Auspriagung der KHK (Kohorte 2)

Charakteristikum SAP ACS
(n=166) (n=120)
Alter [Jahre]' 69,0 (58,8; 77,0) 72,0 (61,0; 79,0)
Geschlecht:
méinnlich 111 (66,9) 91 (75,8)
weiblich 55 (33,1) 29 (24,2)
Kardiovaskulidre Risikofaktoren:
arterielle Hypertonie 117 (70,5) 104 (86,7)
Hyperlipiddmie 89 (53,6) 79 (65,8)
Nikotin 53 (31,9) 52 (43.,3)
familidre Belastung 34 (20,5) 21 (17,5)
Diabetes mellitus 53 (31,9) 35(29,2)
Begleiterkrankungen:
Niereninsuffizienz 49 (29,5) 26 (21,7)
vorheriger MI 47 (28,3) 40 (33,3)
vorheriger CABG 10 (6,0) 14 (11,7)
Echokardiographische Daten:
normale LV-Funktion 61 (36,7) 49 (41,5)
leichtgradig eingeschriankt 38(22,9) 32 (27,1)
mittelgradig eingeschrinkt 29 (17,5) 26 (22,0)
hochgradig eingeschrankt 38 (22,9) 11 (9,3)
Aufnahmemedikation:
ASS 103 (62,0) 86 (71,7)
orale Antikoagulanzien® 13 (7.,8) 7 (5,8)
Statine 76 (45,8) 64 (53,3)
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Charakteristikum SAP ACS
(n=166) (n=120)

Betablocker 130 (78,3) 84 (70,0)
AT 1-Antagonisten 24 (14,5) 12 (10,0)
ACE-Hemmer 116 (69,9) 61 (50,8)
Ca-Antagonisten 24 (14.5) 24 (20,0)
Diuretika 102 (61,4) 51 (42,5)
Aldosteron-Antagonisten 43 (25,9) 54,2)
Nitrate 14 (8,4) 8(6,7)
Digitalis 14 (8,4) 3(2,5)
Clopidogrel 44 (26,5) 43 (35,8)

Laborchemische Parameter:
Kreatinin [mg/dl] 1,0 (0,9; 1,3) 1,0 (0,9; 1,4)
CRP [mg/dl] 0,4 (0,1; 1,3) 1,8 (0,6; 4,5)

CK maximal [U/1]
Troponin maximal [pg/1]

Cholesterin gesamt [mg/dl]

100,0 (66,0; 158,0)
0,0 (0,0; 0,1)
192,0 (168.0; 228,0)

202,0 (104,0; 398,5)
1,9 (0,5; 10,3)
167,0 (133,5; 208,0)

Metrisch-skalierte Daten' werden als Median (25 %-Quartil; 75 %-Quartil) dargestellt. Nominal- und
ordinalskalierten Daten werden als absolute Hiufigkeit (prozentuale Haufigkeit) angegeben. Orale An-

tikoagulanzien’ sind Marcumar und Dabigatran. Abkiirzungen: Myokardinfarkt (MI), Koronararteri-
en-Bypass (CABQG), linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LV-Funktion), Acetylsalicylsdure (ASS), An-
giotensin-1-Rezeptorantagonist (AT 1-Antagonist), Angiotensin Converting Enzyme-Hemmer (ACE-
Hemmer), Calciumkanalblocker (Ca-Antagonist), C-reaktives Protein (CRP), Kreatinkinase (CK)

Tabelle 10 zeigt eine Aufschliisselung der Basischarakteristika der Patienten aus Kohorte
2, aufgeteilt in die Gruppen Diabetiker und Nichtdiabetiker. In dieser Kohorte sind Pati-
enten mit Diabetes mellitus im Durchschnitt dlter (Median 72,5 Jahre) als Nichtdiabetiker
(69,0 Jahre). Diabetiker dieser Kohorte leiden haufiger an einer arteriellen Hypertonie
(92,0 % vs. 70,7 %), einer Hyperlipiddmie (72,7 % vs. 52,5 %) und einer Niereninsuffizi-
enz (38,6 % vs. 20,7 %) als Nichtdiabetiker.

Tabelle 10: Patientencharakteristika bei Diabetikern und Nichtdiabetikern (Kohorte 2)

Charakteristikum

Nichtdiabetiker
(n=198)

Diabetiker
(n= 88)

Alter [Jahre]!
Geschlecht:

maénnlich

69,0 (56,8; 77,3)

138 (69,7)

72,5 (65,3; 79,0)

64 (72,7)
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Charakteristikum Nichtdiabetiker Diabetiker
(n=198) (n= 88)
weiblich 60 (30,3) 24 (27,3)
Kardiovaskulidre Risikofaktoren:
arterielle Hypertonie 140 (70,7) 81(92,0)
Hyperlipidamie 104 (52,5) 64 (72,7)
Nikotin 71 (35,9) 34 (38,6)
familidre Belastung 44 (22,2) 11 (12,5)
Begleiterkrankungen:
vorheriger MI 57 (28,8) 30 (34,1)
vorheriger CABG 17 (8,6) 7 (8,0)
Niereninsuffizienz 41 (20,7) 34 (38,6)
Echokardiographische Daten:
normale LV-Funktion 73 (37,2) 37 (42,0)
leichtgradig eingeschrinkt 54 (27,6) 16 (18,2)
mittelgradig eingeschréankt 34 (17,3) 21(23,9)
hochgradig eingeschriankt 35(17,9) 14 (15.,9)
Aufnahmemedikation:
ASS 126 (63,6) 63 (71,6)
orale Antikoagulanzien? 13 (6,6) 7 (8,0)
Statine 93 (47,0) 47 (53,4)
Betablocker 145 (73,2) 69 (78.,4)
AT1-Antagonisten 21 (10,6) 15 (17,0)
ACE-Hemmer 121 (61,1) 56 (63,6)
Ca-Antagonisten 25 (12,6) 23 (26,1)
Diuretika 101 (51,0) 52 (59,1)
Aldosteron-Antagonisten 37 (18,7) 11(12,5)
Nitrate 12 (6,1) 10 (11,4)
Digitalis 10 (5,1) 7 (8,0)
Clopidogrel 59 (29,8) 28 (31,8)
Laborchemische Parameter:
Kreatinin [mg/dl] 1,0 (0,9; 1,2) 1,1(0,9; 1,5)
CRP [mg/dl] 0,9 (0,2; 2,2) 1,0 (0,2; 4,5)
CK maximal [U/1] 117,5 (72,3; 240,3) | 136,0 (92,0; 238,0)
Troponin maximal [pg/1] 0,1 (0,0; 2,0) 0,1 (0,0; 0,6)
Cholesterin gesamt [mg/dl] 191,5 (158,0; 224,8) | 187,0 (156,5; 214,0)
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Metrisch-skalierte Daten! werden als Median (25 %-Quartil; 75 %-Quartil) dargestellt. Nominal- und
ordinalskalierten Daten werden als absolute Hiufigkeit (prozentuale Haufigkeit) angegeben. Orale An-
tikoagulanzien’ sind Marcumar und Dabigatran. Abkiirzungen: Myokardinfarkt (MI), Koronararteri-
en-Bypass (CABG), linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LV-Funktion), Acetylsalicylsdure (ASS), An-
giotensin-1-Rezeptorantagonist (AT1-Antagonist), Angiotensin Converting Enzyme-Hemmer (ACE-
Hemmer), Calciumkanalblocker (Ca-Antagonist), C-reaktives Protein (CRP), Kreatinkinase (CK). Die-

se Daten wurden in [100] ver6ffentlicht.

3.2 Einfluss der Patientencharakteristika auf die throm-

bozytare Gremlin-1-Konzentration

Tabelle 11 zeigt eine Gegeniiberstellung der durchschnittlichen thrombozytéren Gremlin-
1-Konzentration anhand der demographischen Daten, kardiovaskuldren Risikofaktoren,

Vorerkrankungen, Medikation und der laborchemischen Parameter.

Tabelle 11: Einfluss von demographischen Daten, Vorerkrankungen und Vormedikation
auf die thrombozytére Gremlin-1-Konzentration.

Charakteristikum Gremlin-1-Konzentration [MFI]
Merkmal vorhanden | Merkmal nicht vorhanden
Geschlecht:
ménnlich 12,8 (10,2; 16,7) -
weiblich 13,8 (10,8; 18,1) -

Kardiovaskulare Risikofaktoren:

arterielle Hypertonie
Hyperlipiddmie
Nikotin

familidre Belastung

Diabetes mellitus

12,8 (10,4; 16,9)
12,7 (10,4; 16,8)
12,7 (10,2; 16,8)
13,8 (10,7; 17,1)
12,5 (10,3; 18,2)

13,8 (10,0; 17.,7)
13,4 (10,6; 18,1)
13,5 (10,7; 17.8)
12,6 (10,2; 16,8)
13,3 (10,4; 16,7)

Begleiterkrankungen:
Vorhofflimmern
vorheriger MI
vorherige PCI
vorheriger CABG
eingeschriankte LV-Funktion

12,2 (9,7; 23,5)
12,7 (10,0; 17,1)
13,5 (11,1; 17,1)
11,0 (9,3; 15,7)
11,8 (9,7; 16,1)

13,4 (10,7; 17,0)
13,3 (10,4; 16,9)
12,8 (10,0; 17,0)
13,3 (10,4; 17,1)
13,9 (10,8; 17.9)

Aufnahmemedikation:
ASS

orale Antikoagulanzien?

