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1. Einleitung

1.1 Atherosklerose
1.1.1 Atherosklerose - Epidemiologie

Die Atherosklerose gehdrt zu den pathognomonischen Ursachen fir die
Krankheiten mit den héchsten Morbiditats- und Mortalitatsraten [1]; die Folgen
der daraus entstehenden Krankheitsbilder, also der chronisch ischamischen
Herzkrankheit, des akuten Myokardinfarkts, Herzinsuffizienz und hypertensiven
Herzkrankheit, betrugen im Jahr 2014 rund 21,2% der Todesfélle in
Deutschland [2], in den Industrienationen fiihrt dieses Krankheitsbild am
haufigsten zum Tode [3]. Sie ist eine multifaktoriell bedingte, systemische
Erkrankung, die sich sowohl akut als auch chronisch in Form eines
Schlaganfalls, akuten Koronarsyndroms, koronarer Herzerkrankung oder
peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) manifestieren kann [4]. Die
Kosten der daraus entstandenen Gesundheitsschaden machen den Grof3teil
der Gesundheitskosten in den Industrielandern aus, allein in den USA belaufen
sich diese 2015 auf rund 316,6 Mrd. US$ [5]. Zu den Risikofaktoren, die die
Entstehung einer Atherosklerose begunstigen kdnnen, zahlen mannliches
Geschlecht, hohes Lebensalter, arterielle Hypertension, Diabetes mellitus,
Hyperlipidamie, Nikotinkonsum und chronische Niereninsuffizienz [6]. Heute
erst weild man, dass die Pathogenese ein komplexes, multifaktorielles
Geschehen ist, was durch den Lipidstoffwechsel, die individuelle Immunantwort

und multiple Zytokine beeinflusst wird [13].

1.1.2 Pathogenese der Atherosklerose

Die Entstehung der Atherosklerose ist bisher nicht vollstandig aufgeklart.

Beziglich der initialen Entstehung gibt es zwei Hypothesen:

Die erste Hypothese ist die Response-to-injury-Hypothese von Russell Ross,
die eine Verletzung der Gefaldintima-Schicht als grundlegende Voraussetzung
fur die Entstehung von Atherosklerose sieht. Dabei konnen die Schaden an der
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Neutrophil

Fibronectin

and Laminin
Degradation

Abbildung 1: Entwicklung der Atherosklerose im Zusammenspiel mit Inflammation,
Lipiden und endothelialer Dysfunktion [10]. Der Entstehung einer fibrésen Kappe als
Vorstufe eines atherosklerotischen Plaques gehen eine Vielzahl von Vorgadngen voraus, zum
Beispiel Monozytenmigration von intravasal nach subendothelial und deren Umwandlung zu
Makrophagen, welche lipidabhéngig zu Schaumzellen deformieren. Parallel findet eine T-
Zellaktivierung statt, wobei auch andere myeloische Zellen sowie Zytokine bei der Apoptose
von glatten Muskelzellen entscheidend sind. Aus:Yanwen Qin and Guo-Ping Shi. Cysteinyl
cathepsins and mast cell proteases in the pathogenesis and therapeutics of cardiovascular
diseases. Pharmacol Ther. 2011 Sep; 131(3): 338-350.

Intima multifaktoriell beginstigt sein, durch Trauma (z.B. durch arterielle
Hypertension), biochemische Schadigung, bakterielle oder virale Toxine [7].
Durch in-vitro und in-vivo Versuche konnte gezeigt werden, dass hierbei die
Gefal3schaden mit darauffolgender endothelialer Dysfunktion und vermehrter
Thrombozytenaggregation einhergehen [7]. Des Weiteren sind hier
Thrombozyten fir die Migration der glatten GefaRmuskulatur der Media-Schicht
in das Subendothelium von Bedeutung [8]. Die zweite Hypothese, die
Lipoprotein-Induced-Atherosclerosis-Hypothese des Nobelpreistragers Joseph
Goldstein, bezieht Lipide, insbesondere das LDL-Cholesterin, ein, welches von
Makrophagen aufgenommen wird, die sich dadurch zu den sogenannten
Schaumzellen differenzieren [9]. Beide Theorien weisen darauf hin, dass im
Rahmen der progredienten endothelialen Dysfunktion auch ein entzindlicher
Prozess stattfindet [10], der die Zellverbande des Endothels durchlassig macht

fur Zytokine und Makrophagen [8], die bis in die Media eindringen und den
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Gewebeumbau erméglichen. Die Entstehung der sogenannten ,fatty streaks” ist
das erste Stadium einer manifesten atherosklerotischen L&sion und
unmittelbare Vorstufe eines Atheroms [11]. Wachstumsfaktoren wie
beispielsweise der PDGF (Platelet-derived Growth Factor) [12] begunstigen das
weitere Wachstum der Atherome zu groéReren komplexen L&sionen, die
zusatzlich zu Monozyten, Makrophagen, Schaumzellen, proliferierten glatten
Muskelzellen und Endothelzellen auch verkalkte Areale und Cholesterinkristalle
enthalten [12]. Die Atherombildung wird von aktivierten T-Lymphozyten
mitbewirkt, die den inflammatorischen Progress vorantreiben [10]. Dabei
migrieren zunachst Monozyten und Makrophagen durch die permeable
Endothelzellschicht und fuhren hier zur T-Zell-Aktivierung [12]. Es kommt zur
Ausbildung einer fibrésen Kappe, die die atherosklerotische Plaque zum
GefalRslumen abgrenzt und stabilisiert [12]. Der individuelle molekulare Aufbau
des Plagues und seiner Vorstufen ist dabei abhangig von zahlreichen
Kofaktoren und dem Vorhandensein der verschiedenen kardiovaskularen
Risikofaktoren [11]. Eine wesentliche Rolle bei der Entstehung
atherosklerotischer Lasionen spielen aber immer die Schaumzellen, die sich
unmittelbar in die Subintima einlagern kdnnen oder aber neben den migrierten
und proliferierten glatten Muskelzellen der Media liegen [11]. Die vermehrte
Bildung von Kollagen ist Grundlage fir die spatere Entstehung der fibrésen
Plaques [12]. Das atherosklerotisch verénderte Gefal} ist nicht langer NO-
Sensitiv [12].

1.2 Atherosklerose-assoziierte Krankheitshilder der Studie

Die Atherosklerose ruft eine Vielzahl von pathologischen Veranderungen
hervor, in der vorliegenden Studie wurden die degenerative kalzifizierende

Aortenklappenstenose und die koronare Herzerkrankung untersucht [4],[14].

11
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1.2.1 Degenerative kalzifizierende Aortenklappenstenose

Die kalzifizierende Aortenklappenstenose wird haufig mit Atherosklerose
assoziiert, obgleich nur rund 50% der Patienten mit kalzifizierender
Aortenklappe auch Zeichen einer Atherosklerose zeigen [16]. Dieses
Krankheitsbild wird zunehmend bedeutsamer, die Pravalenz bei Erwachsenen
tber 75 Jahren betragt ca. 2,8% [16]. Etwa ein Viertel der Uber 65-Jéhrigen
zeigt bereits eine Sklerosierung der Klappe [15]. Dartber hinaus haben
Patienten mit Aortenklappensklerose ein 1,8-faches Risiko, ein neu
auftretendes koronares Ereignis zu entwickeln und ein erhdhtes Risiko eines
plétzlichen kardiovaskularen Todes ohne vorherige koronare Herzerkrankung
[17]. Neben der Sklerosierung und Kalzifizierung spielt die kongenitale
Anomalie der bikuspiden Aortenklappe eine wichtige Rolle in der Pathogenese
der Aortenklappenstenose; sie ist eine der haufigsten angeborenen
Herzfehlbildungen, mit einer Pravalenz von 1-2%, wobei mannliche Patienten
dabei rund 2-3mal haufiger betroffen sind als weibliche [18]. Im Folgenden soll
genauer auf die kalzifizierende Aortenklappenstenose eingegangen werden, da
diese im Rahmen der Studie untersucht wurde. Fir das Verstandnis der
Entstehung einer Sklerose ist die Grundkenntnis des normalen Klappenaufbaus
Voraussetzung: die ventrikulér gelegene Seite der Klappe besteht aus Elastin-
reichen Fasern, wohingegen die aortal-gelegene Seite reich an Fibroblasten
und zirkulér angeordneten Kollagenfasern ist [17]. Die fur die Kalzifizierung
typische Einlagerung von Knochen-ahnlichem Material, wie CaPOs4, und die
aktive Tatigkeit von osteogenen Progenitorzellen konnte dabei an den Klappen
nachgewiesen werden [19],[20]; Der Kalzifizierung geht ein inflammatorischer
Prozess mit verschiedenen Immunreaktionen voraus [17],[21]. Die
Sklerosierung der Aortenklappe kann bereits in jungen Jahren beginnen [15],
bleibt dabei lange asymptomatisch und wird meist Jahre vor dem Auftreten
klinischer Symptome diagnostiziert [22]. Dennoch I&sst sich im frihen Stadium
bereits eine strukturelle Veranderung des Herzens nachweisen, zum Beispiel
eine myokardiale Hypertrophie [25], um die Aortenstenose zunachst zu
kompensieren. Die LV-Funktion ist hier kein sensitiver Marker, da diese oft noch

lange normal bleibt [24]. Die Symptomatik einer fortgeschrittenen

12
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Aortenklappenstenose reicht von Dyspnoe, Angina pectoris und Synkopen mit

Hypotonie bis hin zum Herzversagen und pl6tzlichen Herztod [26]. Ein

therapeutisches-invasives Einschreiten wird derzeit unter sorgfaltiger

Abwagung von Schweregrad der Stenose, Risikostratifizierung und

Symptomatik empfohlen. Grundsatzlich sollte ein Ersatz der stenosierten

Aortenklappe erfolgen, sobald der Patient diesbeziiglich symptomatisch wird

[29],[30],[31]. Therapeutisch bestehen derzeit zwei Verfahren zur Behebung der

Aortenklappenstenose: der chirurgische Aortenklappenersatz oder der

interventionelle transarterielle Aortenklappenersatz (TAVI: Transcatheter Aortic

Valve Implantation) [27],[28]. Patienten mit niedrigem oder mittlerem

perioperativen Risiko und einem noch jungeren Lebensalter von unter 80

Jahren wird ein chirurgischer Aortenklappenersatz empfohlen, Patienten mit

hohem perioperativen Risiko und fortgeschrittenem Lebensalter wird meist eine
TAVI empfohlen [26],[29],[30]. Der Schweregrad der Aortenstenose wird nicht
invasiv mittels Echokardiographie und invasiv mittels Rechts-Links-Herzkatheter

ermittelt [31],[32]:

Tabelle 1: Einteilung der Aortenklappenstenose und —sklerose zur Klassifikation des

Schweregrades mittels Echokardiographie [23].

Anterograder Fluss(m/s) <2,5m/s 2,6- 3,0-4,0 |>4,0
2,9

Mittl. Druckgradient (mmHg) | - <20 | 20-40° | >40°
(<309) | (30-50?) | (>50?)

Aortenklappendffnungsflache | - >15 |1,0-15 |<1,0

(cm?)

Klappendffnungsflache Index >0,85 | 0,60- <0,6

(cm?/m?) 0,85

Geschwindigkeitsindex >0,50 | 0,25- <0,25

0,50

aESC Guidelines; PAHA Guidelines

13
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Das Outcome der Patienten mit Aortenklappenstenose gestaltet sich
unterschiedlich: Entgegen der Annahme, dass Patienten mit milder oder
moderater Stenose ein besseres Outcome haben, zeigt sich, dass diese
Gruppe im Falle eines schnellen Fortschreitens der Klappenkalzifizierung und
koronarer Herzerkrankung als Komorbiditat eine schlechtere Prognose besitzen
[30]. Patienten mit asymptomatischer, schwerer Stenose haben ein 80%iges
Risiko, innerhalb der nachsten vier Jahre zu versterben [33]. Vergleicht man die
therapeutischen MalRnahmen konventionell chirurgisch vs. interventionell, so
zeigt die TAVI in den Niedrig-Risiko Gruppen ahnliche Ergebnisse wie der
konventionell chirurgische Klappenersatz, was die Krankenhausmortalitat
betrifft, und eine niedrigere Krankenhausmortalitat in den Moderat- und Hoch-
Risiko Gruppen [34],[35]. Allerdings verbleibt bei der TAVI die native verkalkte
Aortenklappe in situ und kann den spateren Zugang zu den Koronargefal3en,
ebenso wie die im Rahmen der TAVI implantierten Klappenprothesen, erheblich
erschweren, so dass spatere Koronarinterventionen, zum Beispiel im Rahmen
eines akuten Myokardinfarktes, erschwert sind. Auch zur Lebensdauer der
TAVI-Prothesen gibt es bisher noch keine Langzeitdaten, da diese Prothesen
erst seit 2011 in héherer Zahl implantiert werden, und in den bisher
implantierten Patientenkollektiven aufgrund des hohen Lebensalters und der
ausgepragten Komorbiditat zwischen 60 und 85% der implantierten Patienten
bereits nach fiinf Jahren verstorben sind, sodass eine Aussage uber die

Haltbarkeit der TAVI-Prothesen bisher nur eingeschrankt maglich ist [35].

1.2.2 Koronare Herzkrankheit

Das zweite fur die Studie relevante Krankheitsbild ist die koronare
Herzkrankheit (im Folgenden auch kurz KHK genannt), welche durch
Atherosklerose entsteht. Zu den ,Koronarien® zahlen die linke Koronararterie
(LCA), welche sich in den Ramus interventricularis anterior (RIVA) und Ramus
circumflexus (RCX) aufteilt, und die rechte Koronararterie (RCA). In den
Industrielandern fuhrt die KHK mit ihren Folgen am haufigsten zum Tode [2], in
den USA allein ist sie fur 20% der Todesfalle im Jahr 2005 verantwortlich
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gewesen [36]. In den letzten Jahren kam es zu einer Risikoreduktion fur die
Entwicklung einer KHK durch effektive Medikamente zur Cholesterinsenkung
und besseren Einstellung einer arteriellen Hypertonie, sowie sinkenden
Raucherzahlen und erhdhter korperlicher Aktivitat [37]. Diese Effekte werden
aber aufgehoben durch zunehmende Fettleibigkeit und steigende Diabetes
mellitus-Pravalenz [37]. Die Entstehung der KHK beruht auf der Pathogenese
der Atherosklerose, also der Entstehung von atherosklerotischen Plaques an
den arteriellen Koronargefaldwanden [38]. Risikofaktoren sind neben
mannlichem Geschlecht und familiarer Disposition Ubergewicht, Nikotinabusus,
erhohte Serum-Cholesterinspiegel, erhohter arterieller Blutdruck, Diabetes
mellitus und chronische Niereninsuffizienz [37],[39]. Symptomatisch auf3ert sich
die KHK meist durch Angina-pectoris Anfalle [40], attackenartige retrosternale
Brustschmerzen, haufig belastungsinduziert und in Ruhe verschwindend. Die
stenosierten Koronargefal3e kdnnen mit fortschreitender KHK und
Gefalverkalkung die Myokardperfusion nicht mehr ausreichend gewabhrleisten,
was zu akuten Ischamien fuihrt. Bei Frauen und bei Diabetikern treten oft
atypische Beschwerden auf oder es kommt zu einem stummen Myokardinfarkt
[41]. Tats&chlich ist bei den meisten Patienten das erste Symptom einer
koronaren Herzerkrankung nicht die stabile oder instabile Angina pectoris,
sondern der akute Myokardinfarkt ohne vorausgehende Prodromi [41]. Die
koronare Herzerkrankung kann unterteilt werden in stabile Angina pectoris,
instabile Angina pectoris, Nicht-ST-Hebungsinfarkt und akuten ST-
Hebungsinfarkt. Die instabile Angina pectoris, der akute Nicht-ST-
Hebungsinfarkt und der akute ST-Hebungsinfarkt werden auch unter dem
Sammelbegriff akutes Koronarsyndrom, kurz ACS zusammengefasst [42].
Charakteristisch fur die stabile Angina pectoris sind belastungsabhangige
Beschwerden, die auch durch Kélte oder Stress ausgeldst werden kénnen, und
in Ruhe oder durch Nitratgabe verschwinden [43]. Instabile Angina pectoris ist
dadurch gekennzeichnet, dass sie entweder erstmals beim asymptomatischen
Patienten oder gar in Ruhe auftritt. Naheres zu STEMI und NSTEMI siehe unter
2.1.1. Diagnostisch kann man die KHK und ihre Stenosen am genauesten mit
der Koronarangiographie diagnostizieren [44]. Die weitere Diagnostik fur eine

koronare Herzerkrankung besteht aus der Anamnese mit Erhebung der
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Symptome und der kardiovaskularen Risikofaktoren sowie anderer bereits
vorbekannter kardiovaskularer Erkrankungen, dem Ruhe-EKG und dem
Belastungs-EKG (signifikante, charakteristische
Erregungsruckbildungsstorungen wie ST-Streckensenkungen), der
Echokardiographie und gegebenenfalls der radiologischen Bildgebung, wie
Kardio-Computertomographie, Kardio-Kernspintomographie oder
Myokardszintigraphie [45]. Um das Fortschreiten der KHK zu reduzieren, sollte
diese nach Moglichkeit praventiv therapiert werden [36]; dazu gehort eine
optimale Lebensweise mit Nikotinabstinenz, gesunder Erndhrung,
Gewichtsnormalisierung und einem gut eingestellten arteriellen Blutdruck [46];
eine vorbestehende Hyperlipidamie sollte so gut wie mdglich eingestellt werden,
Statine bieten hier einen erfolgreichen Ansatz zur Senkung des Gesamt-
Cholesterins und des LDL-Cholesterins (= Atherosklerose-Pathogenese) und
beeinflussen dabei das HDL-Cholesterin nicht negativ [47]. Vor allem Menschen
mit genetischer Disposition haben einen enormen Benefit von einer Statin-
Therapie [48]. Eine wichtige S&ule der sekundaren KHK-Therapie ist die
Thrombozytenaggregationshemmung, welche meist mit Aspirin durchgefuhrt
wird [49]. Um die medikamenttse Therapie fur die Patienten mit manifester
KHK zu erleichtern, gibt es seit neuestem fir die optimale Einstellung der
Risikofaktoren die sogenannte ,Polypill“, eine Kombipille aus Aspirin, Statin und
ACE-Hemmer, ein Vorteil vor allem fiir Patienten, die multimorbide sind oder
schon alter, und die bei der Vielzahl an Medikamenten, die sie taglich
einnehmen sollen bisweilen den Uberblick verlieren [50]. Nach einer
Koronarintervention mittels perkutaner transluminaler Angioplastie und/oder
Stentimplantation, wie etwa nach einem akuten Myokardinfarkt, wird zuséatzlich
noch eine duale Plattchenhemmung fir einen begrenzten Zeitraum
durchgefuhrt: Zum Einsatz kommen hier Thrombozytenaggregationshemmer,
die den ADP-Rezeptor vom Subtyp P2Y12 (Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor,
Cangrelor) inhibieren [51],[52]. Bei eingeschréankter Pumpfunktion oder
zusatzlich bestehenden Herzrhythmusstérungen ist der Einsatz eines (3-
Blockers vorteilhaft, um das Myokard zu entlasten und einen Circulus vitiosus
durch Aktivierung des Sympathikus im Rahmen der Herzinsuffizienz zu

vermeiden [53],[54]. Die primér-praventive Therapie zielt darauf ab, die
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Ausbildung héhergradiger hdmodynamisch relevanter Koronarstenosen zu
vermeiden. Haufig reicht die durchgefiihrte Primar-Pravention aber nicht aus,
sodass es im weiteren Verlauf notwendig sein kann, immer wieder
RevaskularisationsmalRnahmen (interventionelle Therapie mit perkutaner
transluminaler Koronar-Angioplastie (PTCA) und/oder Stentimplantation sowie
konventionelle operative Therapie mit aortokoronarer Bypassoperation)
durchzufiihren. Bei einfachen hochgradigen (>70% Lumeneinengung) Stenosen
kann dies mit gutem Ergebnis mittels PTCA und Stentimplantation durchgefuhrt
werden, bei einer Dreigefal3-KHK, hochgradiger Hauptstammstenose,
hochgradiger LCA-Stenose oder Stenosen von RCX und RIVA zeigt der

Koronararterienbypass (=CABG) ein besseres Outcome [55].

