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1 Einleitung

1.1 Vorhofflimmern

Vorhofflimmern (VHF) ist die haufigste anhaltende Herzrhythmusstérung mit
einer deutlich altersabhangigen Pravalenz von ca. 1-2 %. Bei Personen unter
40 Jahren liegt die Pravalenz bei unter 0,5 %, bei den uber 80 Jahrigen bereits
bei 15 %. Mit zunehmender Alterung der Bevodlkerung wird deshalb eine
Zunahme dieses Krankheitsbildes um den Faktor 2,5 in den nachsten 50
Jahren erwartet. Mit steigender Inzidenz, Pravalenz und Vorhofflimmern
assoziierter Mortalitat, erhoht sich die Notwendigkeit wissenschaftlicher

Forschung auf diesem Gebiet.[1]

Vorhofflimmern kann primar ohne zugrunde liegende Grunderkrankung
auftreten (,lone atrial fibrillation®), haufiger ist es allerdings mit kardialen wie
auch extrakardialen Krankheiten vergesellschaftet. Eine Herzinsuffizienz ist bei
ca. 50 % der Patienten diagnostizierbar und erhoht das Risiko flr
Vorhofflimmern um das 4,5 bis 6-fache. Ungefahr 25 % der Betroffenen haben
eine koronare Herzerkrankung, genauso viele leiden an Hypertonie, ca. 20 %
haben einen Herzklappenfehler. Haufige extrakardiale Ursachen sind

Hyperthyreose, arterielle Hypertonie und medikamentds-toxische Einflisse.[2]

Vorhofflimmern flhrt zu verschiedenen klinischen Ereignissen, die fir den
betroffenen Patienten gravierende Folgen haben: Die Todesraten sind
verdoppelt, das Schlaganfallrisiko ist erhdht (Vorhofflimmern ist mit besonders
schweren Schlaganfallen assoziiert), die Belastbarkeit und damit Lebensqualitat
kann massiv eingeschrankt sein, die reduzierte linksventrikulare Funktion kann
bis zur Herzinsuffizienz fihren.

Um die Diagnose Vorhofflimmern stellen zu kdbnnen, missen folgende Kriterien

erfullt sein:



Im Oberflachen-Elektrokardiogramm sind die RR-Intervalle irregular, das heif3t
sie folgen keinem sich wiederholenden Muster (,absolute Arrythmie®), P-Wellen
sind nicht eindeutig abgrenzbar und die Vorhofzykluslange ist (falls abgrenzbar)

variabel und kleiner als 200ms.
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Abbildung 1
Typisches 12-Kanal EKG einer absoluten Arrythmie bei
Vorhofflimmern

Die RR-Abstande sind irregular, P Wellen sind nicht abgrenzbar



Die Erkrankung lasst sich in verschiedene Typen einteilen:

Als erstmalig diagnostiziertes Vorhofflimmern wird die Rhythmusstérung
bezeichnet, falls die Diagnose noch nie zuvor gestellt wurde.

Paroxysmales, also anfallsartiges Vorhoffimmern, konvertiert haufig innerhalb
von 48 Stunden, spatestens jedoch nach sieben Tagen, spontan in den
Sinusrhythmus. Falls innerhalb von sieben Tagen eine Kardioversion erfolgt,
wird das Vorhofflimmern ebenfalls als paroxysmal bezeichnet.

Persistierend ist das Vorhofflimmern dann, wenn die Rhythmusstérung langer
als sieben Tage andauert oder nach mindestens sieben Tagen durch den Arzt
beendet wird (medikamentds oder durch Elektrokardioversion).

Von lang anhaltendem Vorhofflimmern spricht man, wenn der Zustand langer
als ein Jahr anhalt.

Permanentes Vorhofflimmern beschreibt die Situation, dass der Patient und
sein behandelnder Arzt die Rhythmusstorung akzeptieren und keine weiteren

Versuche einer Rhythmuskontrolle erfolgen.[3]

Zwei Therapiestrategien, welche prognostisch gleichwertig sind, lassen sich
unterscheiden: Die medikamentése Normalisierung der Kammerfrequenz und
die Uberfihrung in den Sinusrhythmus, welche medikamentds oder durch EKG-
getriggerte Elektrokardioversion durchgefuhrt werden kann.