13,4 (10,4; 17,1)
13,2 (11,3; 24,9)

12,7 (10,3; 16,8)
13,0 (10,3; 17,0)
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Charakteristikum

Gremlin-1-Konzentration [MFI]

Merkmal vorhanden

Merkmal nicht vorhanden

Statine
Betablocker
AT1-Antagonisten
ACE-Hemmer
Ca-Antagonisten
Diuretika
Aldosteron-Antagonisten
Nitrate

Insulin

Digitalis

PPI

P2Y 12-Inhibitoren

13,6 (10,7; 17,2)
13,4 (10,4; 17,7)
13,5 (9,1; 17.8)
13,8 (10,4; 17,1)
13,5 (10,5; 16,7)
12,9 (10,0; 16,7)
14,1 (11,6; 17.,9)
17,8 (13.9; 20,7)
14,6 (10,9; 20,6)
12,8 (11,2; 26,7)
13,7 (10,4; 17,8)
13,3 (11,1; 17,0)

12,7 (10,0; 16,7)
12,8 (10,3; 16,7)
12,9 (10,4; 16,8)
12,8 (10,3; 16,8)
13,2 (10,4; 17,8)
13,2 (10,7; 17,2)
12,9 (10,2; 17,1)
12,9 (10,4; 17,0)
12,8 (10,2; 16,7)
13,3 (10,4; 17,1)
12,8 (10,4; 16,9)
12,9 (10,2; 17,3)

metrische Merkmale [Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient]

Alter [Jahre] -0,041

Body-Mass-Index 0,124

Laborchemische Parameter:
GFR [ml/min] 0,028
Kreatinin [mg/dl] -0,081
CRP [mg/dl] -0,032
Leukozytenanzahl [10° /] -0,105
Thrombozytenanzahl [103 /] 0,016
Hamoglobin [g/dl] 0,034
CK maximal [U/1] -0,082
Troponin maximal [pg/1] -0,183
Cholesterin gesamt [mg/dl] -0,081

Im oberen Teil dieser Tabelle werden nominal-skalierte Merkmale betrachtet. Es wird die durchschnitt-
liche Gremlin-1-Konzentration der Gruppen als Median (25 %-; 75 %-Quartil) angegeben. Die Spalten
untergliedern die Patientenkohorte nach dem Vorliegen oder Fehlen eines Merkmals (z.B. arterielle Hy-
pertonie) in zwei Gruppen. Im unteren Teil der Tabelle werden die Merkmale mit metrischer Skalierung
aufgefiihrt. Fiir diese wird die Korrelation mit der Gremlin-1-Konzentration durch den Spearman-Rang-
Korrelationskoeffizienten beschrieben. Abkiirzungen: mean fluorescence intensity (MFI) Myokardin-
farkt (MI), perkutane Koronarintervention (PCI), Koronararterien-Bypass (CABQG), linksventrikulére
Ejektionsfraktion (LV-Funktion), Acetylsalicylsdure (ASS), Protonenpumpeninhibitor (PPI), P2Y12-
Rezeptor-Antagonist (P2Y 12-Inhibitor), Angiotensin-1-Rezeptorantagonist (AT 1-Antagonist), Angio-
tensin Converting Enzyme-Hemmer (ACE-Hemmer), Calciumkanalblocker (Ca-Antagonist), Glome-
rulédre Filtrationsrate (GFR), C-reaktives Protein (CRP), Kreatinkinase (CK)
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Hierbei zeigen sich niedrigere thrombozytire Gremlin-1-Konzentrationen bei Patienten
mit den kardiovaskuldren Risikofaktoren arterielle Hypertonie, Hyperlipiddmie, Nikotin-
gebrauch oder Diabetes mellitus. Patienten mit einer familidren Vorbelastung haben hin-
gegen etwas hohere Gremlin-1-Werte. Frauen haben einen hoheren Gremlin-1-Wert als
Minner. Bei der Untersuchung der Begleiterkrankungen weisen Patienten mit einem Vor-
hoftflimmern, einem vorangegangenen Myokardinfarkt, einer Koronarintervention (perku-
tane Koronarintervention oder Koronararterien-Bypass) in der Krankengeschichte oder
einer eingeschrinkten linksventrikuldren Ejektionsfraktion niedrigere durchschnittliche
Gremlin-1-Konzentrationen auf als Patienten ohne diese Faktoren. Bei einer Betrachtung
der Aufnahmemedikation zeigen Patienten bei Einnahme fast aller Medikamente eine er-
hohte Gremlin-1-Konzentration. Ausnahmen sind lediglich bei der Einnahme von Diure-
tika und des Herzglykosids Digitalis zu sehen. Bei einer Korrelationsuntersuchung von
Alter, BMI und der Labordaten zur Konzentration von Gremlin-1 zeigen sich nur niedrige

Korrelationskoeftfizienten.

3.3 Verhaltnis der thrombozytaren Marker zueinander

Tabelle 12 beschreibt den Zusammenhang zwischen den Konzentrationen der thrombo-
zytiren Marker CD62p, PAC-1, GPVI, MIF und Gremlin-1. Alle untersuchten Marker
korrelieren mit niedriger bis mittelgroBer Stirke untereinander. Die Thrombozytenaktivie-
rungsmarker CD62p, PAC-1 und GPVI zeigen untereinander einen Zusammenhang nied-
riger bis mittlerer Stirke. Auch die Korrelation der Aktivierungsmarker zu Gremlin-1 und
MIF ist mittelstark ausgeprégt. Einen deutlich h6heren Zusammenhang zeigen die throm-
bozytiren Konzentrationen von MIF und Gremlin-1 mit einem Spearman-Rang-Korrelati-
onskoeffizienten von 0,667. Abbildung 9 stellt das Verhéltnis zwischen dem Hauptmarker
dieser Arbeit Gremlin-1 und den Markern MIF, CD62p, PAC-1 und GPVI grafisch dar.

Tabelle 12: Zusammenhang der thrombozytdren Konzentrationen der Marker

Gremlin-1 | MIF | CD62p | PAC-1
MIF 0,667
CD62p | 0,318 0,393
PAC-1 | 0,397 0,518 | 0,573
GPVI | 0,324 0,239 | 0,292 | 0,336

Angabe der Korrelation durch den Spearman-Rang-Korrelationskoeffizient. Abkiirzungen: stabile An-
gina pectoris (SAP), akutes Koronarsyndrom (ACS), Macrophage migration inhibitory factor (MIF),
P-Selektin (CD62p), Glykoprotein VI (GPVI), Procaspase-activating compound 1 (PAC-1)
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Abbildung 9: Verhiltnis der thrombozytiren Gremlin-1-Konzentration zu den Konzen-
trationen von MIF, GPVI, CD62p und PAC-1. Abkiirzungen: mean fluorescence intensity (MFI),
Macrophage migration inhibitory factor (MIF), Glykoprotein VI (GPVI), P-Selektin (CD62p), Procaspase-
activating compound 1 (PAC-1)

3.4 Thrombozytiare Marker und Auspriagung der korona-

ren Herzkrankheit

Im folgenden Unterkapitel dieser Arbeit wird der Zusammenhang zwischen der klinischen
Auspragung der koronaren Herzkrankheit und den Konzentrationen der thrombozytéren
Marker untersucht. Aufgegliedert werden diese Messwerte anhand der Einteilung in Pati-
enten mit einer stabilen Angina pectoris und Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom.

Fiir den Hauptmarker dieser Doktorarbeit, Gremlin-1, und seinen Gegenspieler MIF wird
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zusitzlich eine genauere Untergliederung des Auspragungsgrades der KHK vorgenom-
men. Hierzu werden die Patienten in die Gruppen stabile Angina pectoris, instabile Angina
pectoris, NSTEMI und STEMI aufgegliedert.

3.4.1 Die Thrombozytenaktivierungsmarker

In Abbildung 10 sind die im Thrombozyten gemessenen Konzentrationen von PAC-1,
CD62p und GPVI dargestellt. Fiir alle Marker zeigt sich im Mittel eine hohere Konzentra-

tion bei einer stabilen Auspragung der KHK im Gegensatz zum akuten Koronarsyndrom.
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Abbildung 10: Mittlere thrombozytire Konzentration von GPVI, CD62p und PAC-1 bei
Patienten mit koronarer Herzkrankheit. Abkiirzungen: mean fluorescence intensity (MFI), stabi-
le Angina pectoris (SAP), akutes Koronarsyndrom (ACS), Glykoprotein VI (GPVI), P-Selektin (CD62p),
Procaspase-activating compound 1 (PAC-1)
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3.4.2 Thrombozytires Gremlin-1

In den Abbildungen 11a und 11b wird die mittlere thrombozytire Gremlin-1-Konzentrati-
on fiir die einzelnen Auspriagungen der KHK dargestellt. Hierbei zeigt sich, dass Patienten
mit einer stabilen Angina pectoris mit 13,7 MFI ein hoheres durchschnittliches thrombo-
zytares Gremlin-1 besitzen als Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom (12,2 MFI).

Dieser Zusammenhang ist mit p=0,022 statistisch signifikant [98].

Bei einer weiteren Aufgliederung des Krankheitsbildes akutes Koronarsyndrom in die For-
men instabile Angina pectoris, NSTEMI und STEMI (Abb. 11b) ldsst sich eine iiber den
zunehmenden Schweregrad der KHK abfallende Gremlin-1-Konzentration beobachten.
So zeigt sich ein Abfall der mittleren Gremlin-1-Konzentration von der stabilen Angina
pectoris (13,7 MFI) iiber die instabile Angina pectoris und den NSTEMI (12,6 MFI und
12,7 MFI) zum STEMI mit einem Wert von 10,5 MFI. Die Gruppen sind hierbei mit einer

statistischen Signifikanz von p=0,013 verschieden.
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Abbildung 11: Mittlere thrombozytire Gremlin-1-Konzentration bei Patienten mit koro-
narer Herzkrankheit. Die statistische Signifikanz wurde mittels Mann-Whitney-U-Test (Abbildung a)
und Kruskal-Wallis-Test (Abbildung b) bestimmt. Abkiirzungen: mean fluorescence intensity (MFI), sta-
bile Angina pectoris (SAP), akutes Koronarsyndrom (ACS), instabile Angina pectoris (IAP), Nicht-ST-
Streckenhebungs-Myokardinfarkt (NSTEMI), ST-Streckenhebungs-Myokardinfarkt (STEMI)

Abbildung a) wurde in [98] veroffentlicht.
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3.4.3 Thrombozytires MIF

Die Abbildungen 12a und 12b zeigen den Zusammenhang zwischen der mittleren throm-
bozytédren MIF-Konzentration und dem Auspragungsgrad der KHK. In Abbildung 12a ist
nach Patienten mit stabiler Angina pectoris und Patienten mit akutem Koronarsyndrom
unterteilt. Hierbei zeigt sich eine deutliche hohere MIF-Konzentration fiir Patienten mit
einer SAP (15,9 MFI) im Vergleich zu ACS-Patienten (9,5 MFI). Bei einer feineren Auf-
gliederung des akuten Koronarsyndroms (Abb. 12b) ist zu sehen, dass das thrombozytdre

MIF mit steigendem klinischen Schweregrad der koronaren Herzkrankheit abfallt.