1.3 BMPs — Bone Morphogenetic Proteins und Gremlin

Im Rahmen der Studie wurden verschiedene molekulare Mechanismen
untersucht, die eine Rolle in der Atherosklerose spielen, wie die Bone

Morphogenetic Proteins 2, 4, 7.

1.3.1 Generelle Funktion der Bone Morphogenetic Proteins 2/4/7

BMPs sind pleiotrope Zytokine des TGF-B-Signalweges, die Uber Typ | und Typ
[l Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren und intrazellulare Smad-
Transkriptionsfaktoren kommunizieren [56]. Sie liegen zunachst intrazellular als
Vorlauferproteine mit einem N-terminalen Aminopeptidende fir Faltung und
Sekretion und einem aktiven C-terminalen Ende vor [57]. Sie werden von der
taktgebenden Zelle ausgeschiittet und binden an Rezeptoren der benachbarten
Zellmembranen, wobei die Affinitdt zum Typ I-Rezeptor gegentber dem Typ II-
Rezeptor erhoht ist [58]. Nach Sekretion, Ausbildung von Dimeren und Bindung
an ihren Rezeptor fuhren die BMP-Homodimere zur Aktivierung des Smad-
Signalling Pathways, sodass das Signal ins Zellinnere weitergeleitet wird [59].
AnschlieRend wird in der Signalkaskade die Zellkernaktivitat und somit die

Genaktivitat der Zelle verandert [59]. Die Einteilung der BMPs erfolgt anhand
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des im Rahmen der Evolution der Arten hochkonservierten Cysteine-Knots, den
alle BMPs besitzen, der sich aber geringfligig zwischen den einzelnen
Proteinen unterscheidet, in BMP-2/4, BMP-5/6/7/8, GDF-5/6/7 und BMP-9/10
[59]. In der vorliegenden Studie wurde die Protein-Expression von BMP 2, 4
und 7 analysiert, weil diese Vertreter der BMPs bekanntermal3en eine Rolle im
Rahmen der Pathogenese der Atherosklerose spielen und bereits in
Thrombozyten und Monozyten nachgewiesen werden konnten. Uber Bone
Morphogenetic Protein Receptor 1 (BMPR1) wird ein intrazellularer Smad-
Signaltransduktionsweg induziert, wobei Smad-Proteine in 3 Gruppen unterteilt

werden kdnnen:

- Rezeptor-regulierte Smads (R-Smads)
- Inhibitorische Smads (I-Smads)

- common-mediator Smads, wie Smad4 (Co-Smad).

Inhibitorische Smads (I-Smad6 und 7) hemmen die durch BMPs und TGF-31

Extracellular regulators:
Noggin, Chordin, CAN family,
twisted gastrulation, BMPER,
MGP

Type lll receptors/Co-receptors:
betaglycan, endoglin,

RGM family

Type |l receptors Type | receptors
ARRARAAARRAARAArAAAnilIR T AR AARARAARRAARAARR
SHEEEEBELEEEHEELEEEEEE SEEEEEEBELEEEHEEEEEEEEYE

Plasma membrane

S

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Antagonisten der BMPs und deren
Wirkmechanismus [56] Sowohl BMPs als auch deren Antagonisten (braunes Viereck)
haben eine Affinitét zu Typ I/1l-Rezeptoren. Kompetitiver Antagonismus bestimmt den
Bindungspartner des Rezeptors, und somit das intrazellulare Signalling. Mittels Rezeptor-
Phosphorylierung wird die MAP-Kinase aktiviert, was wiederum eine erhdhte Gen-
Expression bewirkt und Smad-abhé&ngige Vorgénge inhibiert. Aus: Cai J, Pardali E,
Sanchez-Duffhues G, ten Dijke P. BMP signaling in vascular diseases. FEBS Lett. 2012 Jul
4;586(14):1993-2002.
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vermittelten Rezeptorsignale, indem sie den Abbau von BMP-Rezeptoren und
R-Smads einleiten [60]. Ubiquitare Smad-Ligasen (Smurfl und Smurf2) werden
ebenfalls durch I-Smads aktiviert und fiihren zum Abbau von Rezeptoren [60].
Die Aktivitat der BMPs kann von deren Antagonisten an ihren Rezeptoren
blockiert werden mittels kompetitivem Antagonismus. Dabei lassen sich die
Antagonisten in drei Untergruppen einteilen: die CAN (Cerberus/DAN) Familie
zu der Gremlin-1 und Gremlin-2 gehdren, twisted gastrulation, Chordin und
Noggin [61]. Diese und noch weitere Antagonisten sind wichtig in der
Embryonalentwicklung, da es ohne sie zu Defekten im Setup der Kérperachsen
kommt sowie zu Defekten im kardiovaskularen System, in Nieren, Riickenmark
und Knochenformierung [62]. Nachdem BMP-Liganden an Rezeptoren binden
und sich Typ-I- und Typ-lI-Rezeptoren zu einem heteromeren Komplex
zusammenschlie3en, kommt es zu einer Phosphorylierung des Typ-I-Rezeptors
durch die Typ-llI-Rezeptor-Kinase [63]. Der aktivierte Typ-I-Rezeptor wiederum
aktiviert die Smad-Proteine, welche an der intrazellularen Signalibertragung
beteiligt sind. Dartiber hinaus gibt es noch Smad-unabhéngige Signalwege,
beispielsweise Uber MAP-Kinasen, PI13-Kinasen, Protein-C-Kinasen und Rho-
GTPasen, welche Gber BMPs aktiviert werden kénnen [63], und in der
Pathogenese vaskularer Erkrankungen, wie der pulmonalarteriellen Hypertonie,
eine Rolle spielen [64]. Die BMPs sind in der Angiogenese von Bedeutung, vor
allem BMP 2, 4,(6) und 7 induzieren die Angiogenese, Endothelzellproliferation
und —migration [65]. Auch in der Proliferation und Differenzierung der glatten
Muskelzellen ist die Rolle von BMP2 und 7, welche die Proliferation von glatten
Muskelzellen hemmen und gleichzeitig deren Differenzierung férdern, zu
beachten [66],[67]. Nachweislich ist deren Aktivitat steigend mit Zunahme einer
Diabetes-mellitus-induzierten Hyperglykamie [68]. Dies ist auf die Rolle der
BMPs in der Organogenese des exokrinen Pankreas zurtickzuftihren [69],
wenngleich auch bei der Entstehung der endokrinen Malfunktion des Pankreas
ein indirekter Zusammenhang eruierbar ist: bei der Entwicklung der
Pankreasinselzellen sind inflammatorische Prozesse involviert [70], welche
wiederum uber Zytokine die Expression von BMP2 induzieren [71]. Erhdhte
BMP-Expression korreliert positiv mit dem menschlichen HbAlc-Spiegel [72].
Uber vermehrte Ausschuttung von VEGF stimulieren BMP2 und 4 die
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Angiogenese [73], was in der Karzinomentstehung von Bedeutung ist; deren
fehlerhafte Exprimierung konnte bei Ovarial-, Magen-, Lungen-, Prostata- und
Dickdarmkrebs nachgewiesen werden [74]-[79]. Auch in der Nephrogenese sind
BMP4 und 7 von Bedeutung, BMP4 stimuliert hier das mesenchymale
Wachstum der Nephrone, verhindert frithzeitigen Zelltod und fordert so die
Entstehung der Ureteren und Nieren [80]. Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz weisen erhéhte Serum-BMP4-Spiegel auf [81], wohingegen
die vermehrte Expression von BMP7 im distalen Tubulus, Podozyten und
Sammelrohren prognostisch gunstiger ist, was den Progress der chronischen
Niereninsuffizienz betrifft; erhéhte renale BMP7-Expression spricht fir eine
langer erhaltene Nierenfunktion und ist frith vermindert, sobald renale
Fibrosierungsvorgénge stattfinden [82]. Eine Verminderung der BMP7-
Expression, deren Rezeptoren und Smad 1/5/8 bei Nierenzellkarzinomen stellt
eine Verbindung von deren Rolle in der Tumorneogenese her [83]. Auch die
Serumspiegel von BMP2 sind bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
erhoht, hier korreliert der BMP2-Serumspiegel tiber den Wnt/B-catenin-
Signalweg positiv mit Kalziumeinlagerungen in der glatten Gefalmuskulatur
und mit der Gefallverkalkung [84]. Heterozygote Genmutationen fur den BMPII-
Rezeptor sind mit 70% der familiaren pulmonalarteriellen Hypertonie (=PAH)
und 20% der sporadischen PAH assoziiert [85], welche zu einer geringeren
Expression der endothelialen NO-Synthetase fuhren und so zur Pathogenese
der PAH beitragen [86].

1.3.2 Rolle der Bone Morphogenetic Proteins 2/4/ 7 in der

Atheroskleroseentstehung

Wie bereits bei der Pathogenese der Atherosklerose beschrieben, sind hier
vorrangig kalzifizierende Vorgange von Bedeutung, sowohl am GefalRendothel
als auch an den Aortenklappen. Die Kalzifikation zeigt dabei, wenngleich eine
ektope Verknécherung der Klappen und Gefal3e nicht nachweisbar ist, einen
osteogenen Vorgang mit entsprechender Genexpression [87], und somit grol3e
Ahnlichkeiten mit der Knochenmineralisierung [88]. Auch die
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Proposed Role of BMP2MSX2 in Vascular Calcification

BMP-2

MSX2 MSX2/50X9 - Chondrogenesis
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Osteoprogenitor Migration -—— Capillary +——— VEGF

‘L Invasion
RUNX2/Cbfal RUNX2/Cbfal
Osterix Osterix
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Sclerosis)

Abbildung 3: Funktion der BMPs in der Atherosklerose und Kalzifizierung [88].
Ausgangspunkt der MSX2-gesteuerten Osteoprogenitorzell-Migration sowie Chondrogenese ist
unter anderem BMP2. Parallel findet Osterix-vermittelt die Osteoblastendifferenzierung statt, mit
letztlicher Verkalkung der Intima (Atherosklerose) und Media (Mdnckeberg-Sklerose). Aus:
Hruska KA, Mathew S and Saab G. Bone morphogenetic proteins in vascular calcification. Circ
Res. 2005;97:105-14.
proinflammatorische Wirkung von BMPs, vor allem von BMP 2 und 4, ist fir die
endotheliale Dysfunktion verantwortlich [89]. Sie sind maf3geblich an der friihen
Morphogenese von Herz und Klappenapparat, also auch der Aortenklappe,
beteiligt [90], wobei die Differenzierung der Osteoblasten aus mesenchymalen
Vorlauferzellen entscheidend durch BMP2, 4, und 7 reguliert wird [91].
Perizyten, mesenchymale Stammzellen und glatte GefaBmuskelzellen sind
Zellen, die sich in Gefal3en zu Osteoblasten differenzieren konnen [92]-[94].
BMP2 und 7 induzieren die Expression der Transkriptionsfaktoren Runx2 und
Osterix [95]-[98] in mesenchymalen Stammzellen und leiten so deren
Differenzierung zu Osteoblasten ein. Glatte Gefalimuskelzellen kdnnen sich
nicht nur zu Osteoblasten umwandeln, sondern sind auch in der Lage,
extrazellulare Matrix zu produzieren und zu proliferieren [99]; dieser Vorgang
wird durch BMP2 und 4 geférdert, und somit auch der Vorgang der
Kalzifizierung [100],[101]. Dies ist abhangig vom Stadium der Zellteilung: wirkt

BMP2 genau im Zellzyklusarrest an den vaskularen glatten Muskelzellen, so
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werden diese zur Expression von Msx2 angeregt, einem Transkriptionsfaktor,
welcher wiederum die Expression osteogener Gene férdert, wie der alkalinen
Phosphatase (ALP) oder Osteopontin [102],[103]. Erh6hte ALP-Aktivitat geht
mit einer vermehrten Ablagerung von Kalziumphosphat in der extrazellularen
Matrix einher und zeigt so osteogene Wirkung [104]. Durch Msx2 wird Osterix
(Osx) vermehrt produziert, welcher per Transkription die Mineralisierung und
Osteoblastendifferenzierung in allen Knochen reguliert [105],[106]. Der Effekt
von BMP7 hingegen ist im Vergleich zum Effekt BMP2 etwas unterschiedlich:
So unterstitzt BMP7 im Gegensatz zu BMP2 die glatten Muskelzellen der
GefalRe in ihrem urspringlichen Phanotyp, und nicht etwa deren Umbau
[107],[108]. Als Begrundung hierfir werden unterschiedliche spezifische
Rezeptoren genannt, wie beispielsweise Endoglin (ein Typlll-TGFB-Rezeptor),
welcher BMP2, aber nicht BMP7 bindet [109].

1.3.3 Funktion von Gremlin 1 und 2

Gremlin 1 und 2 gehoren zur Cystein-Knot Superfamilie und inhibieren
bestimmte ihrer Vertreter, namlich BMP2, 4 und 7 [61]. Sie sind Teil der
sogenannten DAN-Familie (=differential screening-selected gene in
neuroblastoma), welche sieben Molekile beinhaltet: Nbl1 (=DAND1), SOST
(Sclerostin), USAG-1/Wise (uterine sensitization-associated gene-1), Coco
(DANDS), Gremlin-1 (Gremlin, Drm), Cereberus (Cerl) und Gremlin-2 (PRDC,
Protein related to Dan and Cereberus) [110]. Des Weiteren lassen sich die
Mitglieder der DAN-Familie hinsichtlich ihrer Aminosauren und Cystein-
Formation in drei Hauptgruppen einteilen: 1) Gremlin-1 (Gremlin), Gremlin-2
(PRDC), Cereberus und Coco (8 Cystein), 2) SOST und USAG (9 Cystein), 3)
NbI1 (10 Cystein) [111]. Wie bereits unter 1.3.1 erwahnt, ist das molekulare
Verhalten der BMPs und der Gremlins von kompetitivem Antagonismus
gekennzeichnet. Vor allem die BMP-Antagonisten Gremlin 1 (Gremlin), Gremlin
2 (PRDC) und Coco scheinen diesbezuglich vor allem inhibitorisch auf BMP2,
BMP4 und BMP7 zu wirken [112]-[116]. Sie entfalten ihre inhibitorische

Wirkung, indem jeweils ein Gremlin-Protein mit einem BMP-Protein ein
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S:

Abbildung 4: Dreidimensionale Struktur der Proteine von BMP7 (links), Gremlin 1
(rechts) [121]. Die Grundstrukturen von BMPs und Gremlin &hneln sich stark, sodass deren
hohe Affinitat zu denselben Rezeptortypen deutlich wird. Aus: Avsian-Kretchmer O, Hsueh
AJ. Comparative genomic analysis of the eight-membered ring cystine knot-containing bone
morphogenetic protein antagonists. Mol Endocrinol. 2004 Jan;18(1):1-12.

Heterodimer bildet, sodass die Ausbildung von BMP-Homodimeren verhindert
wird und die BMPs ihre Wirkung am Rezeptor nicht mehr entfalten kénnen
[121]. Dies wird besonders deutlich, wenn man die molekularen Strukturen von
BMP7 und Gremlin 1 (Abbildung 4) betrachtet. Die anderen Mitglieder der DAN-
Familie besitzen ebenso inhibitorische Wirkung auf die Bone Morphogenetic
Proteins, jedoch in geringerem Ausmalf3 und mit Bindung an teilweise andere
BMP-Vertreter (BMP5/6) [117]-[120]. Molekularbiologisch wurden lange Zeit
Disulfid-Briickenbindungen der DAN-Mitglieder als Voraussetzung fur deren
Wirkung auf die BMPs angesehen, welche diese zu einem Homodimer-
Komplex formieren sollten [121]. Mittlerweile geht man aber vielmehr davon
aus, dass diese Molekile nicht Giber Disulfid-Briicken zu einem Homodimer
konvergieren, sondern vielmehr als B-Faltblattstrukturen auftreten [122],[123].
Die ahnlichen Protein-Strukturen der BMPs und der Gremlins lassen aber auch
ahnliche Eigenschaften an den Rezeptoren vermuten: so fordert Gremlin,
genau wie die BMPs, die Angiogenese und somit das Tumorwachstum, was

aber nicht in Verbindung gebracht werden konnte mit dessen direkter Wirkung
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auf BMPs, sondern vielmehr mit dessen eigener Wirkung am VEGF-Rezeptor
VEGFR2 [124]. Auch die bisherige Annahme, BMP2 und Gremlinl wirden
einen 1:1 Komplex bilden, womit die Wirkung von BMP2 aufgehoben werden
wuirde, scheint moglicherweise nicht der einzige Mechanismus zu sein: so
formieren sich diese beiden Proteine eher zu Oligomeren als zu Dimeren.
Dieser inhibitorische Mechanismus unterscheidet sich mal3geblich zu dem
anderer Inhibitoren von BMP2, wie Chordin und Noggin [125]. Die genauen
molekularen Interaktionen zwischen BMP 2,4,7 und Gremlin 1,2 missen aber

noch genauer untersucht und weiter erforscht werden.

1.3.4 Rolle von Gremlin 1 und Gremlin 2 in der Atheroskleroseentstehung

Die Rolle der BMPs, Gremlins und MIF fiir die Pathogenese der degenerativen Aortenstenose
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Abbildung 5: Rolle der BMPs und Gremlins in der Entstehung der Atherosklerose und
Aortenstenose. Diese Darstellung zeigt den Zusammenhang der BMPs und Gremlins bei
Inflammation und Proliferation der vaskularen Endothelzellen, Schaumzellentstehung,
Differenzierung von glatten Muskelzellen zu Osteoblasten und der Entstehung eines instabilen
Plaques, was letztlich auch in eine Kalzifizierung der Aortenklappe mindet. Aus: Ergebnisse
der Arbeitsgruppe um Karin Mdller, Iris Mller

Gremlin verhalt sich, wie bereits beschrieben, meist antagonistisch im Vergleich

zu den Bone Morphogenetic Proteins. Es gibt aber noch weitere Proteine, mit
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denen Gremlin interagiert und deren Wirkung Gremlin inhibieren kann. Hier ist
im Kontext der Pathogenese der Atherosklerose der Macrophage Migration
Inhibitory Factor (MIF) zu nennen. Der essentielle Schritt bei der Entstehung
der Atherosklerose, die Bildung von Schaumzellen, wird durch Gremlin in vitro
gehemmt [126]. MIF ist ein pro-inflammatorisches Protein, das die Entstehung
der Schaumzellen aus Makrophagen in vitro férdert und in vivo zum Progress
der Atherosklerose durch Férderung der Schaumzellbildung in Mausen beitragt.
Gremlin wird ebenso wie MIF in Monozyten, Makrophagen, Schaumzellen und
glatten Muskelzellen exprimiert [127]. Im Folgenden soll erlautert werden, wie
sich der Antagonismus von Gremlin 1 und 2 und MIF in der Entstehung der
Atherosklerose auswirkt. Abbildung 5 verdeutlicht schematisch die Entstehung
der Atherosklerose unter Beriicksichtigung von BMPs, MIF und Gremlin.
Gremlinl hemmt hier das Wachstum atherosklerotischer Plaques, durch
Inhibition von MIF [127]. Kurzlich konnte aul3erdem gezeigt werden, dass nach
einem Myokardinfarkt Gremlin 2 zunachst hochreguliert wird, was diesen als
inflammatorischen Marker demaskiert. Dies beruht auf einer erhéhten BMP-
Signalaktivierung, welche durch erhohte Gremlin2 — Expression antagonisiert
wird. Somit kann eine erh6hte inflammatorische Antwort nach einem

Myokardinfarkt durch Gremlin 2 reduziert werden [128].