Da Vorhoffimmern die haufigste Ursache von Schlaganfallen ist, muss
zusatzlich je nach individuellem Schlaganfallrisiko eine Antikoagulation
erfolgen. Zur Abschatzung des Risikos dient zum Beispiel der CHA2-DS2-VASc-
Score. [4][5]

Eine kurative Behandlungsoption stellen bei ausgewahlten Fallen von
Vorhofflimmern Katheterablationsverfahren dar, also die komplette Isolation der
Pulmonalvenen und eventuelle zusatzliche Substratmodifikation. Diese
Methoden haben sich in den letzten Jahren zunehmend klinisch etabliert. Dabei
macht man sich den Umstand zunutze, dass ektope Potenziale in den

Pulmonalvenen oder deren Ostien eine wichtige Ursache von Vorhofflimmern



sind und diese durch Radiofrequenz- oder Kalteanwendung isoliert und damit

unschadlich gemacht werden konnen.[6]

Abbildung 2

Schema einer Pulmonalvenenisolation mit Kryoballon

Dargestellt ist die Isolation einer Pulmonalvene mittels Kryoballon. Der Katheter
wurde Uber die Vena cava inferior in den rechten Vorhof eingefiihrt. Von dort
wird das Vorhofseptum punktiert um in den linken Vorhof, in den die vier
Pulmonalvenen miinden, zu gelangen. Der Kryoballon verschliel3t die
Pulmonalvene komplett. Uber ein vom Arzt zugefiihrtes Kiihimittel in den Ballon
wird dem Herzgewebe Warme entzogen und es entsteht eine Lasion an den
Kontaktstellen. Die Pulmonalvene ist damit vom linken Vorhof elektrisch isoliert
und ektope Potenziale aus der betroffenen Pulmonalvene werden nicht mehr in
den Vorhof Ubergeleitet.

(Quelle: Mit Genehmigung von Medtronic GmbH, Meerbusch/Deutschland)



1.2 Koronare Herzerkrankung

Kardiovaskulare Erkrankungen wund hierbei vor allem die koronare
Herzerkrankung (KHK), stellen aktuell die haufigste Todesursache in den
Industrielandern dar.

In Deutschland wurden im Jahr 2011 40,2 % aller Todesfalle auf
kardiovaskulare Erkrankungen zuruckgefuhrt.[7] Darin enthalten sind 70.557
Falle, bei denen eine chronisch ischamische Herzerkrankung fur das

Versterben verantwortlich war.[8]

Die koronare Herzerkrankung ist definiert als die Manifestation der
Atherosklerose an den Herzkranzarterien. Zu den anerkannten Risikofaktoren
zahlen arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Adipositas, Dyslipidamie und
Nikotinabusus.[9, 10] Die durch die Atherosklerose bedingten Stenosen der
Arterien fihren zu einer Koronarinsuffizienz und damit zu einer Ischamie des
Myokards. Dadurch erklart sich das Leitsymptom Angina pectoris (AP), welche
sich als retrosternaler Schmerz, der durch physische wie psychische Ursachen

ausgelost werden kann, prasentiert.

Bei dem untersuchten Patientenkollektiv dieser Studie wurde jeweils eine KHK
mit der Symptomatik einer stabilen AP diagnostiziert. Stabil ist die AP dann,
wenn die Beschwerden regelmalig durch bestimmte Belastungen auftreten und
nach Beendigung der Belastung wieder verschwinden oder aber auf Nitratgabe
eine rasche Besserung zeigen.

Abzugrenzen von der stabilen AP als Leitsymptom der chronischen KHK ist das
Akute  Koronarsyndrom (ACS). Das ACS vereint die potentiell
lebensbedrohlichen Verlaufsformen der KHK in sich: Instabile Angina pectoris,
ST-Strecken-Hebungsinfarkt (STEMI) und Nicht-ST-Strecken-Hebungsinfarkt
(NSTEMI). Patienten mit diesen Krankheitsbildern wurden von der Studie

ausgeschlossen.