50 50
8 8
40- 8 o 40— 8 *
o 8 o ° o
S 30— S 30-
L L
=] = (@]
10— . 10—
0 I I 0 I I I I
SAP ACS SAP IAP NSTEMI STEMI
(a) (b)

Abbildung 12: Mittlere thrombozytire MIF-Konzentration bei Patienten mit koronarer
Herzkrankheit. Abkiirzungen: mean fluorescence intensity (MFI), Macrophage migration inhibitory fac-
tor (MIF), stabile Angina pectoris (SAP), akutes Koronarsyndrom (ACS), instabile Angina pectoris (IAP),
Nicht-ST-Streckenhebungs-Myokardinfarkt (NSTEMI), ST-Streckenhebungs-Myokardinfarkt (STEMI)

3.4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

In Tabelle 13 werden die Ergebnisse der Untersuchung iiber die durchschnittliche thrombo-
zytire Konzentration der Marker im Vergleich bei einer stabilen oder einer akuten Auspra-
gung der koronaren Herzkrankheit nochmals zusammengefasst dargestellt. Hierbei wird

auch das Verhéltnis von Gremlin-1 zu MIF beriicksichtigt.
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Tabelle 13: Konzentration der thrombozytiren Marker in der koronaren Herzkrankheit

Thrombozytiarer Marker SAP ACS
Gremlin-1 [MFI] 13,7 (11,6; 17,9) | 12,2 (9,7;16,7)
MIF [MFI] 15,9 (12,0;22,4) | 9,5(13,3;19,1)
CD62p [MFI] 8,2 (7,0; 10,4) 7,8 (6,8; 9,5)
GPVI [MFI] 39,2 (33,0; 45,5) | 36,1 (29,0, 42,3)
PAC-1 [MFI] 4,4 (3,8;6,2) 3,8(3,2;4,7)
Gremlin-1/MIF-Verhiltnis 0,8 (0,7; 1,1) 1,0 (0,8; 1,2)

Die Werte sind angegeben als Median (25 %-Quartil; 75 %-Quartil). Abkiirzungen: mean fluorescence
intensity (MFI), stabile Angina pectoris (SAP), akutes Koronarsyndrom (ACS), Macrophage migrati-
on inhibitory factor (MIF), P-Selektin (CD62p), Glykoprotein VI (GPVI), Procaspase-activating com-
pound 1 (PAC-1)

3.5 Prognostische Bedeutung der thrombozytiren Grem-

lin-1-Konzentration

Im folgenden Abschnitt werden die Nachverfolgungen der Patienten behandelt. Es wird
untersucht, ob die thrombozytire Gremlin-1-Konzentration als Marker fiir eine Prognose
des weiteren Krankheitsverlaufes dienen kann. Des Weiteren wird die durchschnittliche

Gremlin-1-Konzentration beim Auftreten von Komplikationen untersucht.

3.5.1 Ereignisse wiahrend der Nachverfolgungsdauer

Tabelle 14 zeigt eine Ubersicht der stattgefundenen Ereignisse innerhalb des Nachverfol-
gungszeitraumes. Die Patienten werden anhand der initialen, zum Zeitpunkt der Studien-
aufnahme vorliegenden, Gremlin-1-Konzentration in zwei Gruppen eingeteilt. Als Grenz-
wert zur Trennung der Gruppen wird hierbei der Median der Gremlin-1-Konzentrationen
verwendet. In der Tabelle wird in die Zeitrdume 6 Monate, 1 Jahr und die gesamte Nach-
verfolgungsdauer untergliedert. Die Gesamtdauer schwankt fiir die einzelnen Patienten.
Diese zeitliche Einteilung wurde gewdhlt um sowohl einen kurzfristigen als auch einen

langfristigen Einfluss der Gremlin-1-Werte auf die Prognose erkennen zu konnen.

Die Ergebnisse zeigen, dass innerhalb der ersten 6 Monate 18 Patienten (7,7 % des Pati-
entenkollektivs) den kombinierten Endpunkt aus Schlaganfall, Stentthrombose, Myokard-

infarkt und Tod erreichten. 216 Patienten (92,3 %) waren ereignisfrei. 1 Patient konnte
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Tabelle 14: Ereignisse wahrend der Nachverfolgungsdauer verglichen mit der Konzentra-
tion des thrombozytéren Gremlin-1

Nachverfolgungsdauer Total Gremlin-1 | Gremlin-1
< Median | > Median
(n=234) | (n=118) | (n=116)
1/2 Jahr:
kein Endpunkt 216 (92,3) | 111 (51,4) | 105 (48,6)
Endpunkt erreicht 18 (7,7) 7 (38,9) 11 (61,6)
Myokardinfarkt 6 (2,6) 3 (50,0) 3 (50,0)
Schlaganfall, TIA 2(0,9) 0 (0,0) 2 (100,0)
Stentthrombose 6 (2,6) 2 (33,3) 4 (66,7)
Tod 4 (1,7) 2 (50,0) 2 (50,0)
1 Jahr:
kein Endpunkt 199 (85,8) | 100 (50,3) | 99 (49.,7)
Endpunkt erreicht 33(14,2) | 16(48,5) | 17(51,5)
Myokardinfarkt 14 (6,0) 7 (50,0) 7 (50,0)
Schlaganfall, TIA 3(1,3) 1(33,3) 2 (66,7)
Stentthrombose 7 (3,0) 3 (42,9) 4(57,1)
Tod 9@3.8) 5(55,6) 4 (44,4)
Gesamte Dauer:
kein Endpunkt 191 (81,6) | 96 (50,3) | 95(49,7)
Endpunkt erreicht 43 (18,4) | 22(51,2) | 21 (48.,8)
Myokardinfarkt 19 (8,1) 10 (52,6) 9(474)
Schlaganfall, TTA 4(1,7) 2 (50,0) 2 (50,0)
Stentthrombose 8(3,4) 4 (50,0) 4 (50,0)
Tod 12 (5,1) 6 (50,0) 6 (50,0)

Untergliederung der Patienten in zwei Gruppen (initiale Gremlin-1-Konzentration < des Medians und
initiale Gremlin-1-Konzentration > Median). Die Angabe der Haufigkeiten geschieht in absoluter Hau-
figkeit und relativer Haufigkeit (in Prozent). Die relativen Haufigkeiten werden zeilenweise bestimmt.
Abkiirzungen: transitorische ischdmische Attacke (TTA)

nicht erreicht werden. Fiihrend bei der Anzahl der Endpunkte nach 6 Monaten sind die
Ereignisse Myokardinfarkt und Stentthrombose. Dabei treten etwas mehr Endpunkte bei
Patienten mit hohen Gremlin-1-Werten auf. Dies ist jedoch aufgrund der geringen Anzahl

der vorgefallenen Ereignisse nur bedingt aussagekriftig.

Nach einem Jahr konnten noch 232 der insgesamt 235 Patienten erreicht werden. Hiervon
erlitten 33 Patienten (14,0 %) den kombinierten Endpunkt. Die hochste Anzahl der End-
punkte sind hierbei die Ereignisse Myokardinfarkt und Tod, gefolgt von Stentthrombosen
und Schlaganfillen. Bei einer Betrachtung der Anzahl der Ereignisse in den jeweiligen
Gruppen < und > des Medians zeigen sich lediglich geringfiigige Unterschiede fiir das
Auftreten der einzelnen Ereignisse.

Eine Auswertung der aufgetretenen Ereignisse liber den gesamten Nachverfolgungszeit-
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raum zeigt nahezu die selben Auftretenshiaufigkeiten der Ereignisse bei Patienten mit ho-
hen Gremlin-1-Werten (> Median) und niedrigen Gremlin-1-Werten (< Median).

3.5.2 Prognostische Bedeutung von Gremlin-1

Nachfolgend wird der Einfluss des thrombozytidren Gremlin-1 auf die Prognose von Pa-
tienten mit einer bekannten KHK betrachtet. Hierbei wird die zum Studieneinschluss ge-
messene Gremlin-1-Konzentration in Relation zum endpunktfreien Uberleben gesetzt. Als
kombinierter Endpunkt werden auch hier die Ereignisse Schlaganfall/ TIA, Stentthrombo-
se, Myokardinfarkt und Tod (kardialer und nicht-kardialer Ursache) herangezogen.

Abbildung 13a zeigt eine Kaplan-Meier-Kurve dieses ereignisfreien Uberlebens, aufge-
teilt nach der Hohe des Gremlin-1 unter (rote Kurve) und oberhalb des Medians (graue
Kurve). Hierbei liegt die Kurve der Patienten mit einem Gremlin-1 < des Medians zu-
ndchst leicht unterhalb der Kurve der Patienten mit einem Gremlin-1 > des Medians, das
heiflt, es hatten anfangs etwas mehr Patienten aus der Gruppe mit einem niedrigen Gremlin-
1 einen priméren Endpunkt. Nach ca. 6 Monaten liegt die Kurve etwas oberhalb und das
ereignisfreie Uberleben ist bei Patienten mit niedrigem Gremlin-1 besser. Im Bereich von
Tag 500 sinkt sie wiederum unter die Kurve der Gruppe oberhalb des Medians. Mit dem
Log-Rank-Test lésst sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen fest-
stellen (p=0,894).

In den Abbildungen 13b und 13c wird eine Aufteilung der Kaplan-Meier-Kurve nach der
urspriinglichen Krankheitsausprigung bei Studienbeginn vorgenommen. Hierbei wird das
ereignisfreie Uberleben in Bezug zum thrombozytiren Gremlin-1, getrennt fiir Patienten
mit einer Aufnahme in die Studie aufgrund einer stabilen Angina pectoris oder aufgrund ei-
nes akuten Koronarsyndroms, analysiert. Hierdurch soll eine Beeinflussung der Prognose

aufgrund einer initial schwereren Auspragung der KHK ausgeschlossen werden.

In der Gruppe der Patienten mit stabiler Angina pectoris zeigt sich bis etwa Tag 200 zu-
niichst ein etwas besseres ereignisfreies Uberleben fiir Patienten mit einem Gremlin-1 <
des Medians — bei allerdings geringer Anzahl vorgefallener Endpunkte. Ab Tag 400 schnei-

det diese Gruppe etwas schlechter ab als Patienten mit einem Gremlin-1 > des Medians.

Die Patientengruppe, welche aufgrund eines ACS aufgenommen wurde, weist bis ca. Tag
100 einen sehr dhnlichen Verlauf beider Gruppen auf. Danach zeigt die Gruppe mit einem
niedrigeren Gremlin-1 ein besseres ereignisfreies Uberleben. Ab Tag 600 kehrt sich dieses

Verhéltnis um und die Gruppe mit einem Gremlin-1 < des Medians zeigt ein schlechteres
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ereignisfreies Uberleben. Beim Vergleich beider Abbildungen ergibt sich jedoch das Bild,
dass bei Patienten mit einem niedrigen Gremlin-1 und einem ACS ein schnellerer Abfall
des ereignisfreien Uberlebens vorliegt als bei Patienten mit einem niedrigen Gremlin-1
und einer SAP.
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Abbildung 13: Ereignisfreies Uberleben in Abhingigkeit der initialen Gremlin-1-
Konzentration. Aufteilung in Patienten mit Gremlin-1-Konzentration < Median (rote Kur-
ve) und > Median (graue Kurve). Zur Uberpriifung der statistischen Signifikanz wurde der Log-Rank-
Test verwendet. Abkiirzungen: stabile Angina pectoris (SAP), akutes Koronarsyndrom (ACS)
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3.5.3 Thrombozytire Gremlin-1-Konzentration bei Patienten mit

Auftreten eines Endpunktes

Im folgenden Abschnitt wird untersucht, ob sich ein Zusammenhang zwischen der initialen
thrombozytdren Gremlin-1-Konzentration und dem Auftreten von Endpunkten wihrend
des Nachverfolgungszeitraumes zeigt. Auch fiir diese Untersuchung wird der Nachverfol-

gungszeitraum in die Abschnitte 6 Monate, 1 Jahr und die Gesamtzeit unterteilt.