1.4 Zusammenfassung Bone Morphogenetic Proteins 2/4/7 vs. Gremlin 1/2

Die Bone Morphogenetic Proteins, als Vertreter der TGF-B-Superfamilie
einerseits, und die Gremlin Proteine 1 und 2, als deren Antagonisten
andererseits, erflllen eine Vielzahl an molekularen Eigenschaften. So wirken
die BMPs Angiogenese-fordernd und hemmen oder férdern die Proliferation der
glatten GefaRmuskelzellen [65]. Auch hyperglykdme Plasmaspiegel werden mit
erhohten BMP (2)-Spiegeln und somit erhohter Inflammation in Verbindung
gebracht [70]-[73]. Sie fordern teilweise die Entstehung bzw. Differenzierung
verschiedener Karzinome [74]-[79]. Bei Patienten mit eingeschrankter
Nierenfunktion werden erhéhte BMP2-, BMP4-Expressionen gemessen, BMP7

wirkt hingegen nephroprotektiv [80]-[84]. Des Weiteren sind die BMPs an der
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Entstehung der endothelialen Dysfunktion sowie GefalRkalzifizierung beteiligt
[89]. Gremlinl und 2 sind Mitglieder der DAN-Familie, einer Antagonisten-
Gruppe der BMPs, die vorrangig als Antagonisten der BMPs 2, 4 und 7 wirken
[61]. Gremlinl reduziert die Schaumzellbildung in vitro und die Entstehung von
atherosklerotischen Lasionen in vivo, was den Progress der koronaren
Herzerkrankung gunstig beeinflusst. Kirzlich konnte au3erdem gezeigt werden,
dass nach einem akuten Myokardinfarkt Gremlin2 eine erhéhte BMP-
Signalaktivierung antagonisiert und so eine erhohte inflammatorische Antwort
nach einem Myokardinfarkt reduziert [128]. BMPs und Gremlins haben haufig
denselben Angriffspunkt, jedoch mit unterschiedlichen Effekten, welche letztlich

zu deren Antagonismus, aber auch Synergismus, fuhren.

1.5 Funktion der Thrombozyten in der Entstehung der Atherosklerose

Thrombozyten und deren Aggregation spielen eine entscheidende Rolle in der
Genese der Atherosklerose. Sie sind kleine Blutbestandteile, mit einem
Vorkommen von ungefahr 150.000 bis 450.000/ul Blut [129]. Neben der
endothelialen Dysfunktion beeinflussen die Thrombozyten essentiell die
Entstehung atherosklerotischer Plagues, sowie eine daraus resultierende
verminderte Ausschittung von Prostazyklin und NO [130]. Auch die
Sezernierung verschiedener Botenstoffe durch Thrombozyten, wie
beispielsweise Histamin und Thromboxan, ist hierbei wichtig, welche
Monozyten und Granulozyten anlocken [131]. Sie besitzen die Fahigkeit, bei
Aktivierung ihre Form zu veréandern, von diskoider Form zu Echinospharozyten
mit Pseudopodien (=Auslaufern) [132],[135]. Physiologischerweise
durchstrémen Thrombozyten die Blutgefal3e, ohne dabei an deren Wande zu
adharieren [133],[135]. Bei Endothelschaden oder endothelialer Dysfunktion
werden Matrixproteine wie zum Beispiel der von-Willebrand-Faktor freigesetzt,
welche die Thrombozytenadhasion an den GefalBwanden fordern [134],[135].
Die Bildung von Thromboxan Az wird durch eine erhohte intrazellulare Ca?*-
Konzentration durch Interaktion mit Agonisten wie ADP geférdert
[135],[136],[137]. Dadurch kommt es zur Entleerung der thrombozytéaren
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Granula sowie zur vermehrten Expression des Fibrinogenrezeptors GPIIb/llla,
welcher mal3geblich an der stabilen Vernetzung von Thrombozyten
untereinander beteiligt ist [136],[137]. Die bei der Atherosklerose elementare
Schadigung der Gefallwande wird durch Infiltration erhdhter LDL-Cholesterin-
Mengen in die arterielle Gefallwand und durch Schaumzellenbildung aus
Makrophagen bedingt und aufrechterhalten [138]. Bereits in diesem Stadium
adharieren Thrombozyten an den GefaBwanden [139]. Die Ausbildung stabiler
atherosklerotischer Plagues wird zuséatzlich getriggert durch die
Thrombozytenaggregation [140]. Bei Plaqueruptur wird erneut subendotheliale
Matrix freigelegt, was eine erneute und vermehrte Aggregation der
Thrombozyten zur Folge hat [134]. Daraufhin kann es distal der Ruptur zu einer
Thrombosierung des betroffenen Gefaldes mit akutem Verschluss und
konsekutivem Myokardinfarkt kommen [141]. Diese Punkte verdeutlichen, dass
die Thrombozytenaggregation bzw. deren Hemmung einen wichtigen Faktor bei
der medikamentoésen Therapie und Prophylaxe der atherosklerotischen
Krankheitsbilder darstellt. Das klassische Medikament ist hier das ,Herz-ASS*,
Aspirin. Als COX1-, und COX2- Inhibitor (=Cyclooxygenase) wirkt es hierbei
thrombozytenaggregationshemmend, und hemmt die Bildung von Thromboxan
Az in Thrombozyten. Thromboxan A: ist ein Prostaglandin, welches in
Thrombozyten gebildet wird. Es aktiviert die Thrombozytenaggregation mittels
Thromboxan Rezeptoren, welche mit dem vom Endothel gebildeten
Prostazyklin in Wechselwirkung treten [142]. Jedoch wirkt Aspirin nicht bei allen
Patienten gleich effektiv auf Thrombozyten; so haben Patienten mit einer Stent-
Thrombose in der Vorgeschichte ein héheres Risiko, dass die Wirkung von
Aspirin auf deren Thrombozyten nicht so effektiv ist wie die der Patienten ohne
Stent-Thrombose [143]. Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung und
einem Typ-2-Diabetes haben bei einmaliger Aspirineinnahme innerhalb von 24
Stunden bisweilen eine gesteigerte Thrombozytenaggregation [144]. Eine
weitere Option der Thrombozytenaggregationshemmung stellen die P2Y12-
Rezeptor-Antagonisten dar, zu welchen Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor und
Cangrelor zéhlen. Sie blockieren selektiv die Bindung von ADP am ADP-
Rezeptor P2Y12 auf der Thrombozytenoberflache [145]. Gerade nach einer

PTCA und/oder nach Einsetzen eines intrakoronaren Stents (bare metal stent
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Abbildung 6: Angriffspunkte verschiedener Pharmaka wahrend der
Thrombozytenaggregation, -adhasion [140]. Verschiedene
Thrombozytenaggregationshemmer wie ASS oder Clopidogrel greifen in die Aggregation ein,
wahrend GPIIb/llla-Antagonisten die Vernetzung der Thrombozyten untereinander unterbinden.
Aus: Bhatt DL. Intensifying platelet inhibition--navigating between Scylla and Charybdis. N Engl
J Med. 2007 Nov 15;357(20):2078-81

(BMS) oder drug eluting stent (=DES)) verbessert die Kombination von Aspirin
und einem P2Y 12-Rezeptor-Antagonisten das klinische Outcome, mit
verminderten Mortalitatsraten durch Re-Stenosen aufgrund von akuten oder
subakuten Stent-Thrombosen [146]. Clopidogrel und Prasugrel sind Prodrugs,
sie werden in der Leber von Cytochrom-P450 zu aktiven Wirkstoffen tberfihrt.
Bei Vorliegen genetischer Polymorphismen kann es bei einem LOF (=Loss of
function) von CYP2C19 (transformiert Clopidogrel in seine aktive Form) zu
einem erhohten Risiko postinterventioneller Ereignisse wie Stent-Thrombosen
kommen [147]. Bei Patienten mit stabiler KHK nach dualer Plattchentherapie
(Aspirin und Clopidogrel) ist die endotheliale Funktion durch erhéhte
Restaktivitat der Thrombozyten beeintrachtigt, was ein erhéhtes Risiko flr
weitere kardiovaskulare Ereignisse birgt [148]. Die Vernetzung der
Thrombozyten untereinander mittels GPlIb/llla-Rezeptoren kann durch
dementsprechende GPIIb/lIlla-Hemmer wie Abciximab, Eptifibatid und Tirofiban
gehemmt werden. Auch niedermolekulare Heparine sind zur Therapie und

Prophylaxe nicht nur venéser Thrombembolien geeignet, sondern auch zur
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Prophylaxe von atherothrombotischen Komplikationen bei akutem
Koronarsyndrom, und l6sen so unfraktioniertes Heparin in seiner Wirkung ab
[149]. Bei allen diesen Arzneimittelgruppen ist gegen den protektiven Effekt
beziglich der Vermeidung einer Stentthrombose das durch sie erhohte

Blutungsrisiko abzuwagen.

1.6 Funktion der Monozyten in der Entstehung der Atherosklerose

Eine Vielzahl an Faktoren spielt eine Rolle bei der Entstehung der
Atherosklerose. So ist ein fokaler Anstieg des Lipoproteingehaltes an
bestimmten Regionen der Gefal3intima der Vorlaufer fir die Entstehung der
sogenannten ,fatty streaks” [11]. Lipidreiche Partikel reichern sich dort nicht nur
an, sondern kdnnen an Bestandteile der extrazellularen Gefaldwandmatrix
binden, wodurch nicht nur die NO-Synthetase-Funktion eingeschrankt wird,
sondern auch eine Oxidierung der Low-Density-Lipoproteins (LDL wird zu
oxLDL) maéglich wird [12]. Auch die erhéhte Thrombozytenaggregation in diesen
Bereichen ist nachweislich maf3geblich an der Entstehung von Atheromen
beteiligt. Monozyten stammen aus der myeloischen Reihe und machen ca. 6%
der Leukozytenpopulation des Menschen aus. Sie kbnnen Zytokine sezernieren
und besitzen die Fahigkeit zur Phagozytose [150]. Sie sind in der Lage, sich
nicht nur zu Makrophagen oder dendritischen Zellen zu differenzieren, sondern
auch zu Epithel-, Endothel- und Leberzellen [151]. Zirkulierende Monozyten im
menschlichen Blut kénnen in drei Gruppen eingeteilt werden, gemalf ihrer
Oberflachenexpression von Lipopolysaccharid-(LPS)-CD14-Rezeptor und
Fcylll-CD16-Rezeptor:

e klassische CD14++ CD16-, (Hauptfraktion)
e intermediate CD14++ CD16+
e nicht-klassische CD14+ CD16++ Monozyten [152].
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Vor allem die klassischen Monozyten sind fir die Entstehung der Schaumzellen

verantwortlich und generieren Sauerstoffradikale und Zytokine im Rahmen der

Inflammation [153]. Das Vorkommen der Monozyten (vor allem der nicht

Abbildung 7: Monozyten-Subtypen und deren Rolle im akuten Koronargeschehen [155].
Sowohl klassische, nicht-klassische als auch intermediate-Monozyten sind an der Bildung eines
Thrombus sowie der atherosklerotischen Plaques beteiligt. Klassische Monozyten kdnnen dabei
direkt in die Thrombusentstehung eingehen, oder sich zu indermediate-Monozyten differenzieren.
Diese wiederum gehen entweder direkt in den Aufbau eines Thrombus mit ein oder differenzieren
sich weiter zu nicht-klassischen Monozyten; diese adhérieren zunachst am Gefaf3endothel, nach
erfolgter Diapedese erfolgt in der Intima bzw. Media die Bildung von Schaumzellen. Aus:
Idzkowska E, Eljaszewicz A, Miklasz P, Musial WJ, Tycinska AM, Moniuszko M. The Role of
Different Monocyte Subsets in the Pathogenesis of Atherosclerosis and Acute Coronary
Syndromes. Scand J Immunol. 2015 Sep;82(3):163-73.
klassischen) korreliert positiv mit dem Kdorperfettanteil der Menschen und der
Plaqueinstabilitat sowohl bei stabiler als auch instabiler Angina pectoris
[154],[155]. Der inflammatorische Prozess unterhalten durch Monozyten- bzw.
Makrophagenaktivierung ist eine maf3gebliche Grundlage bei der Entstehung
von Atherosklerose und dem akuten Koronarsyndrom [156]. Zunachst sind die
Monozyten noch zur mobilen Zirkulation im Blut fahig, sie verlieren diese
Fahigkeit aber schnell, was mit verminderter CD11b/CD18-Expression
einhergeht [157]. Die Entwicklung der Monozyten verlauft vom ,klassischen®
Typ als unreife Form zum ,nicht-klassischen® Typ als reifste Form der

Monozyten [158]. Dabei kénnen letztere sich wiederum in zwei Arten
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Makrophagen differenzieren. Hierbei handelt es sich einerseits um klassisch
aktivierte Makrophagen (M1-Makrophagen) und alternativ aktivierte
Makrophagen (M2-Makrophagen) [156]. M1-Zellen werden durch Zytokine wie
INFy und TNF von Th1-Helferlymphozyten aktiviert und so zur Produktion von
IL-6, -10, -23, und reaktiven Sauerstoffspezies angeregt und besitzen
zytotoxische und phagozytotische Eigenschaften [159]-[161]. M2-Zellen kdnnen
durch Zytokine der Th2-Helferzellen wie IL-4, -10, -13 aktiviert werden [162].
Sie sind vor allem durch eine niedrige pro-inflammatorische Wirkung tber IL-1, -
6,- 10 gekennzeichnet [160]. Die Progression atherosklerotischer Plaques wird
sowohl von M1- als auch M2-Makrophagen vorangetrieben, M1-Zellen findet
man aber vornehmlich an Stellen der Plaqueruptur, wahrend man M2-Zellen vor
allem im Bereich der Adventitia antreffen kann. Daher kann eine Verschiebung
der M1:M2-Zell-Ratio zugunsten der M1-Zellen ein rascheres Voranschreiten
der Atherosklerose bedeuten [163]. Resveratrol, ein Antioxidanz, kann die
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen, eine erhéhte Inflammation
und somit das Voranschreiten der Atherosklerose Gluthationspiegel-abhangig
inhibieren [164]. Die Zahl der nicht klassischen Monozyten scheint deutlich
erhoht bei Patienten, die ein ApoE4-Allel besitzen und somit genetisch an
Hypercholesterinamie leiden [165]. Auch die Expression der Monozyten-
Adhasionsmolekile wie CD11b und CD14 ist bei Hypercholesterinamie erhoht,
was mit Beginn und Stadium der Atherosklerose korrelieren kann [166].
Patienten mit erhdhten LDL-Cholesterinspiegeln bzw. niedrigen HDL-
Cholesterinspiegeln zeigen eine erhéhte Population der nicht-klassischen
Monozyten, invers ist dies bei den klassischen Monozyten [167],[168].
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, Schlaganfallen und Diabetes
mellitus weisen hohere Monozytenzahlen auf [169]. Das Vorkommen von
CD16- -Monozyten korreliert positiv mit der proinflammatorischen Wirkung, der
Plaqueinstabilitat und dem erhéhten kardiovaskularen Risiko, wahrend CD16+ -
Monozyten eine eher protektive und reparative Wirkung besitzen [170]. Erhdhte
Lipoprotein-a (=Lp) Spiegel korrelieren stark positiv mit dem Auftreten der
Atherosklerose. Bei diesen Patienten konnte eine erhéhte Anzahl von
(intermediate) Monozyten nachgewiesen werden [171]. Wahrend eines akuten

Koronarsyndroms laufen stark erhdhte inflammatorische Prozesse ab, in denen
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auch Monozytenaktivierung vorrangig stattfindet. Normalerweise findet diese im
Rahmen der Infarktgeweberegeneration statt, kann jedoch, sofern anhaltend
und exzessiv, schadigend auf das Herzkreislauf-System wirken und negative
Auswirkungen auf die Vorwartsleistung des Herzens haben [172]. Bei Patienten
mit akutem Myokardinfarkt ist in den ersten drei Post-Infarkttagen eine sehr
grol3e Monozytenpopulation messbar [173]; gerade klassische Monozyten
scheinen hier bei Postinfarkt-Patienten die Inflammation zu unterstitzen und
somit auch eine nachfolgende eingeschranktere Herzpumpleistung zu bewirken
[174]. Der molekulare Cross-Talk von Monozyten und Thrombozyten, zur
sogenannten monocyte-platelet-aggregate-(MPA) Formation, ist ebenso
elementar fur die Entstehung atherosklerotischer Plaguebestandteile [175].
Medikamentdse Behandlung mit Aliskiren, ACE-Hemmern oder AT1-Blockern
konnen diese Effekte mindern, vermutlich durch eine verminderte Zahl an
Monozyten [176].
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1.7 Fragestellung der Dissertation

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss von Zytokinen der Cystein-Knot-
Superfamilie in der koronaren Herzerkrankung und in der kalzifizierenden
Aortenstenose zu bestimmen. Es werden hierzu FACS-Analysen von
Thrombozyten und Monozyten aus dem Vollblut der jeweiligen Patienten
untersucht. Retrospektiv werden die klinischen Parameter der Patienten wie
Blutbild, Ergebnisse der klinischen Untersuchungen wie der
Koronarangiographie und der transthorakalen Echokardiographie,
Medikamentenanamnese, familidre Vorbelastung sowie die kardiovaskularen
Risikofaktoren mit einbezogen. Prospektiv wird nach Abschluss der
Kohortenerhebung eine Follow-up Studie durchgeftihrt, mit dem Ziel, die
molekularen Marker mit klinischen Endpunkten in Zusammenhang zu setzen
und so eine Aussage uber das klinische Outcome der Patienten und somit Uber

das Risiko fur erneute kardiovaskulare Ereignisse zu treffen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Patientenkollektiv

Es wurden 93 Patienten am Universitatsklinikum Tdbingen im Rahmen einer
klinischen Studie rekrutiert, um die Bedeutung der BMPs (BMP 2,4,7) und ihrer
Interaktionspartner wie Gremlin 1 und 2 bei Patienten mit
Aortenklappenstenose und koronarer Herzerkrankung darzustellen. Alle
Patienten wurden entweder elektiv oder notfallmai3ig einer Koronarangiographie

unterzogen, gegebenenfalls mit anschlieRender Stentimplantation.

Eine weitere Subpopulation der Studie bilden Patienten mit hochgradiger

Aortenstenose vor geplantem transfemoralen Aortenklappenersatz.

Eine koronare Herzerkrankung kann als stabile Angina Pectoris (SAP) oder als
akutes Koronarsyndrom (ACS) symptomatisch werden. Das ACS aul3ert sich
durch akuten Brustschmerz, Atemnot, Kaltschweil3igkeit und gelegentlich auch
einer Schocksymptomatik mit erhohtem Puls, Hypotonie und reduzierter

arterieller Sauerstoffsattigung.
Das ACS wird wie bereits oben dargestellt in folgende Gruppen unterteilt:

- Instabile Angina pectoris, mit neuer Symptomatik, neu aufgetretenen
EKG-Veranderungen, keine myokardialen Nekrosemarker

- Akuter Myokardinfarkt, mit myokardialen Nekrosemarkern wie Troponin |
(>0,1pg/l, Anstieg ca. 3h nach Beginn des Myokardinfarkts)
oder Kreatinkinase CK (CK-Gesamt >145U/L 9/>170U/L &, CK-MB
>22U/L Q/25U/L &, Anstieg ca. 2-4h nach Beginn des Myokardinfarkts)

- ST-Strecken-Elevations-Myokardinfarkt (STEMI)

- Nicht-ST-Strecken-Elevations-Myokardinfarkt (NSTEMI)

Patienten mit hochgradiger symptomatischer Aortenklappenstenose erhielten
nach nicht-invasiver und invasiver Diagnostik dann einen interventionellen

Aortenklappenersatz mittels TAVI, wenn die Indikation dazu zuvor im
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interdisziplinaren Heart Team bestehend aus Kollegen der Kardiologie,

Herzchirurgie und Kardio-Anasthesie gestellt worden war.