1.3 Atiologie der koronaren Herzerkrankung

Die Atherosklerose ist eine chronisch-progressive inflammatorische Erkrankung
der Blutgefale und damit Hauptverursacher kardiovaskularer Erkrankungen.
Die Zellen des Immunsystems und insbesondere die Monozyten, welche eine
wichtige Quelle von Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) darstellen, tragen
einen erheblichen Teil zur Entstehung der atherosklerotischen Plaques bei. So
werden sie fur die Progression atherosklerotischer Umbauprozesse und die
Vulnerabilitat von Koronarplaques verantwortlich gemacht. [11, 12]

Am gesunden Endothel kénnen Leukozyten im Normalfall nicht binden und
damit auch nicht in die Gefallwand eindringen. Mit der beginnenden
Entwicklung von atherosklerotischen Lasionen am Endothel wird durch
verschiedene proinflammatorische Mechanismen eine Anheftung und
Diapedese, also die Einwanderung von Leukozyten in die Intima madglich. Unter
anderem werden verstarkt Adhasionsmolekule, also Selektine und Integrine
vom Endothel exprimiert.[13] Das Adhasionsmolekul V-CAM-1 (,vascular cell
adhesion molecule®), wird nur unter dem Einfluss von bestimmten Zytokinen in

der Gefallwand exprimiert und bindet Monozyten und Lymphozyten.[14]

In der Intima der GefaBwand differenzieren die Monozyten zu Makrophagen
aus, unterhalten dort die Entzlindungsreaktion und stellen eine wichtige Quelle
von MMP-9 dar. Uber Scavenger-Rezeptoren sind sie in der Lage oxidiertes
LDL, welches sich in der Zellwand akkumuliert, aufzunehmen und sich dadurch
in die fur frihe atherosklerotische Lasionen typischen Schaumzellen
umzuwandeln.[15, 16] Die vorherige Akkumulation von LDL in der
subendothelialen Matrix wird begtinstigt durch eine Dysfunktion des Endothels,
welche durch die klassischen Risikofaktoren der Atherosklerose bedingt ist.[17]
Die lipidbeladenen Makrophagen bewirken in der Folge Uber die Freisetzung
von Wachstumsfaktoren und pro-inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-
18 und Interleukin-18 zum einen die Einwanderung von T-Lymphozyten und
zum anderen die Einwanderung von glatten Muskelzellen aus der Media in die
Intima der Gefallwand.[18-20]



Die eingewanderten Muskelzellen setzen in diesem inflammatorischen Milieu
extrazellulare Matrix frei, welche eine fibrose Kappe bildet. Diese schitzt die
zirkulierenden Thrombozyten im GefalRlumen vor Kontakt mit den potentiell
thrombogenen Substanzen in der nekrotischen Kernregion des Plaque. Diese
besteht vor allem aus den Uberresten von toten Schaumzellen, extrazellularen
Lipiden, Kalk und neigt zur GroRenprogredienz.[21, 22]

Diese Plaques kdonnen zunachst Uber einen langen Zeitraum asymptomatisch
bleiben. Kommt es jedoch zur Plaqueruptur koénnen sich daraus
schwerwiegende Kklinische Folgen ergeben. Die Matrix-Metalloproteinase-9,
welche in der Lage ist extrazellulare Matrix abzubauen und damit das
Wachstum von Plagues hemmen sollte, kann falls ihre Aktivitat lokal
dysreguliert ist, zur Plaqueinstabilitat fuhren.[23] Reil3t ein solcher Plaque auf,
kommt es zu Kontakt von subendothelialen thrombogenen Substanzen mit dem
GefaBlumen und damit den Blutzellen. Folge ist die Aktivierung der
Gerinnungskaskade und ein potentieller GefalRverschluss durch Bildung eines
Thrombus.[24]

Es gilt als erwiesen, dass eine dysregulierte oder verstarkte Funktion von
MMP-9 die Entwicklung von Atherosklerose an den Herzkranzgefal’en und
deren Komplikationen mitbedingt und die Progression der Erkrankung und die
damit verbundenen Umbauprozesse unterstitzt. Zugleich sind sie jedoch auch
Uber ihre Extrazellularmatrix abbauende Aktivitat an Reparationsmechanismen
beteiligt.[25, 26]

1.4 Die Rolle von Monozyten bei inflammatorischen

Erkrankungen wie Atherosklerose und KHK

Monozyten spielen eine gewichtige Rolle bei vielen entzindlichen
Erkrankungen. Sie entstammen der myeloischen Zellreihe im Knochenmark und
bilden durch ihre Fahigkeit zur Antigenprasentation ein wichtiges Bindeglied

zwischen unspezifischer und adaptiver Immunabwehr. Sie sind in der Lage sich



nach 1-3 tagiger Zirkulation im Blutkreislauf in Makrophagen oder dendritische

Zellen zu differenzieren.[27-29]