Abbildung 14a zeigt die Hohe des initialen Gremlin-1 bei Patienten mit und ohne Auftreten
eines Endpunktes innerhalb der ersten 6 Monate. In Abbildung 14b wird eine feinere Auf-
teilung in die unterschiedlichen Endpunktarten vorgenommen. Hierbei ist zu sehen, dass
die durchschnittliche Gremlin-1-Konzentration bei Patienten mit Auftreten eines Endpunk-
tes in den ersten 6 Monaten hoher ist (15,6 MFI) als bei Patienten ohne schwerwiegendes
Ereignis (12,8 MFI). Die hochste Gremlin-1-Konzentration weisen hierbei Patienten mit
einem Schlaganfall bzw. einer TIA auf (20,8 MFI). Patienten, welche verstarben oder eine
Stentthrombose erlitten, hatten eine geringfiigig niedrigere Gremlin-1-Konzentration. Pa-
tienten, welche innerhalb von 6 Monaten einen Myokardinfarkt erlitten, hatten mit durch-
schnittlich 13,4 MFI den niedrigsten Gremlin-1-Messwert und lagen damit niedriger als
Patienten ohne primédren Endpunkt.

Die Abbildungen 14c¢ und 14d gliedern die urspriingliche thrombozytdre Gremlin-1-Kon-
zentration anhand der Ereignisse innerhalb des ersten Jahres auf. Auch hierbei weisen
Patienten ohne primédren Endpunkt ein etwas niedrigeres Gremlin-1 (13,0 MFI) als Pa-
tienten mit einem primdren Endpunkt (13,4 MFI) auf (Abb. 14c). Die hochste Gremlin-
1-Konzentration weisen auch in diesem Zeitraum Patienten mit einem Schlaganfall auf
(17,8 MFI). Darauf folgen Patienten, welche eine Stentthrombose erlitten. Patienten mit
Myokardinfarkt zeigen mit 13,0 MFI dieselbe Gremlin-1-Konzentration wie Patienten oh-
ne primiren Endpunkt. Patienten, welche innerhalb des ersten Jahres verstarben weisen
mit 12,5 MFI die niedrigste Gremlin-1-Konzentration auf (Abb. 14d).

In den Abbildungen 14e und 14f wird der gesamte Nachverfolgungszeitraum betrachtet.
Hierbei ist die Gremlin-1-Konzentration bei Patienten mit (12,7 MFI) und ohne Erreichen
eines primdren Endpunktes (13,0 MFI) dhnlich (Abb. 14e). Das hochste Gremlin-1 wei-
sen auch in diesem Zeitraum Patienten mit Schlaganfall (15,3 MFI) auf. Am zweithdchs-
ten liegen Patienten ohne Erreichen eines primdren Endpunktes (13,0 MFI). Darauf fol-
gen Patienten, welche verstarben (12,9 MFI) oder eine Stentthrombose erlitten (12,8 MFI).
Den niedrigsten Wert zeigen mit 12,5 MFI Patienten mit einem Myokardinfarkt (siehe
Abb. 14f).
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Abbildung 14: Initiale Gremlin-1-Konzentration und Ereignisse bei Patienten nach 6 Mo-

naten, einem Jahr und tiber die Gesamtdauer. Abkiirzungen: mean fluorescence intensity (MFI),
Endpunkt (EP)
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3.6 Subgruppenanalyse: Patienten mit Diabetes mellitus

Als weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit werden Patienten, welche unter einem Diabetes
mellitus leiden, genauer betrachtet. Wie in Kapitel 1.2.3 beschrieben wird, sind Diabeti-
ker eine besonders gefihrdete Gruppe fiir das Auftreten einer KHK und fiir thrombem-
bolische Komplikationen. Fiir diese Untersuchungen wird zusétzlich zur bisher verwen-
deten Patientenkohorte — mit einer Messung der thrombozytiren Konzentrationen — eine
zusitzliche Patientenkohorte (Kohorte 2) herangezogen. Diese besitzt eine Messung der
plasmatischen Gremlin-1 und MIF-Konzentration. Die Ergebnisse der plasmatischen Un-

tersuchungen wurden bereits in [100] verdffentlicht.

Tabelle 15 zeigt eine Analyse der plasmatischen Konzentrationen von Gremlin-1 und
MIF bei Patienten mit einer stabilen Angina pectoris und einem akuten Koronarsyndrom.
Die mittlere Gremlin-1-Konzentration ist bei SAP-Patienten etwas hoher als bei ACS-
Patienten. Die MIF-Konzentration ist hingegen niedriger. Das Verhéltnis von Gremlin-1
zu MIF ist bei Patienten mit einer stabilen Angina pectoris deutlich hoher als bei Patienten

mit einem akuten Koronarsyndrom (1,8 vs. 0,8).

Tabelle 15: Plasmatische Marker bei Patienten mit stabiler Angina pectoris und akutem
Koronarsyndrom, Kohorte 2

Plasmatischer Marker SAP ACS
(n=1606) (n=120)
Gremlin-1 [ng/ml] 220,2 (172,4;293.,4) | 211,0 (158,6; 288,6)
MIF [ng/ml] 1,3 (0,5; 3,5) 2,9 (1,5; 5,0)
Gremlin-1/MIF-Verhiltnis' 1,8 (0,7; 3,5) 0,8 (0,5; 1,4)

Die Werte sind angegeben als Median (25 %-Quartil; 75 %-Quartil). ! Berechnung des Gremlin/MIF-
Verhiltnis: (Gremlin-1[ng/ml]/100)/MIF[ng/ml]. Abkiirzungen: stabile Angina pectoris (SAP), akutes
Koronarsyndrom (ACS), Macrophage migration inhibitory factor (MIF). Verdffentlicht in [100].

3.6.1 Thrombozytire und plasmatische Konzentrationen bei Diabeti-
kern und Nichtdiabetikern

Abbildung 15 zeigt eine graphische Aufschliisselung der thrombozytédren und plasmati-
schen Gremlin-1-Konzentrationen bei Patienten mit und ohne Diabetes mellitus. Die mitt-
lere thrombozytdre Gremlin-1-Konzentration ist hierbei bei Diabetikern niedriger als bei
Nichtdiabetikern (12,5 MFI vs. 13,3 MFI). Es gibt jedoch eine weite Streubreite der Mess-
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Abbildung 15: Thrombozytdre und plasmatische Gremlin-1-Konzentration bei Diabeti-
kern und Nichtdiabetikern. Abkiirzungen: mean fluorescence intensity (MFI)

werte. Die plasmatischen Messwerte weisen hingegen eine hohere Gremlin-1-Konzentrati-
on bei Diabetikern auf (247,1ng/ml vs. 208,7ng/ml). Die thrombozytire MIF-Konzentration
ist bei Diabetikern ebenfalls geringfiigig niedriger als bei Nichtdiabetikern (Abb. 16). Es
liegt jedoch eine grof3e Streuung der Messwerte vor. Die plasmatische MIF-Konzentration

ist hingegen bei Diabetikern hoher als bei Nichtdiabetikern.
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Abbildung 16: Thrombozytire und plasmatische MIF-Konzentration bei Diabetikern und
Nichtdiabetikern. Abkiirzungen: Macrophage migration inhibitory factor (MIF), mean fluorescence in-
tensity (MFI)
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In Abbildung 17 werden die Konzentrationen der Marker Gremlin-1 und MIF ins Verhalt-
nis gesetzt und dieses bei Diabetikern und Nichtdiabetikern verglichen. Hierbei zeigt sich
fiir das thrombozytére Gremlin-1/MIF-Verhéltnis kein Unterschied zwischen Diabetikern
und Nichtdiabetikern. Bei Betrachtung des plasmatischen Gremlin-1/MIF-Verhéltnis ist

hingegen ein niedrigerer Wert bei Diabetikern nachweisbar (1,0 vs. 1,2).
U
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offentlicht in [100])

Abbildung 17: Thrombozytires und plasmatisches Verhiltnis von Gremlin-1 zu MIF
bei Diabetikern und Nichtdiabetikern. Abb. b): Berechnung des plasmatischen Gremlin-1/MIF-
Verhiltnis: (Gremlin-1[ng/ml]/100)/MIF[ng/ml]. Es wurde aus Ubersichtlichkeitsgriinden ein Wert nicht
dargestellt. Dieser betrdgt 167 in der Gruppe der Nichtdiabetiker.

In Tabelle 16 werden die Ergebnisse der vorherigen Abbildungen in tabellarischer Form
zusammengefasst. Zusétzlich werden hier auch die thrombozytiren Konzentrationen der
Marker CD62p, PAC-1 und GPVI aufgefiihrt. Die Konzentrationen der Marker PAC-1
und CD62p sind hierbei bei Diabetikern etwas hoher als bei Nichtdiabetikern. Der Marker

GPVI weist hingegen eine etwas niedrigere Konzentration auf.
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Tabelle 16: Konzentrationen der thrombozytiren und plasmatischen Marker bei Diabeti-
kern und Nichtdiabetikern

Thrombozytirer Marker Nichtdiabetiker Diabetiker
(Kohorte 1) (n=158) (n="77)
CD62p [MFI] 7,8 (6,8; 9,6) 8,2 (7,1;10,0)
PAC-1 [MFI] 4,1 (3,4;5,0) 4,2 (3,4;5,5)
GPVI [MFI] 37,8 (31,0; 44,1) 36,5 (28,8;42,7)
Gremlin-1 [MFI] 13,3 (10,4; 16,7) 12,5 (10,3; 18,2)
MIF [MFI] 14,1 (9,6; 20,5) 13,8 (10,3; 21,0)
Gremlin-1/MIF-Verhiltnis! 0,9 (0,7; 1,1) 0,9 (0,8; 1,2)
Plasmatischer Marker Nichtdiabetiker Diabetiker
(Kohorte 2) (n=198) (n=288)
Gremlin-1 [ng/ml] 208,7 (159,0; 272,4) | 247,1 (185,5; 336,4)
MIF [ng/ml] 1,8 (0,8; 4,1) 2,7 (1,0; 4,5)
Gremlin- 1/MIF-Verhiltnis? 1,2 (0,7; 2,6) 1,0 (0,7; 2,6)

Die Werte sind angegeben als Median (25 %-Quartil; 75 %-Quartil). Berechnung des thrombo-
zytiren Gremlin-1/MIF-Verhiltnis': Gremlin-1[MFI]/ MIF[MFI], Berechnung des plasmatischen
Gremlin-1/MIF-Verhiltnis?: (Gremlin-1[ng/ml]/100)/MIF[ng/ml]. Abkiirzungen: mean fluorescence
intensity (MFI), P-Selektin (CD62p), Procaspase-activating compound 1 (PAC-1), Glykoprotein VI
(GPVI), Macrophage migration inhibitory factor (MIF). Die plasmatischen Werte wurden bereits in
[100] verdffentlicht.