Uber die Gesamtdauer der Studie wurde zudem noch eine gesunde

Kontrollgruppe mit 14 gesunden Probanden rekrutiert.
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2.1.2 Studienprotokoll

Das Studienprotokoll ist durch die Ethikkommission der Eberhard-Karls
Universitat Tubingen genehmigt worden. Eine schriftliche
Einverstandniserklarung sowie ein Alter >18 Jahre waren Voraussetzung zur

Teilnahme.
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2.1.3 Gerate und Verbrauchsmaterial

1. Sarstedt S-Monovette CPDA, EDTA-Plasma
SARDTEDT Aktiengesellschaft & Co., Deutschland
2. Venisystems Butterfly — 21
ABBOTT IRELAND, Sligo, Rep. of Irland
3. Multi- Adapter
SARDTEDT Aktiengesellschaft & Co., Deutschland
4, Pipetten Eppendorf Reference
Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
5. Pipettenspitzen
Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

6. Polystyrene Round-Bottom Tube
Corning Sciene, Mexico

7. Zentrifuge HeraeusMultifuge 3S+

Georg Kastner Rottenbug Deutschland

8. BD FACS Calibur Flow Cytometer
BD Biosciences, Deutschland

9. BMP2 Polyclonal Antibody, FITC Conjugated, 100ug/ml
Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Deutschland

10. Rabbit Anti-BMP7 Polyclonal Antibody, Biotin Conjugated, 1ug/ul
Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Deutschland

11. Rabbit monoclonal antibody BMP4, 100ul
Biozol Diagnostica Vertrieb GmbH, Deutschland

12.  Gremlin 1 FITC-antibody, goat polyclonal
Santa Cruz Biotechnology, USA

13.  Gremlin 2 FITC-antibody, goat polyclonal
Santa Cruz Biotechnology, USA

14.  Flourescein Conjugated Streptavidin 1,0mg/ml

BIOTREND Chemikalien GmbH, Deutschland
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15. Donkey Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor 488), 2mg/ml
Abcam, USA

16. PE Mouse Anti-Human CD42b
BD Pharmingen, Deutschland

17.  Monoclonal anti-hCD14 Phycoerythin, 25ug/ml
R&D Systems, USA

18.  Triton X-100, 0,1%
Sigma Aldrich, Steinheim

19. Paraformaldehyd 10% (PFA)
MERCK-Schuchardt, Miinchen

20. BD FACS Lysing solution
BD Biosciences, USA

21. Dulbeccos PBS
Life Technologies GmbH, Deutschland

22. Microsoft Windows 10 Home
Redmond, Vereinigte Staaten

23.  Statistikprogramm SPSS 23
SPSS, Inc., Chicago, IL, Vereinigte Staaten
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2.2 Methoden
2.2.1 Blutprobenverarbeitung der Kontroll- und Studiengruppen

Die Blutproben der gesunden Kontrollgruppe und die der Patienten wurden aus
peripher-vendsem Blut in CPDA-R6hrchen gewonnen, und bei Raumtemperatur

aufbewabhrt.

Bei den Patienten der Studiengruppe geschah dies periinterventionell wahrend

der Behandlung im Tubinger Herzkatheterlabor.

2.2.2 Vorbereitung der Substanzen fir die Durchfihrung der Messung

Die Verwendung von BMP2-antibody, Gremlinl + 2 antibody, CD42bPE,
CD14PE, PBS und Triton X 0,1% wurde ohne vorherige Verdinnung

vorgenommen.

Fur alle anderen Substanzen, die flr die Messung notwendig waren, wurden

folgende Aufbereitungen oder Verdiinnungen vorgenommen:

BMP4-antibody wurde 1:100 mit PBS-Ldsung verdinnt; es wurde im Anschluss

nur diese Verdinnung des Antikdrpers benutzt.

BMP7-antibody wurde 1:20 mit PBS-LOsung verdinnt; es wurde im Anschluss

nur diese Verdunnung des Antikdrpers benutzt.

Als feste Salzkomponente geliefert wurde Streptavidin zunéchst in 1ml Aqua
dest. aufgel6st, und anschliel3end 1:20 mit PBS-LOsung verdunnt; es wurde im
Anschluss nur diese Verdinnung des Sekundarantikdrpers benutzt.

Alexa Fluor 488 wurde zunachst auf 1:10 mit PBS-L6sung verdinnt, man erhalt
also 200pg/ml; um auf die gewiinschte Verdiinnung von letztlich 1:400 zu
kommen, war nur noch das Hinzugeben von 2,5ul der Erstverdiinnung zum
Uberstand des FACS-Tubes, also 100ul, notig.

Der Lysepuffer Lysing solution wurde 1:10 mit Aqua dest. verdinnt; es wurde
iIm Anschluss nur diese Verdinnung des Lysepuffers verwendet.
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Das PFA war in fester Form zunachst aufzulésen, 10g auf 100ml, so dass man
eine 10% L6sung erhalt. Diese wurde anschlielend 1:10 mit Aqua dest. auf
eine 1% Lo6sung verdunnt. Im Anschluss darauf wurde die 1% L6sung 50:50 mit
PBS gemischt, sodass man das 0,5% PFA erhélt, was man zum stoppen der

Ldsungen bendtigt; es wurde im Anschluss nur diese Verdinnung verwendet.

2.2.3 Aufbereitung der Blutproben

Die Aufbereitung der Blutproben von sowohl Patienten-, als auch
Kontrollkohorte erfolgte dem Versuchsaufbau folgend.

Fur die Messung der CD14-positiven Zellen (v.a. Monozyten) wurden dem
CPDA-RG6hrchen 40ul Vollblut unverdiinnt entnommen und direkt in die
entsprechenden FACS-Tubes gefuillt.

Fur die Messung der CD42bPE-positiven Zellen (v.a. Thrombozyten) wurde
zunachst eine Zwischenverdinnung hergestellt; Man entnahm hierzu dem
CPDA-RG6hrchen 20ul Vollblut und verdiinnte es auf 1:50 mit 980ul PBS-
Lésung. Von dieser Verdinnung entnahm man wiederum 40pul verdinntes Blut

und flllte es in die entsprechenden FACS-Tubes.

2.2.4 Verarbeitung der Blutproben mittels Durchflusszytometrie

Die Gruppierung der FACS-Tubes erfolgte einmal nach CD14-positiven Zellen
(v.a. Monozyten) und CD42bPE-positiven Zellen (v.a. Thrombozyten). Diese
zwei Gruppen wurden nochmals unterteilt, in permeabilisierte und nicht-
permeabilisierte Zellen, was durch die Zugabe von 0,1% Triton X erfolgte oder

eben nicht.

Fur die Tubes, in denen die CD14-positiven Zellen gemessen wurden, wurde
nach jeder Zugabe jeglicher Substanz ein kréaftiges Vortexen durchgefuhrt
aufgrund der erhdhten Konsistenz des Blutsubstrates mangels fehlender

Verdinnung.

40



Material und Methoden C. Kechaiov

AnschlieRend wurden die Antikorper hinzugefigt, davon 5ul von Gremlinl-
antibody, 5ul von Gremlin2-antibody, 2,5ul von BMP2-antibody (allesamt
gelabelte Antikdrper) sowie 1ul von BMP4-antibody und 10ul von BMP7-
antibody (nicht-gelabelte Antikorper).

Der FACS-Tubes mit Zugabe der nicht-gelabelten Antikorper bedarf es danach

einer Inkubation von 30min im Dunkeln bei Raumtemperatur.

Den FACS-Tubes mit Zugabe der gelabelten Antikérper wurden direkt noch die
jeweiligen Thrombozyten- und Monozytenmarker hinzugeben, sowohl von
CD14PE als auch CD42bPE jeweils 5ul. Auch diese Tubes wurden danach fir

30min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

Nach der Inkubationsphase kdnnen die FACS-Tubes, die die gelabelten
Antikdrper und Thrombozytenmarker CD42bPE enthalten, mit 300ul 0,5% PFA
gestoppt werden und anschlief3end fur maximal 2-3 Tage im Kidhlschrank bei 2°C
gelagert werden. Fur die restlichen Tubes gestaltet sich die Arbeit zunachst

biphasisch:

Zu den FACS-Tubes, die die gelabelten Antikérper mit Monozytenmarker
CD14PE enthalten, werden nun 1000pul des verdinnten Lysepuffers gegeben,
und anschlieBend fur 5min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Tubes, die die nicht-gelabelten Antikérper mit sowohl Monozyten- als auch
Thrombozytenmarker enthalten, wurden zun&chst mit 1000ul PBS-L6sung
gewaschen. Alle verbleibenden Tubes wurden im Anschluss darauf in der
Zentrifuge 5min bei 1200rpm zentrifugiert und der daraus entstandene

Uberstand wurde abgekippt.

Die CD14PE-markierten Tubes der gelabelten Antikérper Gremlin 1,2 und
BMP2 wurden danach mit 300ul PFA gestoppt und ebenfalls im Kiihlschrank

gelagert.

Die Tubes der Antikérper BMP4 und BMP7 wurden gelabelt: zu den BMP4-
haltigen Tubes wurden 2,5l des Sekundarantikoérpers Alexa Fluor 488
hinzugefigt, und zu den BMP7-haltigen Tubes jeweils 5ul des

Sekundarantikodrpers Streptavidin. Im Folgenden wurden diese Tubes ebenfalls
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entsprechend mit je 5ul CD14PE und CD42bPE markiert. Daraufhin folgte

erneut eine Inkubationsphase von 30min im Dunkeln bei Raumtemperatur.

Zu den Tubes, die CD14PE-markiert waren, wurden 1000ul des Lysepuffers
hinzugegeben mit dementsprechender Inkubation von 5min, und die CD42bPE-
Tubes wurden erneut mit 1000ul PBS-L6sung gewaschen. Im Anschluss darauf
wurden alle Tubes erneut fiir 5min bei 1200rpm zentrifugiert, der Uberstand
abgekippt. Auch hier erfolgte nun die Zugabe von je 300ul PFA zum Stoppen

der Proben und anschlieende Lagerung im Kiuhlschrank.

2.2.5 Funktionsweise und Durchfihrung der Durchflusszytometrie

Die Proben wurden spatestens zwei Tage nach Erstellung mittels

Durchflusszytometrie analysiert.

Dieses Verfahren der Zell-Vermessung erlaubt die genaue Analyse der Zellen
bezlglich Form, Struktur, Farbung und Granularitat, woraus sich wiederum
spezielle Eigenschaften der Zellen ableiten lassen. Die Zellen strahlen ihrerseits
optische Signale aus, nachdem sie einen Laserstrahl passieren. Das dabei
entstehende Streulicht wird von einem Detektor verwertet; dies ermdglicht die
Erfassung mehrerer hundert bis tausender Zellen pro Sekunde und somit
gualitative und quantitative Aussagen uber jede einzelne Zelle. Das
Vorwartsstreulicht FSC (Forward Scatter) gibt in Abhangigkeit vom Zellvolumen
an, wie stark die Beugung des Lichts in einem flachen Winkel ist; das
Seitwartsstreulicht SSC (Sidewards Scatter) gibt in Abh&ngigkeit von der
Zellgranularitat die Brechung des Lichts im rechten Winkel an. Mit dem

gestreuten Licht lassen sich auch Fluoreszenzfarben detektieren.

Wie auch in diesem Versuch sind diese Fluoreszenzfarbstoffe Markierungen
von Antikorpern, die mit speziellen Oberflachenproteinen (CD = Cluster of
differentiation) reagieren. Diese Antikdrper tragen ein fluoreszierendes Molekiil,
welches aufleuchtet, wenn es vom Laser getroffen wird. Zur Untersuchung der
wichtigen Thrombozyten und Monozyten fur die Studie bendtigt es hierfur die

passenden Antikorper, die gegen die jeweils charakteristischen
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Oberflachenproteine dieser Zellen gerichtet sind und an diese binden; fur
Thrombozyten ware das also CD42b und fir Monozyten CD14. Da wir nicht nur
diese Zellen untersuchen, sondern auch nach Oberflachenproteinen der BMP-
und Gremlinfamilie suchen, bendtigt es zweierlei Farbungen der Zellen.
Zunachst die Markierung der Zellen und somit deren Demaskierung durch
CD42b bzw. CD14, hierfir wurde PE (=Phycoerythrin) verwendet, welches rot
leuchtet; und schliel3lich die zu untersuchenden Oberflachenproteine, BMP und
Gremlin, jeweils an FITC (=Fluoreszein-Isothiocyanat) gekoppelt, welches grun
leuchtet.

Eine Lyse, um die Erythrozyten zu zerstéren, wurde nur fir die Farbung der
Monozyten vorgenommen, da diese verhaltnisméafiig weniger im peripheren

Blutstrom vorhanden sind als Thrombozyten.
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2.2.5.1. Analyse der Thrombozyten mittels Durchflusszytometrie
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2.2.5.2 Analyse der Monozyten mittels Durchflusszytometrie
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2.2.6 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung wurde mittels SPSS Statistik Software Version 23
(SPSS, Inc., Chicago, lllinois) vorgenommen. Kontinuierliche, normal verteilte
Variablen wurden mittels t-Test verglichen und als Mittelwert +
Standardabweichung dargestellt. Kontinuierliche, nicht-normal verteilte
Variablen wurden als Median und Interquartile range (IQR) dargestellt und
mittels Mann-Whitney-Test verglichen. Kategorische Variablen wurden mittels
Chi-Quadrat-Test analysiert und als absolute Zahlen und Prozentsatze
angegeben. Fur den Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde die ANOVA-
Analyse verwendet, wobei die Post-Hoc-Analyse nach Bonferroni erfolgte.
Korrelationen zweier Variablen wurden entweder mittels Spearmans-

Rangkorrelationskoeffizient oder Pearson-Korrelationskoeffizient analysiert.

Unterschiede wurden als signifikant definiert bei einem p-Wert <0.05, auf3er wenn
anders angegeben. Fiur das Auftreten von kardiovaskularen Ereignissen wahrend
des Nachverfolgungszeitraums erfolgte eine Kaplan-Meier-Analyse unter der

Angabe des LogRanks.
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3. Ergebnisse

3.1 Assoziationen der Gesamt- und Einzelkohorten mit demographischen

Faktoren

Baseline Charakteristika der Patientenkohorte werden in Tabelle 2 aufgefihrt
(Gesamt n=93, SAP n=51, ACS n=30, Aortenstenose n=12).

Patienten mit Aortenstenose waren signifikant alter als ACS- und SAP-
Patienten (p<0,001 bei 82,7+4,2 Jahren, SAP-Patienten 71,4+10,6 Jahre, ACS-
Patienten 66,3+13,0 Jahre). Mannliche Studienteilnehmer waren signifikant
haufiger von einer SAP oder einem ACS betroffen als Frauen, Frauen hingegen
waren Ofter von einer Aortenklappenstenose betroffen (p=0,004 bei n=31
(70,5%) fur mannliche SAP-Patienten, n=14 (66,7%) fur weibliche
Aortenstenosenpatienten). Anamnestisch erlitten Patienten mit SAP haufiger
einen Myokardinfarkt, welcher mehr als 30 Tage zuriickliegt, als ACS- oder
Aortenstenosenpatienten (p=0,008 bei n=15(34,9%), ACS-Patienten n=9
(23,7%), Aortenstenosenpatienten n=0). Auch wiesen SAP-Patienten haufiger
bereits bekannte Koronarstenosen mit einer Stenose >50% auf (p<0,001, n=25
(58,1%), ACS-Patienten n=10 (26,3%), Aortenstenosen-Patienten n=2 (9,5%)).
Patienten mit ACS gaben innerhalb der 24 Stunden vor Intervention haufiger
eine Ruheangina an (p<0,001 bei n=22 (57,9%), SAP-Patienten n=11 (25,0%),
Aortenstenosenpatienten n=0). Eine signifikante Hyperlipiddmie wiesen vor
allem SAP-Patienten auf (p=0,004 bei n=23 (52,3%), ACS-Patienten n=17
(44,7%), Aortenstenosenpatienten n=2 (9,5%)). Eine vorhandene positive
Familienanamnese bezuglich kardiovaskularer Erkrankungen war signifikant bei
den SAP-Patienten haufiger (p=0,050 bei n=10(23,7%), ACS-Patienten
n=9(22,7%), Aortenstenosenpatienten n=0). Vorhofflimmern war haufiger bei
Aortenstenosenpatienten als bei SAP- oder ACS-Patienten (p=0,012 bei
n=10(47,6%), SAP n=8(18,2%), ACS n=6(15,8%)). Der CRP-Wert war bei
Aortenstenosenpatienten signifikant hoher als bei SAP- und ACS-Patienten
(9,9+7,3 mg/dl bei p<0,001, 0,54+0,80 mg/dl bei SAP-Patienten, 2,5+4,0 mg/dl
bei ACS-Patienten). Die Gesamt-CK war bei Patienten mit akutem

Koronarsyndrom héher als bei Patienten mit stabiler Angina pectoris oder
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Aortenklappenstenose (330,4+455,3 U/L bei p=0,003, 103,3+67,5 U/L bei SAP-
Patienten, 133,5+132,6 U/L bei Aortenstenosenpatienten). Patienten mit
Aortenstenose wiesen signifikant hohere Kreatininwerte auf als SAP- oder ACS-
Patienten (1,7+0,65 mg/dl bei p=0,003, 0,96+0,54 mg/dl bei SAP-Patienten,
0,95+0,25 mg/dl bei ACS-Patienten). Patienten mit stabiler Angina pectoris
waren bei Aufnahme haufiger Statin-vorbehandelt (p=0,007 bei n=30 (78,9%),
ACS-Patienten n=15 (48,4%), Aortenstenosenpatienten n=5(33,3%)).

Tabelle 2: Baseline characteristics des Patientenkollektivs. Aufgefiihrt sind die relevanten
Risikofaktoren, anamnestische Faktoren sowie Laborwerte und Medikation, jeweils aufgeteilt
nach den drei Kohorten SAP, ACS und Aortenstenose. Signifikante Zusammenhéange sind mit
jeweiligem p-Wert hervorgehoben.

Legende: mit *-versehene Charakteristika bedeuten: Mean-Wert + Standardabweichung.
N=Anzahl, SAP=stabile Angina pectoris, ACS=akutes Koronarsyndrom, KHK=Koronare
Herzerkrankung, TTE=transthorakales Echo, Kardiovask. Dekomp=Kardiovaskulare
Dekompensation, LVEDD=Left ventricular end-diastolic diameter, MI=Myokardinfarkt,
PTCA=Perkutane Transluminale Koronar-Angioplastie, Bek.=Bekannt, Sign.=Signifikant,
CV=Kardiovaskulér, CRP=C-reaktives Protein, CK=Kreatinkinase, LDL=Low-density lipoprotein,
AT1=Angiotensinl, ACE=Angiotensin-Converting-Enzyme, OAD=orales Antidiabetikum,

Peri=Periinterventionell.

Alter* 71,8 + 71,4+10,6 | 66,3 +13,0 82,7+4,2 <0,001
12,12

Geschlecht — nr (%)

Mannlich 66 (64,1) | 31(70,5) | 28(73,7) 7 (33,3) 0,004
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Weiblich 37(39,5) | 13(295) | 10(26,3) 14 (66,7)

Grace Score* 159,1 + 27,6

KHK-Typ
Keine 9(9,3) 2 (4,5) 5(13,2) 2 (13,3)

Ein-GefaR-KHK 12 (12,4) | 5(11,4) 6 (15,8) 1(6,7) 0,021
Zwei-GefaR-KHK 27(27,8) | 8(18,2) 10 (26,3) 9 (60,0)
Drei-GefaR-KHK 49 (50,5) | 29 (659) | 17 (44,7) 3(20,0)

LVEDD* 47,3+8,3 | 48,8+10,5 | 457+6,3 47377

MI alter als 30d 24(235) | 15(34,9) | 9(23,7)
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Frihere PTCA 57 (55,3) | 31(705) | 16(42,1) 10 (47,6) 0,026

Diabetes mellitus 31 (30,1) 16 (36,4) 11 (28,9) 4 (19,0) 0,356
Nikotinabusus 20(19,4) | 11(25,0) 9(23,7) — 0,041

Vorhofflimmern 24 (23,3) 8(18,2) 6 (15,8) 10 (47,6) 0,012

CRP Aufnahme* 3,6+5,7 | 0,54+0,80 25+4,0 99+7,3 <0,001

Kreatinin* 1,0+0,51 | 0,96 +£0,54 | 0,95+0,25 1,7+0,65 0,003
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LDL-Cholesterin* 111,7 £ 107,7 + 1245 + 106,9 + 38,2
42,0 44,3 39,9
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Beta-Blocker 1

ACE-Hemmer 1

Diuretika 1

Aggregattionshemmer
2

Keine
Clopidogrel
Prasugrel

Ticagrelor

61 (72,6)

52 (61,9)

44 (52,4)

14 (13,6)
47 (45,6)
19 (18,4)

23 (22,3)

30 (78,9)

22 (57,9)

18 (47,4)

7 (15,9)
18 (40,9)
7 (15,9)

12 (27,3)

18 (58,1)

21 (67,7)

12 (38,7)

7 (18,4)
8 (21,1)
12 (31,6)

11 (28,9)

13 (86,7)

14 (93,3)

21 (100)

0

C. Kechaiov

0,062

<0,001

StatintEzetrol 2

Keine

Statin

Ezetrol

Statin+Ezetrol

16 (15,5)
83 (80,6)
3(2,9)

1(1,0)

4(9,1)
39 (88,6)
1(2,3)

0
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6 (15,8)
31 (81,6)
0

1(2,6)

6 (28,6)
13 (61,9)
2 (9,5)

0
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AT1-Blocker 2

Kalziumkanalantagon.2

InsulinxOAD 2
Keine
Insulin
Orales Antidiabetikum

Insulin+OAD

24 (23,3)

28 (27,2)

80 (78,4)
5 (4,9)
15 (14,7)

2 (2,0)

13 (29,5)

14 (31,8)

32 (74,4)
2(4,7)
8 (18,6)

1(2,3)

9 (23,7)

32 (84,2)
2 (5,3)
3(7,9)

1(2,6)

6 (28,6)

16 (76,2)
1 (4,8)
4 (19,0)

0

C. Kechaiov

0,843

53



Ergebnisse C. Kechaiov

3.2 Korrelationsmatrix der Patientenkollektive

Im Folgenden wurden die Kohorten aufgeteilt: Zunachst in die Gesamtkohorte,
dann in die SAP-Gruppe, ACS- und Aortenstenosengruppe.