Mittels CD14 und CD16 spezifischer Antikdrper konnen Monozyten in der
Durchflusszytometrie  identifiziert und anhand unterschiedlich  stark
ausgepragter Expression dieser Oberflachenmarker in verschiedene Subtypen
eingeteilt werden.[30, 31]

Es werden klassische (CD14**CD16"), intermediare (CD14**CD16") und nicht-
klassische (CD14*CD16**) Monozyten unterschieden. Man nimmt an, dass eine
Entwicklung der klassischen Monozyten, Uber die intermediaren, zu den nicht-
klassischen Monozyten moglich ist.[30, 32, 33]

Es existieren Hypothesen, dass zum einen diese verschiedenen Subtypen
spezifische Aufgaben im Immunsystem wahrnehmen, zum anderen aber auch
spezifische Einfliisse auf bestimmte Erkrankungen austben.

Klassische Monozyten (CD14**CD16"), deren Hauptfunktion die Phagozytose
darstellt, stellen anteilsmalRig die grofdte Subpopulation dar. Ihre
Peroxidaseaktivitat ist hoch, die TNF-a Synthese bei Lipopolysaccharid-
Applikation (LPS) nur gering. Sie sind in der Lage viel Interleukin-10 zu
synthetisieren, ein die Abwehrvorgange hemmendes und begrenzendes
Zytokin. Sie sind involviert in Angiogenese, Wundheilung und Blutgerinnung.
[34]

Nicht-klassische Monozyten sind gut charakterisiert und gelten durch ihre
ausgepragte TNF-a Produktion und dabei fast fehlende IL-10 Produktion als

stark proinflammatorisch.[35]

Intermediare Monozyten, welche erst 2010 durch das Nomenklatur-Komitee der
Internationale Vereinigung immunologischer Wissenschaften als dritte
Subpopulation erganzt wurden, weisen eine geringere Peroxidaseaktivitat auf.
Sie sind jedoch in der Lage durch Stimulation mit LPS grol’e Mengen TNF-a
und IL-1B zu synthetisieren.[34]



Es gibt Hinweise darauf, dass den intermediaren Monozyten ein hoher
Stellenwert bei der Entstehung der Atherosklerose zukommt.[36] Dies beruht
auf einer selektiven Expression von CCRS5, einem proinflammatorischen

Chemokinrezeptor, welcher mit Atherosklerose assoziiert ist.[37, 38]



1.5 Matrix-Metalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind eine Gruppe von 28 Peptidasen
(MMP-1 bis MMP-28), also Enzymen welche in der Lage sind Peptidbindungen
zu spalten. Sie sind Zink-abhangig, kdnnen durch Calcium aktiviert werden und
werden als inaktive Vorstufen (Zymogene) synthetisiert.[39]

Jedes Molekul besteht aus einem Pro-Peptid am N-Terminus, welches im
Rahmen der Aktivierung abgespalten wird, einer Zink bindenden katalytischen
Domane, einer Gelenkregion und einem Hamopexin-ahnlichem (ein
Serumprotein) C-Terminus. Diese Hamopexin- ahnliche Domane ist fur die
substratspezifische Wirkung des Enzyms von grof3er Bedeutung.

Inaktiviert werden Matrix-Metalloproteinasen uber eine Gruppe von vier
Proteaseinhibitoren (,Tissue Inhibitor of Metallo-Proteinasen®, TIMP 1-4). Diese
sind in der Lage MMPs zu binden und damit zu inaktiveren. Eine gestorte
Balance zwischen MMPs und TIMPs scheint von groer Bedeutung fur die

Entwicklung pathologischer Zustande zu sein.[40, 41]

Den MMPs ist gemeinsam, dass sie Proteine der extrazellularen Matrix
abbauen konnen. Aus diesem Grund kdnnen sie nach ihrem jeweiligen Substrat
eingeteilt werden:

Kollagenasen (z.B. MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18) sind in der Lage
Kollagen, welches sich hauptsachlich im Knochen, in Dentin und im Knorpel
befindet, zu spalten.

Stromelysine (MMP-3, MMP-10, MMP-11) kdnnen beinahe alle Bestandteile der
extrazellularen Matrix abbauen, nicht aber Kollagene.