3.6.2 Gremlin-1 und MIF bei Diabetikern und Nichtdiabetikern mit

stabiler Angina pectoris und akutem Koronarsyndrom

Die folgenden Abbildungen zeigen eine Untersuchung der Gremlin-1 und MIF-Konzentra-
tionen bei einer Unterteilung nach Vorliegen eines Diabetes mellitus und nach der Akuitit
der koronaren Herzkrankheit. Hierbei werden die Gruppen “Nichtdiabetiker mit stabiler
Angina pectoris®, “Diabetiker mit stabiler Angina pectoris®“, “Nichtdiabetiker mit akutem

Koronarsyndrom* und “Diabetiker mit akutem Koronarsyndrom* unterschieden.

Die thrombozytire Gremlin-1-Konzentration (Abb. 18a) ist hierbei bei Patienten mit ei-
ner SAP hoher als bei Patienten mit einem ACS. Innerhalb dieser Gruppen gibt es ledig-
lich geringfligige Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne Diabetes mellitus. Bei
den plasmatischen Messungen zeigt sich hingegen, dass Diabetiker eine deutlich hohe-
re Gremlin-1-Konzentration als Nichtdiabetiker aufweisen. Hier zeigt sich ein geringerer

Effekt aufgrund der Ausprigung der KHK. Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom
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Abbildung 18: Thrombozytéres und plasmatisches Gremlin-1 bei Diabetikern und Nicht-
diabetikern mit SAP und ACS. Abkiirzungen: mean fluorescence intensity (MFI), stabile Angina pec-
toris (SAP), akutes Koronarsyndrom (ACS), Nichtdiabetiker (DM-), Diabetiker (DM+)

weisen eine geringere Gremlin-1-Konzentration auf als Patienten mit einer stabilen An-
gina pectoris. Die hochste Gremlin-1-Konzentration tritt bei Patienten mit einer stabilen
Angina pectoris und einem Diabetes mellitus auf. Es folgen Diabetiker mit akutem Koro-
narsyndrom. Niedrigere Konzentrationen liegen bei Nichtdiabetikern mit stabiler Angina

pectoris und die niedrigsten Werte bei Nichtdiabetikern mit akuten Koronarsyndrom vor.

Die Auswertung der thrombozytiren MIF-Konzentration (Abb. 19) zeigt ein dhnliches
Bild wie das des thrombozytéren Gremlin-1. Auch hier ist in erster Linie ein Einfluss der
Krankheitsauspragung der KHK zu sehen. Bei einer Betrachtung der plasmatischen MIF-
Konzentration zeigt sich eine deutliche Beeinflussung sowohl durch die Auspridgung der
KHK als auch durch das Vorliegen eines Diabetes mellitus. Hierbei haben Diabetiker eine
hohere Plasmakonzentration als Nichtdiabetiker. Patienten mit einem akuten Koronarsyn-

drom zeigen eine hohere Konzentration als Patienten mit einer stabilen Angina pectoris.

Wird das Verhiltnis zwischen den Konzentrationen von Gremlin-1 und MIF untersucht,
so zeigen sich fiir das thrombozytére Verhéltnis der Marker nur geringe Unterschiede zwi-
schen den Gruppen (Abb. 20a). Diese lassen sich nicht in ein Schema anhand der Akui-
tiat der Erkrankung oder dem Vorliegen eines Diabetes mellitus einfiigen. Das hochste
plasmatische Gremlin-1/MIF-Verhéltnis ist bei Nichtdiabetikern mit einer stabilen Angina
pectoris messbar (Abb. 20b). Darauf folgen Diabetiker mit einer stabilen Angina pectoris.
Niedrigere Werte liegen fiir Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom vor. Hier haben
Diabetiker ein etwas hoheres Gremlin-1/MIF-Verhiltnis als Nichtdiabetiker.

Universitét Tiibingen Kardiologie und Kreislauferkrankungen



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 62

(o]
401 8 o 6
i % 8
L
=1
2_

MIF [ng/ml]

—_—
T

0 I I I I 0 | I I [
SAP SAP ACS ACS SAP SAP ACS ACS
DM- DM+ DM- DM+ DM- DM+ DM- DM+
(a) thrombozytire MIF-Konzentration (b) plasmatische MIF-Konzentration (verdffent-
licht in [100])

Abbildung 19: Thrombozytires und plasmatisches MIF bei Diabetikern und Nichtdiabeti-
kern mit SAP und ACS. Abkiirzungen: mean fluorescence intensity (MFI), Macrophage migration inhi-
bitory factor (MIF), stabile Angina pectoris (SAP), akutes Koronarsyndrom (ACS), Nichtdiabetiker (DM-),
Diabetiker (DM+)
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Abbildung 20: Thrombozytéres und plasmatisches Gremlin-1/MIF-Verhéltnis bei Diabe-
tikern und Nichtdiabetikern mit SAP und ACS. Abb. b): Berechnung des plasmatischen Gremlin-
1/MIF-Verhiltnis: (Gremlin-1[ng/ml]/100)/MIF[ng/ml]. Es wurde aus Ubersichtlichkeitsgriinden ein Wert
nicht dargestellt. Dieser betrdgt 167 in der Gruppe ”SAP DM-". Abkiirzungen: mean fluorescence intensi-
ty (MFI), Macrophage migration inhibitory factor (MIF), stabile Angina pectoris (SAP), akutes Koronarsyn-
drom (ACS), Nichtdiabetiker (DM-), Diabetiker (DM+)
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3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Korrelation der thrombozytiren Marker:

* Bei einer Thrombozyten-Aktivierung sind die Marker Gremlin-1 und MIF erhoht.
* Die Konzentrationen der thrombozytidren Marker Gremlin-1 und MIF zeigen eine

ausgepragte Korrelation.
Klinische Bedeutung der thrombozytiren Marker-Konzentrationen:

* Das thrombozytire Gremlin-1 ist bei Vorliegen verschiedener kardiovaskulérer Ri-
sikofaktoren erniedrigt, bei Einnahme einer kardioprotektiven Medikation erhdht.

* Patienten mit einer SAP zeigen eine signifikant hohere thrombozytire Gremlin-1-
Konzentration als Patienten mit einem ACS.

* Je hoher der klinische Auspragungsgrad der KHK ist, umso niedriger ist das throm-
bozytire Gremlin-1. Dies gilt auch fiir die Konzentration des thrombozytiren MIF.

* Eine klinische Relevanz des thrombozytiren Gremlin-1/MIF-Verhiltnis kann bei

diesem Patientenkollektiv nicht dargestellt werden.
Prognostische Bedeutung der thrombozytiren Gremlin-1-Konzentration:

* Eine prognostische Relevanz fiir die thrombozytiren Messwerte von Gremlin-1 kann

nicht nachgewiesen werden.
Einfluss eines Diabetes mellitus auf die Gremlin-1- und MIF-Konzentrationen:

* Diabetiker besitzen hohere plasmatische Gremlin-1-Konzentrationen als Nichtdia-
betiker, jedoch etwas erniedrigte thrombozytire Konzentrationen. Ebenso besitzen
sie etwas erhohte plasmatische MIF-Konzentrationen.

* Bei einer Untergliederung anhand eines Diabetes mellitus und anhand der KHK-
Ausprigung haben Diabetiker hohere plasmatische Gremlin-1-Konzentrationen als
Nichtdiabetiker mit einer SAP/ einem ACS. Auf die thrombozytiren Konzentratio-
nen hat das Vorliegen eines Diabetes mellitus lediglich minimale Auswirkungen.

* Diabetiker besitzen eine hohere plasmatische MIF-Konzentration als Nichtdiabe-
tiker sowie hohere Konzentrationen bei einem ACS im Vergleich zur SAP. Bei
den thrombozytiren Messwerten zeigt sich lediglich der Effekt zwischen SAP- und
ACS-Patienten. Unterschiede aufgrund eines Diabetes sind allenfalls gering.

* Bei Betrachtung des thrombozytédren Gremlin-1/MIF-Verhiltnis zeigen sich ledig-
lich geringfiigige Unterschiede zwischen den Gruppen. Das plasmatische Gremlin-
1/MIF-Verhiltnis ist hingegen bei Diabetikern erhdht gegeniiber Nichtdiabetikern.
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Kapitel 4 Diskussion

4.1 Betrachtung der Patientenkohorten

4.1.1 Patientencharakteristika bei Kohorte 1

In Tabelle 7 werden die demographischen Daten, kardiovaskuldren Risikofaktoren, Be-
gleiterkrankungen sowie die Medikation zum Aufnahmezeitpunkt und laborchemische
Messwerte aufgefiihrt. Es zeigt sich, dass einige Patienten an einem oder mehreren Ri-
sikofaktoren fiir eine koronare Herzkrankheit leiden. Die Betrachtung der Aufnahmeme-
dikation zeigt, dass Patienten mit einer stabilen Angina pectoris hdufiger antithrombozytér
vorbehandelt waren, sowie hiaufiger Betablocker, Statine und Aldosteron-Antagonisten er-
hielten. Dies ist nicht verwunderlich, da diese Patienten geplant zur Durchfithrung einer
perkutanen Koronarintervention in das Krankenhaus eingewiesen wurden und somit ei-
ne bereits vorbekannte diagnostizierte KHK hatten. Diese erfordert eine begleitende kon-
servative Therapie. Bei den Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom liegen hédufiger
Erstereignisse oder eine zuvor unbehandelte koronare Herzkrankheit vor. Bei den labor-
chemischen Messwerten zeigen Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom eine hohere
Leukozytenanzahl. Die Marker fiir einen Myokardschaden bzw. Muskelschaden allgemein

sind — wie zu erwarten — bei Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom erhdht.

Bei einem Vergleich von Diabetikern und Nichtdiabetikern (Tabelle 8) sind Diabetiker im
Durchschnitt dlter und leiden haufiger an kardiovaskuldren Risikofaktoren wie einer arteri-
ellen Hypertonie oder einer Hyperlipiddmie. Sie weisen hdufiger ein Vorhofflimmern oder
einen Myokardinfarkt in der Krankenvorgeschichte auf. Sie haben eine niedrigere links-
ventrikuldre Ejektionsfraktion und sind somit hdufiger herzinsuffizient. Auch das Vorlie-
gen einer Niereninsuffizienz ist erhoht. Sie werden hédufiger medikamentds vorbehandelt
als Nichtdiabetiker und weisen erhohte Entziindungswerte auf. Zusammenfassend sind
Diabetiker dieser Kohorte im Schnitt dlter und krénker als die Nichtdiabetiker.
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4.1.2 Patientencharakteristika bei Kohorte 2

In Tabelle 9 erfolgt eine Betrachtung der Vergleichskohorte (Kohorte 2) mit Messung
der plasmatischen Gremlin-1 und MIF-Konzentrationen. In dieser Kohorte sind Patienten,
welche aufgrund eines ACS in die Klinik aufgenommen wurden, im Durchschnitt dlter
und haufiger minnlich als SAP-Patienten. Sie weisen mehr kardiovaskulédre Risikofakto-
ren wie eine arterielle Hypertonie, eine Hyperlipiddmie oder einen Nikotinabusus auf. Sie
hatten ebenfalls bereits hdufiger einen Myokardinfarkt erlitten. Sie leiden jedoch seltener
an einer Nierensinsuffizienz oder einer eingeschriankten linksventrikuléren Ejektionsfrak-
tion. Vergleichend gibt es zwischen den beiden Kohorten Unterschiede. Insbesondere beim
Durchschnittsalter und im Vorliegen von kardiovaskuldren Risikofaktoren bei SAP- und

ACS-Patienten sind die Kohorten verschieden.