3.2.1 Korrelationsmatrix der Gesamtkohorte

Es wird in Tabelle 3 zunachst die Korrelationsmatrix der Kohorten aus SAP,
ACS und Aortenstenose betrachtet.

Tabelle 3: Korrelationsmatrix-Analyse der Gesamtkohorte. Befunde der Untersuchungen im
TTE, Herzkatheterlabor, sowie anamnestische Punkte, kardiovaskulare Risikofaktoren,
Laborparameter und Aufnahmemedikation wurden mit der Markerexprimierung verglichen.
Negative Faktoren geben inverse Zusammenhénge an.

Legende: *-Markierung: p<0,05, **-Markierung: p<0,01. BMP=Bone Morphogenetic Protein,
Mo=Monozyten, Thr=Thrombozyten, P=Permeabilisiert, NP=nicht-permeabilisiert, Gr=Gremlin,
LVEDD=Left ventricular end-diastolic diameter, MI=Myokardinfarkt, CRP=C-reaktives Protein,
LDL=Low-density lipoprotein, ACE=Angiotensin-Converting-Enzyme, Aldosteron-

Antago.=Aldosteron-Antagonist, 1=Aufnahmemedikation.
BMP2MoP BMP2MoNP BMP7MoNP GriThrP  GrlThrNP GriMoP GriMonNP Gr2ThrP Gr2ThrNP Gr2MonP Gr2MonNP

Aortenstenose 0,016 -0,011 0,102  0,279** 0,281** 0,197* 0,266** 0,147 0,045 0,194  0,223*
LVEDD -0,037 0,087 -0,109 0,118 O 0,067 0,333* 0,007 0006 -0,025 0,173
Ml slter als 30d 0,134  0,268** -0,017 -0,128  0,259**- 0,209* -0,183  0,215* -0,126 -0,165 -0,069
Hypertonie -0,158 0,016 -0,112 -0,106 -0,046 -0,187 -0,109 -0,147 -0,058 0,215*% -0,174
Hyperlipidamie -0,169 -0,057 -0,121  0,205% -0,143  0,236*- 0,215*- 0,225*- -0,15  0,255**- 0,276**-
Vorhofflimmern 0,052 0,016 0,04 0,200%  0,353** 0,313** 0,294** 0,298** 0,213* 0,290** 0,242*
Troponin | Aufnahme (0,114 0,107  0,376** -0,06  0,296* 0,039 0,077 0,320 0,377* -0,019 0,054
CRP -0,013 -0,063 0,097  0,299** 0,335** 0,249* 0,175  0,312** 0,158  0,226* 0,366**
Kreatinin -0,147 -0,177 -0,087 0,034 0,052 0,021  0,373** -0,022 0,247* -0,005 0,153
Cholesterin -0,072 -0,079 0,316**- 0,248 -0,092 -0,192 -0,155 -0,166 -0,224 -0,188  -0,238
LDL-Cholesterin -0,064 -0,094 0,240%- -0,226 -0,068 -0,146 -0,129  -0,097 -0,145 -0,106 -0,187
Thrombozyten -0,105 -0,042  0,288** -0,06  0,261** -0,192  -0,04 0,268**- 0,256*- -0,178 -0,084
StatintEzetrol 1 0,353**- 0,311**- -0,07 -0,2 -0,173 -0128 -0,128 -0,174 -0,101 -0,165 -0,127
ASS 1 -0,189 -0,154 -0,034 0,102  -0,155 -0,101 0,037  0,269*- -0213 -0,067 -0,115
beta-Blocker 1 0,255* -0,217 0,101 0,058 0,134 0,129 0,063  -0,022 -0,058 0,046  -0,029
ACE-Hemmer 1 0,289* 0,202 0,13 0071  -0,101 -0,165 0,026  -0,158 0,257*- 0,015 0,074
Aldosteron-Antago. 1 |0,241*- 0,294**- -0,06 -0,162 0,065 0,09  -0,166 0,13 0,174  -0,156 -0,06

3.2.1.1. Korrelationen von Gremlin-1-Expression auf Thrombozyten

Das Vorliegen einer Aortenstenose korreliert signifikant mit thrombozytérer
Gremlinl-Exprimierung (r=0,281, p<0,01 bei permeabilisierten Zellen, r=0,197,
p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Anamnestisch vorhandene

Myokardinfarkte, welche langer als 30 Tage zurtickliegen, korrelieren invers mit
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thrombozytaren Vorkommen von Gremlinl (r=-0,259, p<0,01 bei
permeabilisierten Zellen, r=-0,209, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen).
Hyperlipidamie als kardiovaskularer Risikofaktor korreliert invers mit Gremlinl-
Vorkommen auf Thrombozyten (r=-0,236, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten
Zellen). Vorhofflimmern korreliert signifikant mit erh6hter Gremlinl-Expression
auf Thrombozyten (r=0,353, p<0,01 bei permeabilisierten Zellen, r=0,313,
p<0,01 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Die Hohe des Troponin-l Wertes
korreliert signifikant mit thrombozytarer Gremlin1-Exprimierung (r=0,296, p<0,05
bei permeabilisierten Zellen). Ein erhdhter CRP-Wert korreliert signifikant mit
thrombozytarer (r=0,335, p<0,01 bei permeabilisierten Zellen, r=0,249, p<0,05
bei nicht-permeabilisierten Zellen) Gremlin1-Expression. Die Zahl der
Thrombozyten korreliert invers mit thrombozytarer Exprimierung von Gremlinl
(r=-0,261, p<0,01 bei permeabilisierten Zellen). Die Ubrigen Parameter zeigten

keine relevanten Korrelationen.
3.2.1.2 Korrelationen von Gremlinl-Expression auf Monozyten

Eine vorhandene Aortenstenose als Risikofaktor korreliert signifikant mit
monozytarer Gremlin1-Expression (r=0,279, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten
Zellen, r=0,266, p<0,01 bei permeabilisierten Zellen). Der Left-ventricular end-
diastolic diameter (LVEDD) korreliert signifikant mit monozytaren Gremlinl-
Vorkommen (r=0,333, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Das Vorhandensein
von Hyperlipidamie korreliert jeweils invers signifikant mit den Expressionen von
Gremlinl auf Monozyten (r=-0,205, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen,
r=-0,215, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Nachgewiesenes Vorhofflimmern
korreliert signifikant mit Gremlin1-Vorkomen auf Monozyten (r=0,200, p<0,05
bei nicht-permeabilisierten Zellen, r=0,294, p<0,01 bei permeabilisierten Zellen).
Die Hohe des CRP-Wertes korreliert signifikant mit der Expression von
Gremlin1 (r=0,299, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Die H6he des
Kreatinin-Wertes korreliert signifikant mit monozytarer Gremlinl-Vorkommen
(r=0,373, p<0,01 bei permeabilisierten Zellen). Der Gesamt-Cholesterin Wert
korreliert invers mit Gremlin1-Exprimierung (r=-0,248, p<0,05). Die anderen
Parameter ergaben keine signifikanten Korrelationen mit monozytarer

Gremlinl-Expression.
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3.2.1.3 Korrelationen von Gremlin2-Expression auf Thrombozyten

Myokardinfarkte in der Anamnese, welche langer als 30 Tage zurlckliegen,
korrelieren signifikant mit thrombozytarer Exprimierung von Gremlin2 (r=-0,215,
p<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Hyperlipidamie als kardiovaskularer
Risikofaktor korreliert signifikant invers mit Gremlin2-Vorkommen auf
Thrombozyten (r=-0,225, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Vorhofflimmern
korreliert signifikant mit erhbhten Gremlin2-Exprimierungen auf Thrombozyten
(r=0,298, p<0,01 bei permeabilisierten Zellen, r=0,213, p<0,05 bei nicht-
permeabilisierten Zellen). Die H6he des Troponin I-Wertes bei Aufnahme
korreliert signifikant mit thrombozytarer Gremlin2-Exprimierung (r=0,320, p<0,05
bei permeabilisierten Zellen, r=0,377, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen).
Der CRP-Wert korreliert signifikant mit Gremlin2-Vorkommen auf Thrombozyten
(r=0,312, p<0,01 bei permeabilisierten Zellen). Die Hohe des Kreatinin-Wertes
korreliert signifikant mit thrombozytarer Gremlin2-Expression (r=0,247, p<0,05
bei nicht-permeabilisierten Zellen). Die Exprimierung von Gremlin 2 auf
Thrombozyten (r=-0,268, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen, r=-0,256, p<0,05
bei nicht-permeabilisierten Zellen) korreliert signifikant invers mit der Zahl der
Thrombozyten. Die Einnahme von ASS (Aspirin) bei Aufnahme korreliert
signifikant invers mit thrombozytarer Gremlin2-Expression (r=-0,269, p<0,05 bei
permeabilisierten Zellen), die Einnahme von ACE-Hemmern bei Aufnahme
korreliert invers signifikant mit Gremlin2-Vorkommen auf Thrombozyten (r=-
0,257, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Die Ubrigen Parameter zeigen

keine relevanten signifikanten Korrelationen.
3.2.1.4 Korrelationen von Gremlin2-Expression auf Monozyten

Eine Aortenstenose als Risikofaktor korreliert signifikant mit monozytéarer
Gremlin2-Expression (r=0,223, p<0,05, nicht-permeabilisierter Zellen). Der
kardiovaskulare Risikofaktor Hypertonie korreliert invers signifikant mit
monozytaren Gremlin2-Vorkommen (r=-0,215, p<0,05 bei permeabilisierten
Zellen). Hyperlipidamie als weiterer Risikofaktor korreliert signifikant invers mit
Gremlin2-Exprimierung auf Monozyten (r=-0,255, p<0,01 bei permeabilisierten
Zellen, r=-0,276, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Nachgewiesenes
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Vorhofflimmern korreliert signifikant mit monozytaren Gremlin2-Vorkommen
(r=0,290, p<0,01 bei permeabilisierten Zellen, r=0,242, p<0,05 bei nicht-
permeabilisierten Zellen). Erhéhte CRP-Werte korrelieren signifikant mit
monozytarer (r=0,226, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen und r=0,366, p<0,05
bei nicht-permeabilisierten Zellen) Gremlin2-Expression. Fir die anderen
Parameter ergaben sich keine signifikanten Korrelationen in Bezug auf

monozytare Gremlin2-Expression.
3.2.1.5 Korrelationen von BMP2-Expression auf Monozyten

Myokardinfarkte, die alter als 30 Tage sind, korrelieren signifikant mit
monozytaren BMP2-Vorkommen (r=0,268, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten
Zellen). Die Einnahme eines Cholesterinsenkenden-Medikamentes bei
Aufnahme korreliert signifikant invers mit BMP2-Expression auf Monozyten (r=-
0,353, p<0,01 bei permeabilisierten Zellen, r=-0,311, p<0,01 bei nicht-
permeabilisierten Zellen). Beta-Blocker-Einnahme bei Krankenhausaufnahme
korreliert signifikant invers mit monozytaren BMP2-Vorkommen (r=-0,255,
p<0,05 bei permeabilisierten Zellen), ACE-Hemmer-Einnahme bei Aufnahme
korreliert ebenso signifikant (r=0,289, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen).
Monozytare BMP2-Expression korreliert signifikant invers mit der Einnahme von
Aldosteron-Antagonisten bei Aufnahme (r=-0,241, p<0,05 bei permeabilisierten
Zellen, r=-0,294, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Fir die anderen

Parameter ergaben sich keine relevanten Korrelationen.
3.2.1.6 Korrelationen von BMP7-Expression auf Monozyten

Der Troponin-I-Wert bei Aufnahme korreliert signifikant mit monozytéarer BMP7-
Expression (r=0,376, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Der Gesamt-
Cholesterin-Wert korreliert signifikant invers bei nicht-permeabilisierten
Monozyten mit BMP7-Vorkommen (r=-0,316, p<0,01), ebenso wie die Hohe des
LDL-Cholesterin-Wertes signifikant invers mit BMP7-Exprimierung auf
Monozyten korreliert (r=-0,240, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Die
Zahl der Thrombozyten korreliert signifikant invers mit monozytérer Expression
von BMP7 (r=-0,288, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Fir die
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anderen Parameter ergaben sich keine signfikanten Ergebnisse.

3.2.1.7 Korrelationen von BMP4-Expression auf Monozyten und
Thrombozyten

Fur BMP4 ergaben sich weder fir Monozyten noch Thrombozyten bei allen

Parametern statistisch signifikante Zusammenhange.

3.2.2 Korrelationsmatrix der SAP-Kohorte

Mit Tabelle 4 wird die Korrelationsmatrix der SAP-Kohorte (stabile Angina
Pectoris) untersucht. Es werden hier Signifikanzen tberprift, inwiefern die elf
Marker, die vorher als statistisch signifikant demaskiert wurden, mit den
gleichzeitig statistisch signifikant relevanten Kriterien der Echobefunde,
Laborparameter, Herzkatheterlaboruntersuchung, kardiovaskularen Risiken etc.

korrelieren.

Tabelle 4: Korrelationsmatrix-Analyse der Kohorte mit SAP. Befunde der Untersuchungen
im TTE, sowie anamnestische Punkte, kardiovaskulare Risikofaktoren, Laborparameter und
Aufnahmemedikation wurden mit der Markerexprimierung verglichen. Negative Faktoren geben
inverse Zusammenhange an.

Legende: *-Markierung: p<0,05, **-Markierung: p<0,01. BMP=Bone Morphogenetic Protein,
Mo=Monozyten, Thr=Thrombozyten, P=Permeabilisiert, NP=nicht-permeabilisiert, Gr=Gremlin,
LVEDD=Left ventricular end-diastolic diameter, MI=Myokardinfarkt, CRP=C-reaktives Protein,

Max.=Maximalwert, 1=Aufnahmemedikation.
BMP2MoP BMP2MoNP BMP7MoNP GriThrP GriThrNP GrlMoP  GrlMonNP Gr2ThrP  Gr2ThrNP Gr2MonP Gr2MonNP

LVEDD 0,18 0,353 0,096 0,345 0331 025 0329 0,634** 0,665** 0,598** 0,429
Ml dlter als 30d 0,081 0348* 0 -0,028  -0,169 -0,083 -0,075 -0,181 -0,094 0,047 0,075
Hypertonie 0,383* -0,147 -0,114 0,068 0,093 -0,076 0,076 -0,072 -0,006  -0,006 -0,002
Vorhofflimmern 0,055 0,103 0,074 0,209 0,367 0,195 0,299 0,311* 0,195 0,162 0,065
CRP 0209 01168 0252 -0,055 0229 0374* -0,091 0,14 -0,105 0,051  -0,025
Troponin | Max. 0,154 0,108  -0,011 0,081 0,334 0543* 0,286 0,531 0509 0,081 0,111
Kreatinin -007 -0019 -0065 -0035 -0,132 0,305* 0,733** -0,116  0,632** 0,019  0,463**
Triglyceride -0,061 -0,147  0,439** -0,068 -0,247 -0,22 -0,004  -0,145 -0,116 0,057 0,143
Thrombozyten 0,134 0,185 -0,112 -0106 -0,051 -0,114 0,044 0316* -0,184 -0,154 -0,035
ASS 1 0,071 0,093 0,071 0,104 0,420**- -0,202 0,128 0,332*- -0,153 0,071 0,065
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3.2.2.1 Korrelationen von Gremlinl-Expression auf Thrombozyten

Hatten Patienten Vorhofflimmern, so korreliert dies signifikant mit
thrombozytarer Gremlin1l-Exprimierung (r=0,367, p<0,05 bei permeabilisierten
Zellen). Der CRP-Wert und der maximale Troponin-I-Wert wahrend des
Krankenhausaufenthalts korrelieren jeweils signifikant mit thrombozytarer
Gremlinl-Expression (r=0,374, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen fir
CRP, r=0,543, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen fiir Troponin). Die H6he
des Kreatinin-Wertes korreliert signifikant mit Gremlin1-Exprimierung auf
Thrombozyten (r=0,305, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Waren
Patienten bei Krankenhausaufnahme bereits mit ASS-Medikation versorgt, so
korreliert dies signifikant invers mit thrombozytaren Gremlinl-Vorkommen (r=-
0,420, p<0,01 bei permeabilisierten Zellen). Fur die anderen Parameter

ergaben sich in dieser Konstellation keine weiteren signifikanten Ergebnisse.
3.2.2.2 Korrelationen von Gremlinl-Expression auf Monozyten

Das Vorhandensein von Vorhofflimmern als kardiovaskularer Risikofaktor
korreliert signifikant mit monozytarer Gremlinl-Expression (r=0,299, p<0,05 bei
permeabilisierten Zellen). Die Hohe des Kreatinin-Wertes korreliert signifikant
mit Gremlin1-Vorkommen auf Monozyten (r=0,733, p<0,01 bei permeabilisierten
Zellen). Die anderen Parameter lieferten in dieser Konstellation keine

relevanten Ergebnisse.
3.2.2.3 Korrelationen von Gremlin2-Expression auf Thrombozyten

Der Left-ventricular end-diastolic diameter (LVEDD) korreliert signifikant mit
Gremlin2-Expression auf Thrombozyten (r=0,634, p<0,01 bei permeabilisierten
Zellen, r=0,665, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Vorhofflimmern als
anamnestischer Parameter korreliert signifikant mit Gremlin2-Vorkommen auf
Thrombozyten (r=0,311, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Die Hohe des
Kreatinin-Wertes korreliert signifikant mit Gremlin2-Exprimierung auf
Thrombozyten (r=0,632, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten Zellen). War die
Zahl der Thrombozyten erhéht, so korreliert dies invers signifikant mit

thrombozytarer Gremlin2-Expression (r=-0,316, p<0,05 bei permeabilisierten
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Zellen). Waren Patienten bei Krankenhausaufnahme bereits mit ASS-
Medikation versorgt, so korreliert dies signifikant invers mit thrombozytéren
Gremlin2-Vorkommen (r=-0,322, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Die

anderen Parameter liefern keine signifikanten Ergebnisse.
3.2.2.4 Korrelationen von Gremlin2-Expression auf Monozyten

Der Left-ventricular end-diastolic diameter (LVEDD) korreliert signifikant mit
Gremlin2-Expression auf Monozyten (r=0,598, p<0,01 bei permeabilisierten
Zellen). Die Hohe des Kreatinin-Wertes korreliert signifikant mit monozytaren
Gremlin2-Vorkommen (r=0,463, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Fir

die anderen Parameter ergaben sich keine relevanten Ergebnisse.
3.2.2.5 Korrelationen von BMP2-Expression auf Monozyten

Wiesen Patienten in ihrer kardiovaskularen Vorgeschichte einen Myokardinfarkt
auf, welcher langer als 30 Tage zurtckliegt, so korreliert dies signifikant mit
monozytaren BMP2-Vorkommen (r=0,348, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten
Zellen). Bei Patienten mit Hypertonie als kardiovaskularem Risikofaktor ergab
sich eine signifikant inverse Korrelation mit monozytarer BMP2-Expression (r=-
0,383, p=<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Fir die restlichen Parameter

ergaben sich keine weiteren signifikanten Korrelationen.
3.2.2.6 Korrelationen von BMP7-Expression auf Monozyten

Der Triglycerid-Wert korreliert signifikant mit monozytaren BMP7-Vorkommen
(r=0,439, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Die anderen Parameter

ergaben keine signifikanten Ergebnisse.