Bei einer Untersuchung von Diabetikern und Nichtdiabetikern in Kohorte 2 weisen Dia-
betiker ein hoheres Durchschnittsalter und haufiger kardiovaskuldre Risikofaktoren wie
eine arterielle Hypertonie, eine Hyperlipiddmie oder einen Nikotinkonsum auf. Sie leiden
hdufiger an einer Niereninsuffizienz oder hatten bereits einen Myokardinfarkt erlitten. Des
Weiteren haben sie eine hohere Medikation als Nichtdiabetiker. Dies ist vergleichbar mit
der Untersuchung der Diabetiker und Nichtdiabetiker in Kohorte 1.

4.2 Einfluss der Patientencharakteristika auf die throm-

bozytire Gremlin-1-Konzentration

In Abschnitt 3.2 wird die Abhdngigkeit zwischen den Patientencharakteristika und der
thrombozytdren Gremlin-1-Konzentration betrachtet. Hier zeigen sich niedrigere durch-
schnittliche Gremlin-1-Konzentrationen bei Patienten mit den kardiovaskuldren Risiko-
faktoren arterielle Hypertonie, Hyperlipiddmie, Nikotinabusus und Diabetes mellitus. Dies
konnte die These bekréftigen, dass Gremlin-1 als Schutzfaktor wirkt, welcher die Gefahr
eines kardiovaskuldren Ereignisses senkt. Bei einem Vorliegen von vielen kardiovaskuld-
ren Risikofaktoren, und damit einer hohen Gefahr fiir das Auftreten eines ACS, wire somit
eine niedrigere Gremlin-1-Konzentration und dadurch auch ein niedrigerer Schutz gege-
ben. Es stellt sich daher die Frage, ob die kardiovaskulidren Risikofaktoren unabhéngige
Einflussfaktoren auf die thrombozytire Gremlin-1-Konzentration sind oder gar die throm-
bozytire Gremlin-1-Konzentration an der Entstehung und Forderung der Risikofaktoren

beteiligt sein konnte.
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Der gegenldufige Effekt zeigt sich bei einer Betrachtung der Vormedikation. Es zeigen
sich erhohte Gremlin-1-Konzentrationen bei Einnahme nahezu aller Medikamentengrup-
pen. Dies konnte ein Hinweis auf die schiitzende Funktion der verabreichten Medikamente
sein. Bisher wurde noch nie untersucht ob die Gremlin-Konzentration durch verschiedene
Medikamente beeinflusst wird. Es kann sich jedoch ebenfalls um einen Bias handeln. In
der untersuchten Kohorte weisen Patienten mit einer stabilen Angina pectoris eine hohe-
re Vormedikation auf als ACS-Patienten (siche Tab. 7). Zugleich wird in Abschnitt 3.4.2
nachgewiesen, dass Patienten mit einer stabilen Angina pectoris eine hohere Gremlin-1-
Konzentration besitzen als ACS-Patienten (Abb. 11a, Tab. 13). Daher kann diese beobach-
tete Beeinflussung der Gremlin-1-Konzentration durch die Einnahme von Medikamen-
ten moglicherweise ein Scheineffekt sein, welcher durch die Beeinflussung der Gremlin-
Konzentration durch die Akuitdt der Erkrankung (SAP oder ACS) hervorgerufen wird.
Die Fragestellung, ob die Einnahme verschiedener Medikamente einen Einfluss auf die
thrombozytire Gremlin-1-Konzentration hat oder es sich lediglich um einen Bias handelt,

miisste daher in weiteren Untersuchungen betrachtet werden.

4.3 Verhaltnis der thrombozytaren Marker zueinander

In Tabelle 12 wird der Zusammenhang zwischen den Konzentrationen der fiir diese Studie
ausgewdhlten thrombozytdren Marker untersucht. Abbildung 9 stellt die Korrelation von
Gremlin-1 mit den Markern MIF, GPVI, CD62p und PAC-1 graphisch dar.

Es wird fiir alle untersuchten thrombozytiren Marker ein Zusammenhang untereinander
von schwacher bis mittelhoher Stirke nachgewiesen. Die thrombozytiren Adhisionsre-
zeptoren CD62p, GPVI und der GP2b3a-Rezeptor (gemessen durch PAC-1) sind als Akti-
vierungsmarker von Thrombozyten vorbeschrieben [39,46]. Der Nachweis einer erhdhten
Konzentration zeigt an, dass vermehrt Thrombozyten aktiviert wurden. Die positive Kor-
relation zur Gremlin-1- und MIF-Konzentration zeigt somit, dass auch diese Marker im
Rahmen einer thrombozytiren Aktivierung vermehrt vorhanden sind. Dies ldsst sich sehr
gut mit den in der Literatur beschriebenen Effekten von Gremlin-1 und MIF als Teilnehmer

an der Inflammationsreaktion vereinbaren [59,61,90].

Eine Sonderstellung bei dieser Untersuchung nehmen Gremlin-1 und MIF ein. Diese wei-
sen mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,7 eine fiir Blutmarker sehr hohe Korrelation
auf. Dies ldsst sich gut mit der in der Literatur vorbeschriebenen Interaktion beider Mar-
ker [90] vereinen und weist ihr enges Zusammenspiel zum ersten Mal im Thrombozyten

nach.
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4.4 Thrombozytire Aktivierungsmarker und klinisches

Erscheinungsbild

In Abschnitt 3.4.1 wird gezeigt, dass die Konzentration der thrombozytiaren Marker GPVI,
CD62p, und PAC-1 eine Abhingigkeit zum Ausprigungsgrad der KHK aufweisen. Pati-
enten mit einer stabilen Angina pectoris besitzen im Mittel eine hohere Konzentration die-
ser Marker als Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom. Dieses Ergebnis ist zunichst
iiberraschend. Nach der Literaturrecherche ist ein gegenteiliges Ergebnis mit hoheren Kon-
zentrationen bei ACS-Patienten zu erwarten. So wurde bei ACS-Patienten eine signifikant
héhere GPVI- und CD62p-Konzentration beschrieben als bei Patienten mit einer stabilen
Angina pectoris [46]. Fiir die Konzentration von PAC-1 ist ebenfalls ein gegenldufiges
Ergebnis beschrieben [101].

Eine Erkldrung dieser Unterschiede ist durch andere Ein- und Ausschlusskriterien, eine an-
dere Vormedikation sowie durch eine Blutentnahme zu einem anderen Zeitpunkt denkbar.
Bei der Medikation verhindern insbesondere antithrombozytire Substanzen eine Aktivie-
rung der Thrombozyten. Dies kann sich daher auf die thrombozytiren Konzentrationen der
gemessenen Marker auswirken. Der Zeitpunkt der Blutentnahme ist ebenfalls als Grund
fiir die gefundenen Unterschiede denkbar. So weisen die meisten Akteure im Rahmen
der Inflammation, der Aktivierung oder der Gerinnung keine statischen Konzentrationen
auf, sondern stehen in einem dynamischen Verhéltnis. Auch ein Verbrauch der aktivierten
Thrombozyten im Verlauf des akuten Ereignisses und eine dadurch bedingte niedrigere
Konzentration der Marker bei ACS-Patienten ist denkbar.

4.5 Klinische Bedeutung der Gremlin-1-Konzentration

Die Konzentration des thrombozytiren Gremlin-1 korreliert mit der Konzentration der
Thrombozyten-Aktivierungsmarker GPVI, CD62p und PAC-1 (siehe Abschnitt 3.3). Dies
legt die Vermutung nahe, dass durch eine Aktivierung der Thrombozyten auch die Gremlin-

1-Exprimierung angeregt wird.

Bei einer Untersuchung des thrombozytdren Gremlin-1 in Abhéngigkeit der Auspragung
der KHK zeigt sich ein signifikant hoheres Gremlin-1 bei einer stabilen Angina pectoris
als bei einem akuten Koronarsyndrom (Mann-Whitney-U-Test: p=0,022, verdffentlicht
in [98]). Bei einer ndheren Untergliederung lésst sich ein Trend erkennen. Die Gremlin-

1-Konzentration nimmt mit zunehmendem Schweregrad der KHK ab. Dieser Zusammen-
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hang lasst sich anhand des Kruskall-Wallis-Tests mit einem Signifikanzniveau von p=0,013
bestétigen. Dies ist gut vereinbar mit der Sicht von Gremlin-1 als Schutzfaktor im Rah-
men der Atherosklerose und KHK. Vorangegangene Studien zeigten, dass Gremlin-1 ein
direkter Inhibitor des MIF ist, welcher als proinflammatorischer Marker die Gefahr ei-
ner Plaqueruptur erhdhen kann [90]. In seiner Funktion als Gegenspieler wiirde eine hohe

Gremlin-1-Konzentration die Wirkung des MIF neutralisieren.

Interessant ist in Anbetracht dieser Messwerte ebenfalls, dass Gremlin-1 nicht nur auf
und in den Thrombozyten gespeichert bzw. exprimiert wird, sondern auch ins Blutplasma
sezerniert werden kann [98]. Somit wird insbesondere die Frage nach dem Zeitpunkt der
thrombozytdren Messung relevant. Moglicherweise kann bereits ein Teil des Gremlin-1

sezerniert worden sein und daher der Messwert im Thrombozyten niedrig sein.

4.6 Klinische Bedeutung der MIF-Konzentration

In Abschnitt 3.4.3 wird der Zusammenhang der thrombozytidren MIF-Konzentration mit
dem klinischen Auspragungsgrad der koronaren Herzkrankheit untersucht. Hierbei wird
eine abfallende MIF-Konzentration mit zunehmendem Schweregrad der KHK gemessen.
Dies ist zundchst verwunderlich. Im Rahmen eines akuten Koronarsyndroms erfolgt eine
Aktivierung der Thrombozyten. Es wire daher wahrscheinlich, dass in diesem Rahmen
auch die Konzentrationen der Thrombozyten-Aktivierungsmarker sowie von MIF erhoht
sind. Jedoch zeigte auch die Messung der Thrombozytenaktivierungsmarker niedrigere
Konzentrationen bei Patienten mit einem ACS als bei SAP-Patienten. Das Ergebnis der

MIF-Konzentration ist somit zu diesen Ergebnissen kongruent.

Ein moglicher Erklarungsansatz ist, dass aktivierte Thrombozyten im Verlauf des aku-
ten Ereignisses (IAP, NSTEMI oder STEMI) verbraucht werden und daher auch die auf
diesen befindlichen Marker nur niedrigere Konzentrationen zeigen. In vorangegangenen
Studien wurde eine erhdhte plasmatische MIF-Konzentration bei Patienten mit korona-
rischdmischen Ereignissen gefunden [64, 65]. Die Konzentrationen im Blutplasma und
im Thrombozyten sind jedoch nicht direkt vergleichbar. Eine weitere Erklirung fiir ei-
ne abfallende MIF-Konzentration mit zunehmendem Schweregrad der KHK konnte in
der Sezernierung von MIF durch die Thrombozyten liegen. Dies wiirde die thrombozyti-
re MIF-Konzentration verringern und die plasmatische MIF-Konzentration erhéhen. Des

Weiteren wurde fiir MIF eine zirkadiane Rhythmik nachgewiesen [102].
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4.7 Gremlin-1 im Vergleich mit MIF

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit ist, ob das Verhiltnis der Konzentrationen von
Gremlin-1 und MIF einen Einfluss auf den klinischen Auspriagungsgrad der KHK hat. Von
Miiller et al. wurde diese Frage bereits fiir die Konzentrationen der Marker im Blutplasma
untersucht. Dabei zeigte sich, dass weniger die absoluten plasmatischen Konzentrationen
von Gremlin-1 und MIF, jedoch das Verhiltnis der Konzentrationen beider Marker zuein-
ander, einen Einfluss auf das klinische Erscheinungsbild der Patienten hat [91]. In unserer
Studie wird nun erstmals das Gremlin-1/MIF-Verhéltnis in der auf Thrombozyten expri-

mierten und im Thrombozyten gespeicherten Form untersucht.

Hierbei zeigt sich, dass das thrombozytire Gremlin-1/MIF-Verhéltnis nur schwach mit
der Akuitit der KHK korreliert (siehe Tabelle 13). Es stellt sich jedoch auch hier die Frage
nach dem Einfluss des Messzeitpunktes. Da beide Marker von Thrombozyten sezerniert
werden konnen, konnte sich deren thrombozytire Konzentration im Laufe eines akuten
Ereignisses stark verdndern. Da in dieser Studie nur eine einmalige Messung beider Mar-
ker durchgefiihrt wurde, ldsst sich keine Aussage liber eine Dynamik des thrombozytiren
Gremlin-1/MIF-Verhiltnis treffen.

4.8 Prognostische Bedeutung der thrombozytaren Grem-

lin-1-Konzentration

Ein zusitzlicher Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Frage nach der prognostischen Be-
deutung der thrombozytiren Gremlin-1-Konzentration. Wie in Kapitel 3.5 gezeigt wird,
lasst sich ein Einfluss der thrombozytdaren Gremlin-1-Konzentration auf die weitere Pro-
gnose bei KHK-Patienten in dieser Kohorte nicht nachweisen. Es gibt keinen auftfalligen
Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Ereignisse Myokardinfarkt, Stentthrombo-
se, Schlaganfal/ TIA und Tod und der initialen thrombozytidren Gremlin-1-Konzentration
(Tab. 14 und Abb. 13a). Dies deutet darauf hin, dass eine einmalige Messung der thrombo-
zytidren Gremlin-1-Konzentration nicht als Prognosemarker zur Vorhersage fiir das Risiko
auftretender Ereignisse geeignet ist. Es muss hierbei jedoch der Trennwert zur Unterschei-
dung der Gruppen kritisch betrachtet werden. In dieser Arbeit wurden die Patienten anhand
des Medians der Gremlin-1-Konzentrationen in zwei Gruppen eingeteilt. Eine Gruppe be-
inhaltet die Patienten mit einer initialen Gremlin-1-Konzentration < des Medians aller

Gremlin-1-Konzentrationen, die zweite Gruppe alle Patienten mit einer Konzentration >
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des Medians. Der Median der Werte wurde hierbei als Trennwert — mangels vorbeschriebe-
ner Kenngrofen — willkiirlich festgesetzt. Moglicherweise wére eine andere Trennung der
Gruppen in der Prognosefahigkeit iiberlegen. Insbesonders bei einer starken Ballung von
Messwerten im Bereich des Medians oder bei nahe zusammenliegenden mittleren Kon-
zentrationen der Gruppen, kann eine Unterteilung anhand des Medians moglicherweise

nicht optimal sein.

AuBlerdem wurde die initiale Gremlin-1-Konzentration bei Patienten mit Auftreten eines
Endpunktes untersucht (Abschnitt 3.5.3, Abb. 14). Hierbei sind die initialen Gremlin-1-
Konzentrationen bei Auftreten der unterschiedlichen Ereignisse leicht verschieden, glei-
chen sich jedoch im Verlauf des Nachverfolgungszeitraumes zunehmend an. Insbesondere
Patienten, welche spéter einen Schlaganfall erlitten, hatten eine hdhere initiale Gremlin-1-
Konzentration. Jedoch liegen hier nur sehr wenige aufgetretene Ereignisse zugrunde. Da-
her ldsst sich im Rahmen dieser Arbeit nicht aus der initialen Gremlin-1-Konzentration
auf das Auftreten spezieller kardiovaskuldrer Komplikationen in der Zukunft schlieen.

Hierzu sind noch weitere Untersuchungen notwendig.

4.9 Subgruppenanalyse: Patienten mit Diabetes mellitus

Wie in Kapitel 1.2.3 beschrieben, ist die koronare Herzkrankheit eine hiufig auftretende
Krankheit bei Patienten mit einem Diabetes mellitus. Es ist beschrieben, dass Gremlin-1
und MIF bei Patienten mit einem Diabetes mellitus vermehrt in unterschiedlichen Gewe-
ben exprimiert werden [93-96]. Patienten mit einer erhohten MIF-Plasmakonzentration
und einem Diabetes mellitus Typ 2 haben eine erhdhte Gefahr fiir kardiovaskuldre Ereig-
nisse [97]. Daher sind Diabetiker als Patientengruppe fiir die weitere Untersuchung des

Finflussen von Gremlin-1 und MIF auf den Verlauf einer KHK besonders interessant.

Fiir diese Subgruppenanalyse wird zusétzlich zu der Hauptkohorte dieser Arbeit eine zwei-
te Patientenkohorte verwendet. Diese Kohorte besitzt eine Messung der Plasmakonzentra-
tionen von Gremlin-1 und MIF. Zunichst werden in Abschnitt 3.6 dieser Arbeit die plas-
matischen Gremlin-1- und MIF-Konzentrationen getrennt fiir SAP- und ACS-Patienten
(ohne Berticksichtigung eines Diabetes mellitus) betrachtet. Hierbei zeigen sich deutli-
che Unterschiede in den gemessenen Konzentrationen. Patienten mit einer SAP haben im
Mittel deutlich hohere plasmatische Gremlin-1-Konzentrationen und deutlich niedrigere
MIF-Konzentrationen als Patienten mit einem ACS. Bei einer Berechnung des Gremlin-
1/MIF-Verhiltnisses ist dies bei Patienten mit einer SAP hoher als bei Patienten mit einem

ACS. Dies wurde in vorherigen Arbeiten bereits beschrieben [91] und als ein weiterer Hin-
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weis auf eine mogliche Schutzfunktion von Gremlin-1 im Verlauf einer KHK gewertet.

Zur Untersuchung des Einflusses eines Diabetes mellitus auf die Konzentrationen der Mar-
ker wurden die beiden Patientenkollektive in die Gruppen Diabetiker und Nichtdiabetiker
aufgeteilt. In Kapitel 3.6.1 erfolgt fiir diese beiden Gruppen eine Untersuchung der throm-
bozytiren und plasmatischen Konzentrationen der untersuchten Marker. Hierbei zeigen
sich nur geringfiigige Unterschiede in den thrombozytiren Konzentrationen von CD62p,
PAC-1, GPVI, Gremlin-1 und MIF zwischen Diabetikern und Nichtdiabetikern. Es gibt je-
doch einen deutlichen Unterschied des plasmatischen Gremlin-1 mit einer erhohten Kon-
zentration bei Diabetikern. Dies deckt sich mit den bereits in der Literatur beschriebenen
Ergebnissen [93, 94]. Die mittlere plasmatische MIF-Konzentration ist bei Diabetikern
ebenfalls hoher als bei Nichtdiabetikern, eine Betrachtung der 25- und 75 %-Quartile zeigt
jedoch eine dhnliche Spannbreite bei beiden Gruppen. Auch eine Erh6hung des MIF ist
aufgrund der vermehrten Inflammation bei Diabetikern und der Wirkung von MIF als pro-

inflammatorischer Marker plausibel.

Es folgt eine Betrachtung der Konzentrationen nicht nur anhand der Untergliederung in
Diabetiker und Nichtdiabetiker, sondern zusétzlich unter Beriicksichtigung der zum Stu-
dienbeginn vorliegenden Akuitét der koronaren Herzkrankheit. Bei einer Betrachtung der
thrombozytdren Gremlin-1-Konzentration zeigt sich in erster Linie eine Beeinflussung
der Konzentration durch die Akuitdt der KHK. Eine zusitzliche Beeinflussung durch das
Vorliegen eines Diabetes mellitus kann nicht beobachtet werden. Bei den plasmatischen
Gremlin-1-Konzentrationen zeigt sich im Gegensatz hierzu eine Beeinflussung sowohl
durch den Auspragungsgrad der KHK als auch durch das Vorliegen eines Diabetes melli-
tus. Diabetiker zeigen im Mittel deutlich hhere Gremlin-1-Konzentrationen als Nichtdia-
betiker. Im Vergleich haben Patienten mit einer SAP eine hohere Gremlin-1-Konzentration
als ACS-Patienten. Dieser Effekt ist jedoch weniger stark ausgepragt als der Effekt durch

das Vorliegen eines Diabetes mellitus.

Die thrombozytire MIF-Konzentration (Abb. 19) zeigt — vergleichbar zur thrombozyté-
ren Gremlin-1-Konzentration — in erster Linie einen Einfluss der Krankheitsauspragung
der KHK. Ein Effekt durch das Vorliegen eines Diabetes mellitus 1dsst sich nicht sicher
darstellen. Eine Betrachtung der plasmatischen MIF-Konzentration zeigt einen deutlichen
Einfluss sowohl durch die Auspriagung der KHK als auch durch das Vorliegen eines Diabe-
tes mellitus. Diabetiker haben eine hohere MIF-Plasmakonzentration als Nichtdiabetiker
und ACS-Patienten zeigen eine hohere Konzentration als Patienten mit einer stabilen An-

gina pectoris.

Insgesamt féllt auf, dass das Vorliegen eines Diabetes mellitus einen starken Einfluss auf
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die plasmatischen Gremlin-1- und MIF-Konzentrationen ausiibt. Die Konzentrationen der
Marker in und auf den Thrombozyten scheint durch diese Vorerkrankung jedoch nicht be-
troffen zu sein. Es ist keine erhohte Thrombozytenaktivierung (gemessen durch die Marker
GPVI, CD62p und PAC-1) und keine erhdhte Gremlin-1 oder MIF-Expression ersichtlich.