3.2.2.7 Korrelationen von BMP4-Expression auf Monozyten und

Thrombozyten

Fur BMP4 ergaben sich weder fir Monozyten noch Thrombozyten bei allen

Parametern statistisch signifikante Zusammenhange.
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3.2.3 Korrelationsmatrix der ACS-Kohorte

Des Weiteren wird nun die Kohorte der Patienten mit akutem Koronarsyndrom
naher untersucht, inwiefern Kofaktoren und Risikofaktoren mit den einzelnen

Markern korrelieren.

Tabelle 5: Korrelationsmatrix-Analyse der Kohorte mit ACS. Befunde der Untersuchungen
im TTE, sowie kardiovaskulare Risikofaktoren, Laborparameter und Aufnahmemedikation
wurden mit der Markerexprimierung verglichen. Negative Faktoren geben inverse
Zusammenhange an.

Legende: *-Markierung: p<0,05, **-Markierung: p<0,01. BMP=Bone Morphogenetic Protein,
Mo=Monozyten, Thr=Thrombozyten, P=Permeabilisiert, NP=nicht-permeabilisiert, Gr=Gremlin,
LVEDD=Left ventricular end-diastolic diameter, Aldosteron-Antago.=Aldosteron-Antagonist,

1=Aufnahmemedikation.
BMP2MoP BMP2MoNP BMP7MoNP GriThrP  GriThrNP GrlMoP  GriMonNP Gr2ThrP  Gr2ThrNP Gr2MonP Gr2MonNP

LVEDD -0,018 0,132 0,095 0,559* 0,512* 0,208 0,758** 0,635** -0,128 0,186 0,327
Hypertonie 0,098 0,166 -0,118 -0,307 0,226 -0019 -0304 0O 0,052 0,394*- -0,304
Hyperlipidamie -0,158  -0,115 -0,052 -0,264 -0,01 -0,025 0,330* -0,112 0,03 0,386*- 0,427**-
Troponin Aufnahme 0,039 0,057 0,528** -0,066 0,441* 0,009 0,163 0,315 0,398* 0,001 0,034
StatintEzetrol 1 0,423*- 0,516**- 0,027 -0,129 0,156 0,157  -0,167 0,029 0,08 -0,101  -0,113
ASS 1 0,428* 0,372* -0,102 -0,051 -0,004 0,02 -0,236 -0,18 -0,212  0,380*- -0,228
Aldosteron-Antago.1 |0,432*- 0,38* -0,228 -0,271 -0,108 -0,062 -0,355 -0,124 0 0,293  0,371*-

3.2.3.1 Korrelationen von Gremlinl-Expression auf Thrombozyten

Der LVEDD korreliert signifikant mit thrombozytarer Gremlin1-Expression
(r=0,512, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Der Troponin-I-Wert bei
Krankenhausaufnahme korreliert signifikant mit thrombozytaren Gremlinl-
Vorkommen (r=0,441, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Fir die restlichen

Parameter ergaben sich keine relevanten Ergebnisse.
3.2.3.2 Korrelationen von Gremlinl-Expression auf Monozyten

Der LVEDD korreliert signifikant mit Gremlin1-Vorkommen auf Monozyten
(r=0,758, p<0,01 bei permeabilisierten, r=0,559, p<0,05 bei nicht-
permeabilisierten Zellen). War bei Patienten eine Hyperlipiddmie bekannt, so
korreliert dies invers signifikant mit monozytarer Gremlin1-Exprimierung (r=-
0,330, p=<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Die restlichen Parameter liefern

keine relevanten Korrelationen.
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3.2.3.3 Korrelationen von Gremlin2-Expression auf Thrombozyten

Der Left-ventricular end-diastolic diameter (LVEDD) korreliert signifikant mit
thrombozytaren Gremlin2-Vorkommen (r=0,635, p<0,01 bei permeabilisierten
Zellen). Der Troponin-1-Wert bei Krankenhausaufnahme korreliert signifikant mit
Gremlin2-Expression auf Thrombozyten (r=0,398, p<0,05 bei nicht-
permeabilisierten Zellen). Fir die restlichen Parameter ergaben sich keine
signifikanten Ergebnisse.

3.2.3.4 Korrelationen von Gremlin2-Expression auf Monozyten

Wiesen Patienten als Risikofaktor eine arterielle Hypertonie auf, so korreliert
dies signifikant invers mit monozytarer Gremlin2-Expression (r=-0,394, p<0,05
bei permeabilisierten Zellen). War bei Patienten eine Hyperlipidamie bekannt,
so korreliert dies invers signifikant mit monozytarer Gremlin2-Exprimierung (r=-
0,386, p<0,05 fur permeabilisierte, r=-0,427, p<0,01 fur nicht-permeabilisierte
Zellen). Des Weiteren korreliert die Einnahme bei Aufnahme von ASS
signifikant invers mit monozytérer Gremlin2-Expression (r=-0,380, p<0,05 bei
permeabilisierten Zellen). Aldosteron-Antagonisten-Einnahme zum
Aufnahmezeitpunkt korreliert signifikant invers mit Gremlin2-Vorkommen auf
Monozyten (r=-0,371, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Die restlichen

Parameter liefern keine signifikanten Korrelationen.
3.2.3.5 Korrelationen von BMP2-Expression auf Monozyten

Cholesterinsenkende-Medikamenteneinnahme zum Aufnahmezeitpunkt (zum
Beispiel Statine und/oder Ezetrol) korreliert dabei signifikant invers mit
monozytarer BMP2-Expression (r=-0,423, p<0,05 bei permeabilisierten, r=-
0,516, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Des Weiteren korreliert die
Einnahme bei Aufnahme von ASS signifikant invers mit monozytarer BMP2-
Exprimierung (r=-0,428, p<0,05 bei permeabilisierten, r=-0,372, p<0,05 bei
nicht-permeabilisierten Zellen). Aldosteron-Antagonisten-Einnahme zum
Aufnahmezeitpunkt korreliert signifikant invers mit BMP2-Vorkommen auf
Monozyten (r=-0,432, p<0,05 bei permeabilisierten, r=-0,386, p<0,05 bei nicht-

permeabilisierten Zellen). Die restlichen Parameter ergaben keine signifikanten
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Korrelationen.
3.2.3.6 Korrelationen von BMP7-Expression auf Monozyten

Die Hohe des Troponin-I-Wertes bei Aufnahme korreliert signifikant mit dem
Vorkommen von BMP7 auf Monozyten (r=0,528, p<0,01 bei nicht-
permeabilisierten Zellen). Die restlichen Konstellationen waren nicht signifikant.

3.2.3.7 Korrelationen von BMP4-Expression auf Monozyten und

Thrombozyten

Fur BMP4 ergaben sich weder fir Monozyten noch Thrombozyten bei allen

Parametern statistisch signifikante Zusammenhange.
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3.2.4 Korrelationsmatrix der Aortenstenosen-Kohorte

Zuletzt werden noch die Patienten mit Aortenklappenstenosen untersucht.
Betrachtet werden die statistisch signifikanten kardiovaskularen Risikofaktoren,
Medikamentenanamnese und Laborparameter im direkten Vergleich mit den

statistisch signifikanten Markern.

Tabelle 6: Korrelationsmatrix-Analyse der Kohorte mit Aortenstenose. Befunde der
kardiovaskularen Risikofaktoren, Laborparameter und Aufnahmemedikation wurden mit der
Markerexprimierung verglichen. Negative Faktoren geben inverse Zusammenhénge an.
Legende: *-Markierung: p<0,05, **-Markierung: p<0,01. BMP=Bone Morphogenetic Protein,
Mo=Monozyten, Thr=Thrombozyten, P=Permeabilisiert, NP=nicht-permeabilisiert, Gr=Gremlin,
Max.=Maximalwert, LDL=Low-density lipoprotein, ACE=Angiotensin-converting enzyme,

1=Aufnahmemedikation.
BMP2MoP BMP2MoNP BMP7MoNP GriThrP GriThrNP GrlMoP  GrlMonNP Gr2ThrP  Gr2ThrNP Gr2MonP Gr2MonNP

Hyperlipidamie -0,107 0,188  -0,087 0455 -0,027 -0,402 0,375 -0321 -0,321 -0,134 -0,08

Vorhofflimmern 0205 0,18  -0,052 0063 0,079 0315 0,039 0,252 0,268  0,472* 0,236

Troponin Aufnahme  0,938** 0,839* 0,542 0,133 0041 0,251 0,106 0,494 0,789* 0,803* 0,676

Troponin Max. 0432 0199 0480* -0067 0373 018 -0,098 0,419 0,592** 0,401 0,072

Cholesterin 0,03 -0,149  0,585*- 0,541*- -0,298 -0,435 -0,453 -0455 -0,443 -0,363 -0,448
LDL-Cholesterin 0,02 -0,164  -0,475 0,580*- -0,25 -0412 -0,5503 -0401 -0,343 -0,279 -0,439
Thrombozyten -0,305 -0,16 0,487*- -0,162 0,550**- -0,308 -0,183 0,473*- 0,497* -0,401 -0,186
StatinEzetrol 1 0,668**- -0,446 -0,228 -0,077 -0,464 0,798**- -0,063  0,670**- 0,563*- 0,745**- -0,501
beta-Blocker 1 0,590* -0,499 0,152 -0,272 0045 -0272 -0,136 -0,318 -0454 -0,499 -0,363
ACE-Hemmer 1 0,252 0,22 -0,351 0,535 0,063 -0,189 0,630* -0,22 -0,252 0,031 O

3.2.4.1 Korrelationen von Gremlinl-Expression auf Thrombozyten

Die Zahl der Thrombozyten korreliert signifikant invers mit thrombozytarer

Gremlinl-Exprimierung (r=-0,550, p<0,01 bei permeabilisierten Zellen). Die

Einnahme von Cholesterinsenkern bei Krankenhausaufnahme (Statine

und/oder Ezetrol) korreliert signifikant invers mit thrombozytaren Gremlinl-

Vorkommen (r=-0,798, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Fur die

restlichen Parameter ergaben sich keine relevanten Korrelationen.
3.2.4.2 Korrelationen von Gremlinl-Expression auf Monozyten

Hyperlipidamie als Risikofaktor korreliert signifikant mit monozytarer Gremlinl-

Expression (r=0,455, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Der Gesamt-
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Cholesterin Wert korreliert signifikant invers mit monozytaren Gremlinl-
Vorkommen (r=-0,541, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen), ebenso wie
der LDL-Cholesterin-Wert signifikant invers mit monozytarer Gremlinl-
Exprimierung korreliert (r=-0,580, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Die
Einnahme von ACE-Hemmern zum Aufnahmezeitpunkt korreliert signifikant mit
monozytarer Gremlin1-Expression (r=0,535, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten,
r=0,630, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Flr die anderen Parameter

ergaben sich keine weiteren signifikanten Zusammenhéange.
3.2.4.3 Korrelationen von Gremlin2-Expression auf Thrombozyten

Die HOhe des Troponin-I-Wertes bei Krankenhausaufnahme korreliert
signifikant mit thrombozytarer Gremlin2-Exprimierung (r=0,789, p<0,05 bei
nicht-permeabilisierten Zellen), der maximale Troponin-I-Wert wahrend des
Krankenhausaufenthaltes korreliert ebenfalls signifikant mit thrombozytarer
Gremlin2-Expression (r=0,592, p<0,01 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Die
Zahl der Thrombozyten korreliert signifikant invers mit thrombozytéarer
Gremlin2-Vorkommen (r=-0,473, p<0,05 bei permeabilisierten, r=-0,497, p<0,05
bei nicht-permeabilisierten Zellen). Die Einnahme bei Krankenhausaufnahme
von Cholesterinsenkern (Statine und/oder Ezetrol) korreliert signifikant invers
mit Gremlin2-Vorkommen auf Thrombozyten (r=-0,670, p<0,01 bei
permeabilisierten, r=-0,563, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Fur die

anderen Parameter ergaben sich keine relevanten Zusammenhange.
3.2.4.4 Korrelationen von Gremlin2-Expression auf Monozyten

Vorhandenes Vorhofflimmern korreliert signifikant mit monozytarer Gremlin2-
Exprimierung (r=0,472, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Der Troponin-I-
Wert bei Krankenhausaufnahme korreliert signifikant mit monozytarer Gremlin2-
Expression (r=0,803, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Die Einnahme von
Medikamenten zu Cholesterinsenkung (Statine oder Ezetrol) korreliert
signifikant invers mit Gremlin2-Vorkommen auf Monozyten (r=-0,745, p<0,01
bei permeabilisierten Zellen). Die anderen Parameter ergaben keine relevanten

Korrelationen.
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3.2.4.5 Korrelationen von BMP2-Expression auf Monozyten

War der Troponin-I-Wert bei Krankenhausaufnahme erhoht, so korreliert dies
signifikant mit monozytaren Vorkommen von BMP2 (r=0,938, p<0,01 bei
permeabilisierten, r=0,839, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Die
Einnahme von Medikamenten zu Cholesterinsenkung (Statine oder Ezetrol)
korreliert signifikant invers mit BMP2-Expression auf Monozyten (r=-0,668,
p<0,01 bei permeabilisierten Zellen). Fanden sich beta-Blocker in der
Aufnahmemedikation, so korreliert dies signifikant invers mit monozytéaren
BMP2-Vorkommen (r=-0,590, p<0,05 bei permeabilisierten Zellen). Die anderen

Parameter liefern keine relevanten Ergebnisse.
3.2.4.6 Korrelationen von BMP7-Expression auf Monozyten

Der Maximale Troponin-I-Wert wahrend des Krankenhausaufenthaltes korreliert
ebenfalls signifikant mit monozytarer BMP7-Expression (r=0,480, p<0,05 bei
nicht-permeabilisierten Zellen). Der Gesamt-Cholesterin Wert korreliert
signifikant invers mit monozytaren BMP7-Vorkommen (r=-0,585, p<0,05 bei
nicht-permeabilisierten Zellen). War die Zahl der Thrombozyten erhéht, so
korreliert dies signifikant invers mit BMP7-Exprimierung auf Monozyten (r=-
0,487, p<0,05 bei nicht-permeabilisierten Zellen). Die anderen Parameter

ergaben keine signifikanten Ergebnisse.

3.2.4.7 Korrelationen von BMP4-Expression auf Monozyten und
Thrombozyten

Fur BMP4 ergaben sich weder fir Monozyten noch Thrombozyten bei allen
Parametern statistisch signifikante Zusammenhange.
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3.2.5 Zusammenfassung der Korrelationsmatrix-Tabellen

Die einzelnen Kohorten werden beziglich der Risikofaktoren, Vorerkrankungen,
Laborwerte und Medikation hinsichtlich thrombozytarer und monozytarer
Expression von Gremlinl, Gremlin2, BMP2, BMP4 und BMP7 verglichen.

3.2.5.1 Zusammenfassung fur Gremlinl

Fur SAP-Patienten konnten folgende Aussagen getroffen werden:
Vorhofflimmern und erhdéhte Troponin-Werte gingen mit erhéhter
thrombozytarer Gremlin1-Expression einher. Erhohte Kreatinin-Werte gingen
mit erhohter thrombozytarer und monozytarer Gremlin1-Exprimierung einher,
wohingegen niedrige thrombozytare Gremlinl-Exprimierung bei ASS-Einnahme
zu finden war. Fiur ACS-Patienten galten folgende Aussagen: Ein erhéhter
LVEDD ging mit erhéhter monozytarer und ein erhéhter Troponin-Wert mit
erhohter thrombozytarer Gremlin1-Expression einher. Fur Patienten mit
Aortenklappenstenose gilt: Hyperlipidamie, ACE-Hemmer-Einnahme und
niedrige LDL-Cholesterin-Werte gingen mit erhéhter monozytarer Gremlinl-
Expression einher; erhdhte Thrombozytenzahlen und Cholesterinsenker-

Einnahme gingen mit niedriger thrombozytarer Gremlin1-Exprimierung einher.
3.2.5.2 Zusammenfassung fur Gremlin2

Bei SAP-Patienten wurden folgende Ergebnisse gefunden: ein erhéhter LVEDD
und erhohter Kreatinin-Wert gingen mit erhéhter thrombozytarer und
monozytarer Gremlin2-Expression einher. Vorhofflimmern ging mit erhéhter
thrombozytarer Gremlin2-Exprimierung einher. Erhéhte Thrombozytenzahlen
und ASS-Einnahme gingen mit niedrigen thrombozytaren Gremlin2-Vorkommen
einher. Bei ACS-Patienten wurden folgende Aussagen getroffen: bei erhéhtem
LVEDD wurden erhdhte thrombozytare Gremlin2-Vorkommen gefunden.
Arterielle Hypertonie, ASS-Einnahme und Hyperlipidamie gingen mit niedriger
monozytarer Gremlin2-Expression einher. Erhéhte Troponin-I-Werte gingen mit
erhohten thrombozytaren Gremlin2-Vorkommen einher. Bei Patienten mit

Aortenstenose konnte folgendes festgestellt werden:
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Vorhofflimmern und erhéhte Troponin-I-Werte gingen mit erhéhten monozytaren
Gremlin2-Vorkommen einher. Erhéhte Thrombozytenzahlen gingen mit
niedriger monozytarer Gremlin2-Expression einher. Cholesterinsenkende
Medikamenteneinnahme ging mit niedrigen thrombozytaren und monozytaren

Gremlin2-Vorkommen einher.
3.2.5.3 Zusammenfassung fur BMP2

Fur SAP-Patienten konnten folgende Aussagen getroffen werden: arterielle
Hypertonie ging mit niedriger BMP2-Expression auf Monozyten einher. Bei
ACS-Patienten gilt: Cholesterinsenkende Medikamenteneinnahme und ASS-
Einnahme gingen mit niedriger monozytarer BMP2-Exprimierung einher. Fur die
Patienten mit Aortenstenose gilt folgendes: erhdhte Troponin-I-Werte gingen mit
erhohten BMP2-Vorkommen auf Monozyten einher. Cholesterinsenkende
Medikamente sowie Beta-blocker-Einnahme gingen mit niedrigen monozytéaren

Vorkommen von BMP2 einher.

3.2.5.4 Zusammenfassung fur BMP4

Fur BMP4 ergaben sich keinerlei statistisch signifikante Korrelationen.
3.2.5.5 Zusammenfassung fur BMP7

Ein erhdhter Troponin-1-Wert ging mit erhéhten monozytaren BMP7-
Vorkommen bei ACS-Patienten einher. Erhohte Thrombozytenzahlen gingen
mit niedriger monozytarer BMP7-Expression bei Patienten mit

Aortenklappenstenose einher.
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3.3 Signifikante Marker innerhalb der Kohorten

Fur die FACS-Analysen wurden insgesamt finf Marker verwendet, BMP2,
BMP4, BMP7, Gremlinl und Gremlin2. Sie wurden auf Thrombozyten und

Monozyten, jeweils permeabilisiert und nicht-permeabilisiert, untersucht.

Im Folgenden wird graphisch dargestellt, dass vor allem folgende
Kombinationen in der Gesamtkohorte statistisch signifikant waren: BMP2 auf
Monozyten, BMP7 auf Monozyten, Gremlin 1 auf Thrombozyten und
Monozyten, und Gremlin 2 auf Thrombozyten und Monozyten. Danach wurden

Unterschiede zwischen den Einzelkohorten untersucht.

BMP

N

N
()
o

P=0,029

| P=1,000

[
un
()

| P=0,041 || P=0,141
100

Ul
o

-

MFI {Mean Fluorescence Intensity)

SAP ACS AS

Abbildung 8: BMP2-Expression auf permeabilisierten Monozyten im Kohortenvergleich.
Als diagnostischer Parameter wurde der MFI (Mean Fluorescence Intensity) der
durchflusszytometrischen Bestimmung zur Darstellung der Expression von BMP2 verwendet.
Es gilt: SAP n=51, ACS n=30, Aortenstenosen n=12. Zusammenhange wurden mittels p-Werte
angegeben. Legende: SAP=Stabile Angina pectoris, ACS=akutes Koronarsyndrom,
AS=Aortenstenosen, BMP2=Bone morphogenetic protein 2, MFI=Mean Flourescence Intensity.

Die Unterschiede der MFI-Werte fir BMP2-Expression auf permeabilisierten
Monozyten zwischen der SAP- (Mean-Wert=45,2) und ACS-Kohorte (Mean-
Wert=65) sind signifikant (p=0,041); insgesamt unterscheiden sich die MFI-
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Werte von SAP-, ACS- und Aortenstenosen-Kohorte (Mean-Wert=46,4)
signifikant voneinander (p=0,029). Die Unterschiede zwischen ACS- und
Aortenstenosen-Kohorte sowie SAP- und Aortenstenosenkohorte sind nicht

statistisch signifikant.
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Abbildung 9: BMP2-Expression auf nicht-permeabilisierten Monozyten im
Kohortenvergleich. Als diagnostischer Parameter wurde der MFI (Mean Fluorescence
Intensity) der durchflusszytometrischen Bestimmung zur Darstellung der Expression von
BMP2 verwendet. Es gilt: SAP n=51, ACS n=30, Aortenstenosen n=12. Zusammenhénge
wurden mittels p-Werte angegeben. Legende: SAP=Stabile Angina pectoris, ACS=akutes
Koronarsyndrom, AS=Aortenstenosen, BMP2=Bone morphogenetic protein 2, MFI=Mean
Flourescence Intensity.

Die MFI-Werte von BMP2-Exprimierung auf nicht-permeabilisierten Monozyten
unterscheiden sich zwischen der ACS- (Mean-Wert=80,2) und Aortenstenosen-
Kohorte (Mean-Wert=53,1) signifikant (p=0,042). Insgesamt unterscheiden sich
die MFI-Werte zwischen SAP-Kohorte (Mean-Wert=63,7), ACS- und
Aortenstenosenkohorte signifikant (p=0,036). Die Unterschiede der MFI
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zwischen SAP- und ACS-Kohorte bzw. SAP- und Aortenstenosenkohorte sind

nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 10: BMP7-Expression auf nicht-permeabilisierten Monozyten im
Kohortenvergleich. Als diagnostischer Parameter wurde der MFI (Mean Fluorescence
Intensity) der durchflusszytometrischen Bestimmung zur Darstellung der Expression von BMP7
verwendet. Es gilt: SAP n=51, ACS n=30, Aortenstenosen n=12. Zusammenhénge wurden
mittels p-Werte angegeben. Legende: SAP=Stabile Angina pectoris, ACS=akutes
Koronarsyndrom, AS=Aortenstenosen, BMP7=Bone morphogenetic protein 7, MFI=Mean
Flourescence Intensity.

Die ACS- (Mean-Wert=18,9) und Aortenstenosen-Kohorte (Mean-Wert=28,8)
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer BMP7-Expression auf nicht-
permeabilisierten Monozyten signifikant voneinander (p=0,04). Ebenso
unterscheiden sich insgesamt alle MFI-Werte der SAP-Kohorte (Mean-
Wert=20,6), ACS- und Aortenstenosen-Kohorte signifikant voneinander
(p=0,038). Statistisch signifikante Unterschiede zwischen SAP- und ACS-
Kohorte bzw. SAP- und Aortenstenosen-Kohorte sind nicht eruierbar.
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Abbildung 11: Gremlinl-Expression auf permeabilisierten Thrombozyten im
Kohortenvergleich. Als diagnostischer Parameter wurde der MFI (Mean Fluorescence
Intensity) der durchflusszytometrischen Bestimmung zur Darstellung der Expression von
Gremlinl verwendet. Es gilt: SAP n=51, ACS n=30, Aortenstenosen n=12. Zusammenhange
wurden mittels p-Werte angegeben. Legende: SAP=Stabile Angina pectoris, ACS=akutes
Koronarsyndrom, AS=Aortenstenosen, MFI=Mean Flourescence Intensity.

Die MFI-Werte der SAP- (Mean-Wert=41,5) und Aortenstenosen-Kohorte
(Mean-Wert=302) unterscheiden sich signifikant voneinander (p=0,000). Der
Unterschied der MFI-Werte der ACS- (Mean-Wert=49,6) und Aortenstenosen-
Kohorte ist ebenfalls statistisch hoch signifikant (p=0,000). Die MFI-Werte im
Vergleich aller drei Kohorten unterscheiden sich ebenfalls signifikant (p=0,000).
Der Unterschied der Expression von Gremlinl auf Thrombozyten ist nicht
signifikant zwischen SAP- und ACS-Kohorte.
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Abbildung 12: Gremlinl-Expression auf nicht-permeabilisierten Thrombozyten im
Kohortenvergleich. Als diagnostischer Parameter wurde der MFI (Mean Fluorescence
Intensity) der durchflusszytometrischen Bestimmung zur Darstellung der Expression von
Gremlinl verwendet. Es gilt: SAP n=51, ACS n=30, Aortenstenosen n=12. Zusammenhange
wurden mittels p-Werte angegeben. Legende: SAP=Stabile Angina pectoris, ACS=akutes
Koronarsyndrom, AS=Aortenstenosen, MFI=Mean Flourescence Intensity.

Die MFI-Werte der SAP- (Mean-Wert=55,8) und Aortenstenosen-Kohorte
(Mean-Wert=196,7) unterscheiden sich (schwach) signifikant voneinander
(p=0,077), ebenso wie die Gremlin1l-Expressionen der SAP-, ACS- (Mean-
Wert=89,5) und Aortenstenosen-Kohorten insgesamt voneinander (p=0,079).
Die Unterschiede zwischen den MFI der SAP- und ACS-Kohorte bzw. ACS- und

Aortenstenosen-Kohorte sind nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 13: Gremlinl-Expression auf permeabilisierten Monozyten im
Kohortenvergleich. Als diagnostischer Parameter wurde der MFI (Mean Fluorescence
Intensity) der durchflusszytometrischen Bestimmung zur Darstellung der Expression von
Gremlinl verwendet. Es gilt: SAP n=51, ACS n=30, Aortenstenosen n=12. Zusammenhange
wurden mittels p-Werte angegeben. Legende: SAP=Stabile Angina pectoris, ACS=akutes
Koronarsyndrom, AS=Aortenstenosen, MFI=Mean Flourescence Intensity.

Die MFI-Werte der ACS- (Mean-Wert=24) und Aortenstenosen-Kohorte (Mean-
Wert=68,6) unterscheiden sich (schwach) signifikant voneinander (p=0,094),
ebenso wie die Unterschiede der MFI zwischen SAP- (Mean-Wert=39), ACS-
und Aortenstenosen-Kohorte insgesamt statistisch signifikant sind (p=0,080).
Die MFI-Unterschiede zwischen SAP- und ACS-Kohorte bzw. SAP- und

Aortenstenosen-Kohorten sind nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 14: Gremlinl-Expression auf nicht-permeabilisierten Monozyten im
Kohortenvergleich. Als diagnostischer Parameter wurde der MFI (Mean Fluorescence
Intensity) der durchflusszytometrischen Bestimmung zur Darstellung der Expression von
Gremlinl verwendet. Es gilt: SAP n=51, ACS n=30, Aortenstenosen n=12. Zusammenhange
wurden mittels p-Werte angegeben. Legende: SAP=Stabile Angina pectoris, ACS=akutes
Koronarsyndrom, AS=Aortenstenosen, MFI=Mean Flourescence Intensity.

Die Unterschiede der MFI-Werte zwischen ACS- (Mean-Wert=29,9) und
Aortenstenosenkohorte (Mean-Wert=89,8) sind (schwach) signifikant (p=0,011).
SAP- (Mean-Wert=27,3) und Aortenstenosenkohorte unterscheiden sich
hinsichtlich der MFI-Werte hoch signifikant (p=0,005), ebenso wie alle drei
Kohorten im Vergleich untereinander (p=0,004). Der Unterschied der MFI-Werte
zwischen ACS- und SAP-Kohorte ist nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 15: Gremlin2-Expression auf permeabilisierten Thrombozyten im
Kohortenvergleich. Als diagnostischer Parameter wurde der MFI (Mean Fluorescence
Intensity) der durchflusszytometrischen Bestimmung zur Darstellung der Expression von
Gremlin2 verwendet. Es gilt: SAP n=51, ACS n=30, Aortenstenosen n=12. Zusammenhénge
wurden mittels p-Werte angegeben. Legende: SAP=Stabile Angina pectoris, ACS=akutes
Koronarsyndrom, AS=Aortenstenosen, MFI=Mean Flourescence Intensity.

Die MFI-Werte der Gremlin2-Expression der SAP- (Mean-Wert=46,2) und
Aortenstenosenkohorte (Mean-Wert=164,3) unterscheiden sich signifikant
(p=0,002). Auch sind die Unterschiede der MFI-Werte der ACS- (Mean-
Wert=56,4) und Aortenstenosenkohorte statistisch signifikant (p=0,006), ebenso
wie die Unterschiede der MFI-Werte der drei Kohorten insgesamt untereinander
(p=0,001). Lediglich der Unterschied der Gremlin2-Expression der SAP- und
ACS-Kohorte ist nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 16: Gremlin2-Expression auf nicht-permeabilisierten Thrombozyten im
Kohortenvergleich. Als diagnostischer Parameter wurde der MFI (Mean Fluorescence
Intensity) der durchflusszytometrischen Bestimmung zur Darstellung der Expression von
Gremlin2 verwendet. Es gilt: SAP n=51, ACS n=30, Aortenstenosen n=12. Zusammenhange
wurden mittels p-Werte angegeben. Legende: SAP=Stabile Angina pectoris, ACS=akutes
Koronarsyndrom, AS=Aortenstenosen, MFI=Mean Flourescence Intensity.

Die MFI-Werte als Marker fur Gremlin2-Expression auf nicht-permeabilisierten
Thrombozyten unterscheiden sich (schwach) signifikant zwischen der SAP-
(Mean-Wert=100,8) und Aortenstenosenkohorte (Mean-Wert=154,7, p=0,065).
Ebenso unterscheiden sich MFI-Werte der ACS- (Mean-Wert=78,3) und
Aortenstenosenkohorte signifikant (p=0,061). Sowohl die Unterschiede der MFI-
Werte der SAP- und Aortenstenosenkohorte als auch die Unterschiede aller

drei Kohorten untereinander sind nicht statistisch signifikant.

77



Ergebnisse C. Kechaiov

=
&£ 200 | P=0,002 |
c
= | |
c
3 150 P=0,004
o | 11
9 P=1,000 P=0,006
L
= 100
9
L
S
o 50
2
S
0

SAP ACS AS

Abbildung 17: Gremlin2-Expression auf permeabilisierten Monozyten im
Kohortenvergleich. Als diagnostischer Parameter wurde der MFI (Mean Fluorescence
Intensity) der durchflusszytometrischen Bestimmung zur Darstellung der Expression von
Gremlin2 verwendet. Es gilt: SAP n=51, ACS n=30, Aortenstenosen n=12. Zusammenhénge
wurden mittels p-Werte angegeben. Legende: SAP=Stabile Angina pectoris, ACS=akutes
Koronarsyndrom, AS=Aortenstenosen, MFI=Mean Flourescence Intensity.

Die MFI-Werte als Ausdruck der Gremlin2-Exprimierung auf permeabilisierten
Monozyten unterscheiden sich signifikant (p=0,004) bei den SAP- (Mean-
Wert=21,5) und Aortenstenosenkohorten (Mean-Wert=44,7). Auch die
Unterschiede zwischen ACS- (Mean-Wert =21,9) und Aortenstenosenkohorte
sind hochsignifikant (p=0,006), ebenso wie die Unterschiede der MFI-Werte
innerhalb aller drei Kohorten im Vergleich (p=0,002). Lediglich die Unterschiede
zwischen SAP- und ACS-Kohorte sind nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 18: Gremlin2-Expression auf nicht-permeabilisierten Monozyten im
Kohortenvergleich. Als diagnostischer Parameter wurde der MFI (Mean Fluorescence
Intensity) der durchflusszytometrischen Bestimmung zur Darstellung der Expression von
Gremlin2 verwendet. Es gilt: SAP n=51, ACS n=30, Aortenstenosen n=12. Zusammenhéange
wurden mittels p-Werte angegeben. Legende: SAP=Stabile Angina pectoris, ACS=akutes
Koronarsyndrom, AS=Aortenstenosen, MFI=Mean Flourescence Intensity.

Die MFI-Werte verdeutlichen Gremlin2-Exprimierungen auf nicht-
permeabilisierten Monozyten; die Unterschiede dieser Werte zwischen SAP-
(Mean-Wert=25,2) und Aortenstenosenkohorte (Mean-Wert=42,1) sind
signifikant (p=0,025). Auch die Unterschiede der MFI-Werte zwischen SAP-,
ACS- (Mean-Wert=28,7) und Aortenstenosenkohorte im Vergleich sind
statistisch signifikant (p=0,029). Unterschiede zwischen SAP- und ACS-
Kohorte, ebenso wie die Unterschiede der MFI-Werte der ACS- und

Aortenstenosenkohorte sind nicht statistisch signifikant.
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3.4 Follow up der Studie mit Analyse der periinterventionellen Baseline
characteristics und klinischem Verlauf mit Kaplan-Meier-Analysen der

Uberlebensfunktionen und Messendpunkte
3.4.1 Baseline characteristics im Verlauf

Nachfolgend werden die Charakteristika der Patienten periinterventionell sowie
wahrend des Krankenhausaufenthaltes geschildert (Gesamt n=93, SAP n=51,
ACS n=30, Aortenstenose n=12).

Patienten mit Aortenklappenstenose wiesen haufiger einen kardial
dekompensierten Zustand im Herzkatheterlabor auf (p=0,025 bei n=4(28,6%),
n=2(4,5%) bei SAP-Patienten, n=3(7,9%) bei ACS-Patienten). Vor allem
Patienten mit stabiler Angina pectoris waren von einer Drei-Gefal3-KHK
betroffen (p=0,021 bei n=29(65,9%), ACS-Patienten n=17(4,7%),
Aortenstenosenpatienten n=3(20,0%)). Der CRP-Wert war bei
Aortenstenosenpatienten signifikant hoher als bei SAP- und ACS-Patienten
(9,9+7,3 mg/dl bei p<0,001, 0,54+0,80 mg/dl bei SAP-Patienten, 2,5+4,0 mg/dl
bei ACS-Patienten). Die Gesamt-CK war bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom héher als bei Patienten mit stabiler Angina pectoris oder
Aortenklappenstenose (330,4+455,3 U/L bei p=0,003, 103,3+67,5 U/L bei SAP-
Patienten, 133,5£132,6 U/L bei Aortenstenosenpatienten). Patienten mit
Aortenstenose wiesen signifikant hohere Kreatininwerte auf als SAP- oder ACS-
Patienten (1,7+0,65 mg/dl bei p=0,003, 0,96+0,54 mg/dl bei SAP-Patienten,
0,95+0,25 mg/dl bei ACS-Patienten). Patienten mit Aortenstenose erhielten als
Entlassmedikation von den Aggregationshemmern vor allem Clopidogrel
(n=21(100%) bei p<0,001), ebenso wie SAP-Patienten (n=18(40,9%) bei
p<0,001). ASS in der Entlassmedikation erhielten haufiger Patienten mit stabiler
Angina pectoris (n=40(90,9%) bei p<0,001) wie ACS- (n=35(92,1%))) oder
Aortenstenosenpatienten (n=8(38,1%)). Die area under the curve (=AUC) des
periinterventionell durchgefiihrten Multiplate-Tests hat fir ADP bei ACS-
Patienten hohere Werte ergeben (35,6+24,6 bei p=0,013) wie fur SAP-
(32,0+20,5) oder Aortenstenosenpatienten (18,5+15,0). Ebenso war die AUC
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erhoht bei ACS-Patienten beim Collagen-Test (54,7+£26,1 bei p=0,007), im
Vergleich zu SAP- (51,9+26,5) und Aortenstenosenpatienten (32,7+£24,5).

Tabelle 7: Baseline characteristics zu den Befunden periinterventionell und im Verlauf

des stationdren Aufenthalts. In Tabelle 2 wurden die Charakteristika der Patienten bei

Aufnahme dargestellt, hier sind die Verlaufs-, Interventionsfaktoren sowie Entlassmedikation

dargestellt. Legende: mit *-versehene Charakteristika bedeuten: Mean-Wert £

Standardabweichung. N=Anzahl, SAP=stabile Angina pectoris, ACS=akutes Koronarsyndrom,

KHK=Koronare Herzerkrankung, TTE=transthorakales Echo, Kardiovask.

Dekomp=Kardiovaskulare Dekompensation, LVEDD=Left ventricular end-diastolic diameter,

MI=Myokardinfarkt, CV=Kardiovaskular, CRP=C-reaktives Protein, CK=Kreatinkinase,

LDL=Low-density lipoprotein, AT1=Angiotensinl, ACE=Angiotensin-Converting Enzyme,

OAD=orales Antidiabetikum, Peri=Periinterventionell.

Grace Score*

KHK-Typ

Keine

Ein-Gefal-KHK

Zwei-Gefal-KHK

Drei-GefaR-KHK

126,5 +

34,1

9(9,3)

12 (12,4)
27 (27.8)

49 (50,5)

116,0 £

27,1

2 (4,5)
5 (11,4)
8 (18,2)

29 (65,9)

5 (13,2)
6 (15,8)
10 (26,3)

17 (44,7)

159,1+£27,6

2(13,3)
1(6,7)
9 (60,0)

3(20,0)

0,021
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Sign. Aortenstenose -

n(%)

Kreatinin* 1,0+0,51

LDL-Cholesterin*

82

0,95+0,25

10 (47,6)

1,7+0,65

106,9 + 38,2
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ASS

Beta-Blocker

ACE-Hemmer

Diuretika

Collagen*

Peri Multiplate

83 (80,6)

40 (90,9)

35 (92,1)

8 (38,1)

C. Kechaiov

<0,001

62 (60,2)

62 (60,2)

48,9+ 27,1

27 (61,4)

24 (54,5)

519+ 54,7+ 26,1

26,5

26 (68,4)

9 (42,9)

0,155

21 (55,3)

17 (81,0) 0,093

32,7+24,5 0,007
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3.4.2 Kaplan-Meier-Kurven mit klinischem Endpunkt

Die Patienten mit MFI-Werten unterhalb des Median der jeweiligen Marker-
Expression wurden mit den Patienten verglichen, die eine Expression des
jeweiligen Markers oberhalb des Medians aufwiesen. Als kombinierter klinischer
Endpunkt wurde innerhalb der 150 Tage nach Herzkatheter oder TAVI die
Rehospitalisierung wegen dekompensierter Herzinsuffizienz, Verschlechterung
der LVEF (Linksventrikularen Ejektionsfraktion) um mindestens 10% oder
erneutes kardiovaskulares Ereignis mit Indikation zur erneuten
Koronarintervention gewahlt. Nachfolgend wird dieses Follow-up dargestellt
(Gesamt n=93, SAP n=51, ACS n=30, Aortenstenosen n=12), zunachst fur
Gremlinl-Expression auf Thrombozyten: Patienten, deren MFI unterhalb des
Medians lag (n=27), hatten ein schlechteres Outcome als Patienten, deren MFI
oberhalb des Medians lag (n=32, p=0,098) (Abb. 19).
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Abbildung 19: Follow-up Analyse mit Erreichen des kombinierten klinischen Endpunktes
bei Patienten mit Gremlin-1 Expression auf Thrombozyten. Patienten, deren MFI bei der
Markerkonstellation nicht-permeabilisierter, Gremlinl-markierter Thrombozyten oberhalb des
Median-Wertes lag (grine Linie), wiesen ein besseres Outcome auf, als Patienten, deren MFI-
Wert unterhalb des Medians lag (blaue Linie). Dies ging mit spaterer/weniger Rehospitalisierung
aufgrund erneut notwendiger Herzkatheteruntersuchung einher. Der p-Wert gibt dabei die
statistische Signifikanz an. Legende: FU=Follow-up, Kum.=Kumulatives, Grem1=Gremlinl,
T=Thrombozyten, NP=Nicht-permeabilisiert.

Gremlinl-Expression in Thrombozyten: Patienten, deren MFI oberhalb des
Medians lag (n=14), hatten ein statistisch signifikant besseres Outcome als
Patienten, deren MFI unterhalb des Medians lag (n=45, p=0,013) (Abb.20).