4.10 Schlussfolgerung dieser Arbeit

In dieser Arbeit wurde mit der Untersuchung des thrombozytiren Gremlin-1 ein weiteres
Puzzleteil zum Einfluss verschiedener Blut- und Thrombozytenmarker im Verlauf einer
koronaren Herzkrankheit untersucht. Hierbei konnten wichtige neue Erkenntnisse erlangt

werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die thrombozytdre Gremlin-1-Konzentration direkt mit
dem Schweregrad einer KHK korreliert. Es wurde nachgewiesen, dass die thrombozyté-
re Gremlin-1-Konzentration mit den Konzentrationen der Thrombozytenaktivierungsmar-
ker GPVI, CD62p und PAC-1 und insbesondere auch mit der seines Gegenspielers MIF
korreliert. Eine Untersuchung der prognostischen Relevanz der gemessenen Gremlin-1-
Konzentration fiel hingegen negativ aus. So ldsst sich in dieser Studie kein Zusammenhang
zwischen der Gremlin-1-Konzentration und dem Auftreten von kardiovaskuldren Kompli-

kationen in der Zukunft nachweisen.

Eine Untersuchung des Einflusses eines Diabetes mellitus bei KHK-Patienten zeigt allen-
falls eine minimale Beeinflussung der thrombozytiren Konzentrationen durch das Vorlie-
gen eines Diabetes mellitus. Im Gegensatz dazu sind die plasmatischen Konzentrationen
von Gremlin-1 und MIF stark durch das Vorliegen eines Diabetes mellitus betroffen. Es
zeigen sich groBBe Unterschiede zwischen den Konzentrationen auf den Thrombozyten und

im Blutplasma.

Trotz dieser neuen Erkenntnisse bleiben noch viele Fragen offen. Die genaue Interakti-
on von Gremlin-1 mit anderen Markern und seine Rolle und sein Einfluss im Verlauf
einer koronaren Herzkrankheit sind noch nicht verstanden. Hierzu werden noch weitere
Studien und Untersuchungen folgen miissen um ein vollstindiges Bild zu erhalten. Insbe-
sondere die Untersuchung der dynamischen Entwicklung der thrombozytiren Gremlin-1-
Konzentration im Verlauf eines Ereignisses, die Dynamik im Gremlin-1/MIF-Verhiltnis
sowie eine Untersuchung der direkten Interaktion der thrombozytdren und plasmatischen
Konzentrationen versprechen interessante neue Erkenntnisse. Gremlin-1 zeigt sich somit

als ein spannender Marker, dessen weitere Erforschung lohnenswert erscheint.
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4.11 Limitationen der Studie

Diese Arbeit untersucht den Einfluss der thrombozytdren Gremlin-1-Konzentration auf
den Verlauf einer koronaren Herzkrankheit. Der verwendete Datensatz weist jedoch Gren-

zen auf.

Es wurde keine Vergleichskohorte mit gesunden Patienten gemessen. Daher konnten aus-
schlieflich die Messwerte von Patienten mit einer bereits bestehenden kardiovaskuléren

Erkrankung untersucht werden.

Es wurde nur eine einzelne Messung der thrombozytiren sowie plasmatischen Konzen-
trationen durchgefiihrt. Aufgrund der Einzelmessung ist lediglich die Betrachtung einer
Momentaufnahme moglich. Eine Dynamik der Konzentrationen im Rahmen der Ereig-
nisse sowie eine eventuelle tageszeitliche Schwankung kann nicht erfasst werden. Des
Weiteren erfolgte diese Messung bei Patienten, welche aufgrund eines akuten Koronarsyn-
droms aufgenommen wurden, wéahrend einer akuten Komplikation. Dies kann durch eine
Aktivierung und einen Verbrauch von Thrombozyten, beispielsweise durch eine Throm-

busbildung, die Messung der thrombozytiren Marker-Konzentrationen beeinflussen.

Fiir die Messung der thrombozytiaren und der plasmatischen Konzentrationen wurden un-
terschiedliche Patientenkohorten verwendet. Hierdurch ist der direkte Vergleich der throm-

bozytiren und plasmatischen Konzentrationen leider nicht moglich.

Die prognostische Untersuchung erstreckt sich {iber eine relativ kurze Nachverfolgungs-
zeit und weist nur wenige Ereignisse auf. Insbesondere fiir den spéteren Zeitraum konnten
nur noch wenige Patienten nachverfolgt werden. Zur Betrachtung der Prognosefahigkeit
der Gremlin-1-Konzentration konnte die Untersuchung einer grof3eren Patientenkohorte

sowie mehrfache Konzentrationsmessungen weitere Erkenntnisse liefern.
In dieser Studie wurden zwei Hypothesen iiberpriift:

* Hypothese 1: Die thrombozytire Gremlin-1-Konzentration ist bei Patienten mit ei-
ner stabilen Angina pectoris verschieden zu Patienten mit einem akuten Koronar-
syndrom.

* Hypothese 2: Die thrombozytire Gremlin-1-Konzentration zeigt einen Einfluss auf

die Prognose der Patienten.

Die restlichen Daten und Untersuchungen sind rein explorativ. Diese sind daher lediglich
hypothesengenerierend. Zur Bestitigung der gefundenen Zusammenhénge sind weitere

Untersuchungen notwendig.
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Kapitel 5 Zusammenfassung

Die koronare Herzkrankheit ist weltweit verbreitet und insbesondere in den Industriena-
tionen Ursache vieler Krankheits- und Todesfélle. Thre pathologische Grundlage ist die
Atherosklerose — eine chronisch-entziindliche Erkrankung der Gefédl3e. In den letzten Jah-
ren tritt bei der Erforschung der Atherosklerose zunehmend die Bedeutung entziindlicher
Zusténde in den Fokus der Forschung. Thrombozyten sind an der Inflammationsreaktion
beteiligt und sind Trager und Speicher einer Vielzahl inflammatorischer Marker. In dieser
Arbeit wird die Rolle des thrombozytdren Markers Gremlin-1 im Verlauf der KHK néher
untersucht. Hierzu wird erstmalig die Konzentration von Gremlin-1 im Thrombozyten un-
tersucht. Vergleichend werden die Konzentrationen des Macrophage migration inhibitory
factor (MIF) — einem bekannten proinflammatorischen Zytokin und direktem Gegenspie-
ler von Gremlin-1 — sowie der Thrombozytenaktivierungsmarker GPVI, CD62p und PAC-
1 betrachtet. Die Messung der thrombozytiren Konzentrationen erfolgte mittels Durch-
flusszytometrie, die plasmatischen Konzentrationen wurden durch ELISA-Messungen be-

stimmt.

Es zeigt sich, dass die Konzentrationen von Gremlin-1 und MIF mit den Konzentrationen
der Thrombozytenaktivierungsmarker korrelieren. Dies zeigt, dass Gremlin-1 und MIF
bei einer Aktivierung der Thrombozyten vermehrt vorhanden sind und deckt sich mit der
Beschreibung von Gremlin-1 und MIF als Teilnehmer der Inflammationsreaktion. Einen
besonders starken Zusammenhang weist Gremlin-1 zu der Konzentration von MIF auf. Im
Blutplasma wurde bereits eine direkte Interaktion beider Marker nachgewiesen. Unsere

Ergebnisse weisen ihren engen Zusammenhang erstmalig im Thrombozyten nach.

Bei einem Vergleich der thrombozytdren Marker-Konzentrationen mit dem klinischen Aus-
pragungsgrad der koronaren Herzkrankheit zeigt sich fiir alle Marker eine hohere Konzen-
tration bei Patienten mit einer stabilen Angina pectoris gegeniiber Patienten mit akutem
Koronarsyndrom. Dies ist zunichst iiberraschend, da aufgrund der Thrombozytenaktivie-
rung im akuten Koronarsyndrom ein gegenteiliges Ergebnis erwartet wurde. Eine mogli-

che Erklarung kann in einer Dynamik der thrombozytiaren Konzentrationen wéhrend des
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Krankheitsverlaufes liegen. Ebenso ist ein Verbrauch der Thrombozyten und eine dadurch
erniedrigte Konzentration der Marker denkbar. Fiir die Marker Gremlin-1 und MIF wur-
de des Weiteren ein Sezernierungs-Mechanismus beschrieben. Diese konnten wahrend der
Thrombozytenaktivierung sezerniert werden und dadurch zu den bekannten erhéhten Blut-
plasmakonzentrationen beitragen und somit im Thrombozyten in niedriger Konzentration
vorliegen. Fiir Gremlin-1 zeigt sich eine statistisch signifikante abfallende Konzentrati-
on mit zunehmendem Schweregrad der koronaren Herzkrankheit. In Voruntersuchungen
wurde das Verhéltnis von Gremlin-1 zu MIF im Blutplasma als relevanter Faktor fiir die
klinische Ausprigung der KHK erkannt. Dieser Einfluss lésst sich bei den thrombozytiren

Konzentrationen nicht nachweisen.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit ist die Untersuchung der prognostischen Rele-
vanz der thrombozytiren Gremlin-1-Konzentration. Hierfiir l4sst sich in dieser Arbeit
kein Anhaltspunkt finden. Es zeigt sich kein Unterschied im ereignisfreien Uberleben
zwischen Patienten mit einer hohen und Patienten mit einer niedrigen initialen Gremlin-1-
Konzentration. Ebenso lisst die initiale Gremlin-1-Konzentration keine Riickschliisse auf

langfristig auftretende kardiovaskuldre Ereignisse zu.

Da das Vorliegen eines Diabetes mellitus ein besonderer Risikofaktor im Verlauf einer ko-
ronaren Herzkrankheit ist, wird eine ndhere Untersuchung des Einflusses von Gremlin-1
und MIF bei Diabetikern mit einer koronaren Herzkrankheit durchgefiihrt. Der Einfluss
eines Diabetes mellitus auf die thrombozytéren Konzentrationen von Gremlin-1 und MIF
ist hierbei gering. Es lésst sich jedoch ein Einfluss auf die Plasma-Konzentrationen von
Gremlin-1 und MIF bestitigen. Diabetiker weisen hierbei hohere plasmatische Konzen-

trationen von Gremlin-1 und MIF auf als Nichtdiabetiker.

Diese Arbeit zeigt interessante neue Erkenntnisse {iber die Konzentration von Gremlin-1
im Thrombozyten bei Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit. Dennoch sind viele
Mechanismen und Zusammenhénge auch weiterhin unklar. So sind die genauen Interak-
tionen zwischen den Markern noch nicht vollstindig verstanden. Auch der Zusammen-
hang zwischen den thrombozytidren und den plasmatischen Konzentrationen wurde bis-
lang noch kaum erforscht. Dies konnte weitere Riickschliisse auf die Ablaufe im Verlauf
einer koronaren Herzkrankheit erbringen. Insbesondere die Dynamik der thrombozytiren
Konzentrationen wéhrend des Krankheitsverlaufes ist eine spannende Fragestellung, wel-

che in weiteren Untersuchungen erforscht werden konnte.
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