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 20: Follow-up Analyse mit Erreichen des kombinierten klinischen Endpunktes
bei Patienten mit Gremlinl-Expression in Thrombozyten. Patienten, deren MFI bei der
Markerkonstellation permeabilisierter, Gremlinl-markierter Thrombozyten oberhalb des Median-
Wertes lag (griine Linie), wiesen ein besseres Outcome auf, als Patienten, deren MFI-Wert
unterhalb des Medians lag (blaue Linie). Dies ging mit spaterer/weniger Rehospitalisierung
aufgrund erneut notwendiger Herzkatheteruntersuchung einher. Der p-Wert gibt dabei die
statistische Signifikanz an. Legende: FU=Follow-up, Kum.=Kumulatives, Grem1=Gremlinl,
T=Thrombozyten, P=Permeabilisiert.
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Patienten, deren Monozyten permeabilisiert wurden, und die eine Expression
von Gremlinl in den Monozyten oberhalb des Medians aufwiesen (n=36),
hatten ein statistisch signifikant besseres Outcome (p=0,001) als Patienten mit
einem MFI-Wert kleiner als der Median (n=23). Diese Patienten erreichten den

kombinierten Endpunkt signifikant schneller (Abb.21).
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Abbildung 21: Gremlinl-Expression in Monozyten, Erreichen des kombinierten klinischen
Endpunktes. Patienten, deren MFI bei der Markerkonstellation permeabilisierter, Gremlin1-
markierter Monozyten oberhalb des Median-Wertes lag (grtine Linie), wiesen ein besseres
Outcome auf, als Patienten, deren MFI-Wert unterhalb des Medians lag (blaue Linie). Dies ging
mit spéterer/weniger Rehospitalisierung aufgrund erneut notwendiger Herzkatheteruntersuchung
einher. Der p-Wert gibt dabei die statistische Signifikanz an. Legende: FU=Follow-up,
Kum.=Kumulatives, Grem1=Gremlinl, M=Monozyten, P=Permeabilisiert.

Lag der MFI-Wert der Patienten bei Gremlin2-markierten, permeabilisierten
Monozyten oberhalb des Medians (n=36), so hatten diese Patienten eine
signifikant bessere Prognose (p=0,018) als Patienten, deren MFI-Wert
unterhalb des Medians lag (n=23, Abb.22).
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 22: Follow-up Analyse mit Erreichen des kombinierten klinischen Endpunktes
mit Gremlin2-Expression in Monozyten. Patienten, deren MFI bei der Markerkonstellation
permeabilisierter, Gremlin2-markierter Monozyten oberhalb des Median-Wertes lag (griine Linie),
wiesen ein besseres Outcome auf, als Patienten, deren MFI-Wert unterhalb des Medians lag
(blaue Linie). Dies ging mit spaterer/weniger Rehospitalisierung aufgrund erneut notwendiger
Herzkatheteruntersuchung einher. Der p-Wert gibt dabei die statistische Signifikanz an. Legende:
FU=Follow-up, Kum.=Kumulatives, Grem2=Gremlin2, M=Monozyten, P=Permeabilisiert.

Lag der MFI-Wert von nicht-permeabilisierten Monozyten, welche mit Gremlin2-
markiert wurden, oberhalb des Medians (n=32), so hatten diese Patienten ein
signifikant besseres Outcome (p=0,025), als Patienten, deren MFI-Wert kleiner

als der Median war (n=27) (Abb.23).
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 23: Follow-up Analyse mit Erreichen des kombinierten klinischen Endpunktes
bei Patienten mit Gremlin2-Expression auf Monozyten. Patienten, deren MFI bei der
Markerkonstellation nicht-permeabilisierter, Gremlin2-markierter Monozyten oberhalb des Median-
Wertes lag (griine Linie), wiesen ein besseres Outcome auf, als Patienten, deren MFI-Wert
unterhalb des Medians lag (blaue Linie). Dies ging mit spéterer/weniger Rehospitalisierung
aufgrund erneut notwendiger Herzkatheteruntersuchung einher. Der p-Wert gibt dabei die
statistische Signifikanz an. Legende: FU=Follow-up, Kum.=Kumulatives, Grem2=Gremlin2,
M=Monozyten, NP=Nicht-Permeabilisiert.

Allgemein gilt fir alle genannten Markerkonstellationen: Gremlinl und Gremlin2
markierte Zellen (Thrombozyten und Monozyten) zeigen statistisch signifikante
Zusammenhange; liegt der MFI-Wert der Patienten oberhalb des jeweiligen
Medians, so ist die Prognose fiur diese Patienten beziiglich erneuter
Herzkatheterintervention oder kardialer Dekompensation deutlich besser, als

bei Patienten, deren MFI-Wert unterhalb des Medians liegt.
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4. Diskussion

4.1. Die wichtigsten Aussagen der Studie in der Ubersicht

Die Analyse der Kohortendaten mit Variablen wie Alter, kardiovaskularer
Anamnese und Risikofaktoren, Laborparametern und Medikamenteneinnahme
kam zu folgenden signifikanten Unterschieden zwischen den einzelnen
Subkohorten SAP, ACS und Aortenklappenstenose: Parameter wie Alter und
Geschlecht sind signifikant unterschiedlich. Vor allem Patienten mit stabiler
Angina pectoris weisen kardiovaskulare Risikofaktoren auf und hatten einen
Myokardinfarkt, der langer als 30 Tage zurickliegt. Patienten mit akutem
Koronarsyndrom hatten eine deutliche hhere monozytare Expression von
BMP2 als Patienten mit SAP. Die Expression von BMP7 auf Monozyten und
Gremlinl und Gremlin2 auf Thrombozyten und Monozyten war deutlich héher
bei Patienten mit Aortenstenose als bei Patienten mit SAP oder ACS. Waren
kardiale Nekrosemarker wie Troponin | bei ACS-Patienten erhéht, so wiesen
diese Patienten eine erhhte Exprimierung von Gremlinl und Gremlin2 auf
Thrombozyten, sowie BMP7 auf Monozyten auf. Bei Patienten mit
Aortenstenose war Troponin | erhdht bei erhéhter Expression von Gremlin2 auf
Thrombozyten und Monozyten, sowie BMP2 auf Monozyten. In der Kaplan
Meier Analyse erreichten signifikant mehr Patienten mit Gremlin1- und
Gremlin2-Expression unterhalb des Medians friiher den klinisch kombinierten

Endpunkt (Rehospitalisierung).
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4.2 Wichtigste Ergebnisse fur die SAP-Kohorte

Patienten mit SAP zeigten geringfigig erhohte Gremlinl-Expression in
Monozyten; dies korreliert mit dem kardialen Nekrosemarker Troponin | als

klinischem Parameter und erhéhtem kardiovaskularen Risiko [181].
4.3 Wichtigste Ergebnisse fur die ACS-Kohorte

Der MFI von BMP2 auf (permeabilisierten) Monozyten war vor allem erhdht bei
Patienten mit akutem Koronarsyndrom wie bereits von Nakagawa et al.
beschrieben [89]. Der MFI von BMP2 auch auf nicht permeabilisierten
Monozyten war vor allem bei gleicher Kohorte erhéht, was die Arbeit von
Quiyang et al. zeigt [177]. Erhéhte BMP2-Expression hat folglich im akuten
Myokardgeschehen einen entscheidenden Einfluss [179]. Generell wird im
Myokardgewebe postinfarktits eine erhbhte BMP2-Expression deutlich, welche
die Regeneration des Gewebes auch nach dem Infarkt herunterreguliert und
somit danach nachweisbar bleibt [180]. Sanders et al. berichten tber eine Up-
Regulation von Gremlin2 nach einem Myokardinfarkt als Limitation der im
Infarktgewebe ablaufenden Inflammation [179]. Patienten mit ACS zeigen bei
erhohten Troponin-Werten erhéhte BMP7-, Gremlinl- und Gremlin2-
Exprimierung in Thrombozyten und Monozyten und wiesen somit ein erhdhtes

kardiovaskulares Risiko auf [181].
4.4 Wichtigste Ergebnisse fur die Aortenstenosen-Kohorte

Das Vorkommen von BMP7 auf Monozyten ist bei Aortenklappenstenosen
erhoht und unterscheidet sich signifikant von der Expression bei Patienten mit
ACS; dessen inhibitorische Rolle in den Vorgangen der Atherosklerose wie
Muskelzellproliferation und —differenzierung sind bereits durch Dorai et al.
beschrieben worden [67], sorgen also vor allem bei chronischen Vorgangen wie
Aortenklappenstenose fir eine Down-Regulation der Inflammation. Der MFI von
Gremlinl bzw. Gremlin2 sowohl auf Thrombozyten als auch auf Monozyten war
bei Patienten mit Aortenklappenstenose erhéht. Eine Erhéhung der Gremlins
andererseits kann hochstens Rickschlisse dartiber zulassen, dass bei dem

Vorgang die Marker, welche die Inflammation und somit das Fortschreiten der
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Klappenkalzifizierung vorantreiben, durch deren Inhibitoren wie Gremlin
gestoppt werden sollen, als GegenregulationsmalRnahme des Koérpers [178];
Dieselben Patienten zeigen bei erhéhten Troponin-Werten erhéhte BMP2-,
Gremlin2-Exprimierung in Thrombozyten und Monozyten. BMP2-, und
Gremlin2-Expression korrelieren hier mit der Hohe des Troponin I-Wertes und

somit mit dem Risiko fur kardiale Nekrosen [181].
4.5 Analyse der Kaplan-Meier-Kurven

Patienten mit Gremlinl- und Gremlin2-Expressionswerten oberhalb des
Medians haben eine bessere klinische Prognose, wenn es um
Rehospitalisierung wegen Herzinsuffizienz, Verschlechterung der LV-Funktion
oder erneute Koronarintervention geht. Bereits Sanders et al. wiesen eine
protektive Wirkung von Gremlin2 nach [179]; Mlller et al. statuierten, dass
Gremlinl den Progress der Atherosklerose und somit deren Krankheitsbilder
mildern kann [126]. Negative Effekte bezuglich Outcome konnten jedoch fur die
BMPs nicht statistisch signifikant nachgewiesen werden.

4.6 Limitationen der Studie

Die Ergebnisse dieser Studie beruhen auf FACS-Analysen; Immunhistologie
und ELISA-Verfahren konnen noch weitere Aufschlisse dariiber geben, wie
sich das Verhalten von BMPs und Gremlin auf CD14- und CD42b-positiven
Zellen prasentiert und wie sich die Ausschittung der Marker aus diesen Zellen
nach einem kardialen Ereignis und nach Intervention im Blut verhalt. Bei der
statistischen Analyse konnten haufig nur dann signifikante Ergebnisse
festgestellt werden, wenn man die Gruppe der Aortenstenosenpatienten mit
einbezog, nicht bei KHK-Patienten allein; auch der Vergleich der kranken
Patienten mit der Kontrollgruppe der gesunden Probanden liel3 keine
signifikanten Unterschiede (Gesund vs. Krank) erkennen. Dies lag an der vor
allem kleinen ACS-Kohorte, welche in weiterfihrenden Studien gré3er gewahlt
werden sollte. Fur den Vergleich von Medikamenten mit der Expression von

BMPs oder Gremlin wurde die Aufnahmemedikation herangezogen; hier muss
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bedacht werden, dass Patienten formal diese Medikation erhielten, aber nicht
exakt nachgewiesen werden kann, ob Patienten der Medikation auch
gewissenhaft nachgekommen sind. Fur die Follow-up Ergebnisse gilt, dass die
Endpunkte pradiktiv gewahlt wurden; nur fur einen Endpunkt konnten Aussagen
getroffen werden. Um fur die weiteren Endpunkte wie erneuter Myokardinfarkt,
Stent-Thrombose oder Tod ebenfalls Aussagen treffen zu kénnen, missen
mehr Patienten rekrutiert werden. Diese Studie ist eine Beobachtungsstudie; es
sind noch weitere Studien nétig, um zu untersuchen, ob die Ergebnisse klinisch

relevant sind.

4.7 Klinische Bedeutung der Ergebnisse

Die Messungen sollten den Zusammenhang von molekularen Vorgangen und
daraus resultierenden klinischen Folgerungen verdeutlichen und ferner
aufzeigen, wie sich die Zellpopulationen Thrombozyten/Monozyten im
Verhéltnis zu den gemessenen Markern BMP2, BMP4, BMP7, Gremlinl und
Gremlin2 zur Klinik und zum Outcome der Patienten verhalten und ob sich
daraus ein Zusammenhang ergibt, welcher Patienten als Hochrisiko-Patienten
einordnen lasst. Anhand der Ergebnisse kann man fir die klinische Bedeutung
der Messungen folgende Aussagen treffen: BMP4 ist zur klinischen Evaluation
der Patienten oder Kontrolle nicht geeignet. Nur die monozytaren Messungen
fur BMP2 und BMP7 ergaben signifikante Unterschiede, jedoch nicht fir die
Follow-up Analysen. Hier war nur die Expression von Gremlinl und Gremlin2
zur Identifizierung von Hochrisiko-Patienten interessant. Endgultige Aussagen
zum Einfluss von BMP2, BMP7, Gremlinl und Gremlin2 auf Endpunkte wie
Tod, kardiovaskularer Tod, kardiovaskulares Ereignis, erneuter Herzinfarkt,
apoplektischer Insult etc. sollten in grof3eren Kohorten und einem langeren
Follow-up Zeitraum reevaluiert werden. Aus dieser Studie lasst sich derzeit nur
fur die funf signifikanten Markerkonstellationen (Gremlinl, Thrombozyten,
permeabilisiert und nicht-permeabilisiert, Gremlinl Monozyten permeabilisiert,
Gremlin2, Monozyten, permeabilisiert und nicht-permeabilisiert) ein Nutzen der
routinemafigen Messung bei Patienten in der Klinik eruieren. BMP2 kdnnte ein
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Target fUr neue therapeutische Strategien sein bei Patienten mit ACS;
Gremlinl, Gremlin2 und BMP7 kdnnten ein Target sein bei Patienten mit
Aortenklappenstenose. Deshalb kénnte die Bestimmung von BMP2, BMP7,
Gremlinl und Gremlin2 in der klinischen Routine zur Risikostratifizierung bei
Patienten mit ACS (BMP2) und Aortenklappenstenose (BMP7, Gremlinl,

Gremlin2) hilfreich sein.

4.8 Schlussfolgerungen

Die hier dargestellten Ergebnisse lassen eine Vielzahl an Ruckschlissen zu.
Die statistisch signifikant dargestellten Markerkonstellationen zeigen Folgendes:
erhohte BMP2-Vorkommen in oder auf CD14-positiven Zellen (vor allem
Monozyten) waren vor allem bei ACS-Patienten feststellbar. BMP7-Vorkommen
auf Monozyten waren erhdht bei Patienten mit Aortenklappenstenosen, ebenso
wie Gremlinl- und Gremlin2-Vorkommen. BMP7- und Gremlin1-Vorkommen
korrelieren mit der Héhe der Cholesterin-Blutwerte, und besitzen somit klinische
Relevanz, da erhdhte Cholesterinwerte pathognomonisch fur atherosklerotisch-
assoziierte Krankheitsbilder stehen [9]. Auch die Anzahl der Thrombozyten und
somit die Mdglichkeit zur Thrombozytenaggregation war umso geringer, je
héher die BMP7-, und Gremlin-Vorkommen waren. Diese statistischen
Zusammenhange werden durch die Erkenntnisse der Multiplate-Analysen
unterstutzt; auch hier ist eine deutliche Relevanz vorhanden, da
Thrombozytenaggregation ebenfalls wichtig ist in der Atherombildung [130]. Die
Hohe kardialer Nekrosemarker wie Troponin korrelierte bei ACS-Patienten mit
der Hohe der BMP7- und Gremlin-Expression, was ebenfalls klinische Relevanz
hat; auch die Hohe der Herzinsuffizienzmarker wie BNP korrelierte bei KHK-
Patienten mit der Hohe der BMP2-, BMP7- und Gremlin-Vorkommen. Die
unterschiedlichen Aussagen bei BMP7 lassen die Frage offen, in welchen
Aspekten dieser Marker wirklich protektive Auswirkungen haben kann. BMP2-
Expression zeigt gehauft negativen Einfluss auf klinische Parameter, doch auch
hier gab es wenige Ausnahmen; hier sollten ebenfalls noch weitere Studien
durchgefuhrt werden, um zu klaren, in welchen Bereichen BMP2 weniger
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protektiv wirkt. Prognostisch wichtig und statistisch signifikant fur das klinische
Outcome der Patienten war aber vor allem die Expression von Gremlinl und
Gremlin2. Dementsprechend mussen fur kinftige Studien weitere
Untersuchungen unternommen werden, um festzustellen, inwiefern die
Gremlinl- und Gremlin2-Exprimierung auf Zellen bzw. intrazellulér protektiv auf
die kardiovaskulare Gesundheit der Patienten wirkt, wie es bereits
vorbeschrieben wurde [127],[128]. Des Weiteren bleibt in dieser Studie die
Rolle von BMP4 grofitenteils ungeklart, dies erfordert ebenfalls weitere
Forschungsarbeiten.

Die wichtigsten Aussagen der Studie werden nochmals aufgefihrt:

1. BMP2-Vorkommen auf und in Monozyten waren vor allem bei Patienten

mit akutem Koronarsyndrom mit erhdhter Inflammation feststellbar.

2. BMP7-, Gremlinl- und Gremlin2-Vorkommen waren vor allem bei

Patienten mit Aortenklappenstenose signifikant erhoht.

3. Viele Untersuchungen bezuglich Laborparametern,
Echokardiographiebefunden, Risikofaktoren und
Medikamentenanamnese kénnen den Einfluss von BMP2 und
Gremlinl/Gremlin2 auf atherosklerotische Prozesse bestatigen, jedoch
gibt es vereinzelt widersprichliche Ergebnisse, welche es noch genauer

zu evaluieren gilt in fortfhrenden Studien.
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4. Das klinische Outcome beziiglich Rehopitalisierungs-Rate war umso
besser, je mehr Gremlinl- und Gremlin2-Expression diese Patienten

aufwiesen.
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5. Zusammenfassung

Nach heutigem Stand der Wissenschaft sind die Kenntnisse tiber molekulare
Eigenschaften der Bone Morphogenetic Proteins und ihrer Antagonisten
Gremlinl und Gremlin2 bezuglich ihrer Rolle bei kardiovaskularen
Erkrankungen lickenhaft. Ziel der Dissertation war es, herauszufinden,
inwiefern die Expressions-Hohe dieser Marker auf Monozyten und
Thrombozyten bei Patienten mit SAP, ACS und Aortenstenose mit
verschiedenen klinischen Parametern und der kardiovaskularen Prognose
dieser Patienten zusammenhangt. Es wurden insgesamt 93 Patienten
untersucht, die sich entweder elektiv oder notfallmaRig einer
Herzkatheteruntersuchung bzw. —intervention unterzogen aufgrund einer
koronaren Herzerkrankung oder Aortenklappenstenose. Mittels FACS-Analysen
wurde die Expression von BMPs und Gremlins auf bzw. in CD42b- (vor allem
Thrombozyten) und CD14- (vor allem Monozyten) positiven Zellen untersucht
und deren Assoziation mit klinischen Markern (Alter, Geschlecht,
Risikofaktoren: Hyperlipidamie, art. Hypertonie, Diabetes mellitus,
Laborrisikowerten: LDL-Cholesterin, Troponin I, BNP, CRP, residuale
Thrombozytenfunktion) untersucht. Insgesamt waren die BMP2-Vorkommen auf
Monozyten bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom erhéht, und die BMP7-,
Gremlinl- und Gremlin2-Vorkommen bei Patienten mit Aortenklappenstenose
erhoht. Des Weiteren liel3 sich ein Zusammenhang zwischen erhéhter BMP2-
bzw. niedriger BMP7- und Gremlin-Expression und erhdhter kardialer
Risikofaktoren feststellen. Aul3erdem war ein besseres klinisches Outcome bei

Patienten mit hoherer Gremlinl- und Gremlin2-Exprimierung feststellbar.

Daher kdnnten vor allem Gremlinl und Gremlin2 als Biomarker zur
Risikostratifizierung fur kardiovaskulare Ereignisse herangezogen werden, fir
die anderen Marker konnte kein Einfluss auf die weitere klinische Prognose
festgestellt werden. Zudem konnten sich aus den vorliegenden Ergebnissen
neue Therapiemoglichkeiten ergeben, etwa durch Beeinflussung der BMP2-

Expression oder der Gremlin-Expression zur kardioprotektiven Therapie.
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15. Mai 2017 - 15. April 2018 Praktisches Jahr,

Diakonie Klinikum Stuttgart

116