Gelatinasen (MMP-2, MMP-9) spalten Typ-4 Kollagene und Gelatine (die
denaturierte Form von Kollagen).[42]

Zusatzlich lasst sich eine Unterscheidung bezuglich der zellularen Lokalisation
treffen:

Sie werden entweder aus der Zelle sekretiert oder sind membrangebunden
(,Membran type MMP* ;| z.B. MMP-14).[40]
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MMPs spielen vielfaltige Rollen bei physiologischen wie pathologischen
Prozessen, insbesonders bei damit assoziierten Umbauvorgangen der
extrazellularen Matrix.

Sie sind beispielsweise essentiell fur die regelrechte Embryonalentwicklung,
Angiogenese, Nervenwachstum, Apoptose, Wundheilung und vielfaltige
,Remodeling“-Prozesse.

Jedoch sind sie auch an pathologischen Prozessen wie Tumorwachstum,
Metastasierung, Arthritis, Ulzerationen, Leberzirrhose, Emphysemen und nicht
zuletzt an kardiovaskularen Erkrankungen beteiligt. Eine Vielzahl von MMPs ist
im gesunden Normalgewebe nur minimal oder gar nicht vorhanden. Dagegen
lasst sich in Gewebe, welches sich im Umbau befindet, entzindet oder
anderweitig krank ist haufig eine gesteigerte MMP-Aktivitat nachweisen.
Allerdings wurde in den letzten Jahren deutlich, dass die Funktionen der MMPs
viel weitreichender sind als zunachst gedacht und sie neben ihrer Funktion als
Extrazellularmatrix abbauende Enzyme auch als essentielle Regulatoren von
Zellsignalen betrachtet werden muissen. So sind sie zum Beispiel an der
Prozessierung von Zytokinen beteiligt und modulieren so deren Funktion.
Aulerdem gelten Wachstumsfaktoren, Zelladhasionsmolekiile, Bestandteile
des Komplementsystems und andere Proteasen als potentielle Substrate. Sie

sind somit wichtige Mediatoren von entzundlichen Prozessen.[40, 43, 44]

1.6 Matrix-Metalloproteinase-9

MMP-9 ist wie MMP-2 eine Gelatinase und wird als Pra-Proenzym in inaktiver
Form synthetisiert. Es besteht aus 707 Aminosauren, einschliellich einem 19
Aminosauren langem Signalpeptid. MMP-9 hat als Pro-Enzym eine
Molekulmasse von 92 kDa und besteht wie alle MMPs aus funf Domanen. Die
Propeptid-Domane sorgt iber den Mechanismus des ,Cystein-Switch“ zu einer
Blockade der katalytischen Domane.[45]

Die Aktivierung lauft Uber eine Kaskade zweier beteiligter Proteasen: Plasmin
aktiviert zunachst das Zymogen von MMP-3 zur aktiven Form. Das aktive
MMP-3 schneidet schlieRlich das Propeptid vom Pro-MMP-9 ab und erzeugt
damit die 82 kDa schwere aktive Form von MMP-9.[46]
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MMP-9 ist nachweislich mit kardiovaskularen Erkrankungen wie u.a.
Atherosklerose, koronarer Herzerkrankung, dilatativer Kardiomyopathie,
Vorhofflimmern und Myokardinfarkt assoziiert.

Es wurde gezeigt, dass es eine wichtige Rolle bei durch Myokardischamie und
anschlieBende Reperfusion induzierte Remodeling-Vorgangen des Myokards,
spielt. So konnte unsere Arbeitsgruppe bereits zeigen, dass EMMPRIN
(-extracellular matrix metalloproteinase inducer®), also ein wichtiger Regulator
von MMP-9, bei akutem Myokardinfarkt auf Monozyten signifikant hochreguliert
wird und dessen Outcome beeinflusst.[47-49]

Somit ist MMP-9 ein potentielles Ziel einer moglichen Therapie, den akuten
Mykokardschaden zu begrenzen.[25, 50, 51]

MMP-9 ist in der aortalen Gefallwand bei Bauchaortenaneurysmata
nachweisbar. Die Progression des Aneurysmas kann mittels Doxycyclin, einem

unspezifischen Inhibitor von MMPs, im Tiermodel verzdgert werden.[52-54]

AuRerdem ist es im Serum und in der Synovialflissigkeit von Patienten mit
rheumatoider Arthritis erhdht und konnte deshalb einen mdglichen Serum-

Marker fur diese Erkrankung darstellen.[55]

Eine zentrale Rolle spielt MMP-9 bei Tumorerkrankungen. Eine Vielzahl von
malignen Erkrankungen geht mit erhdhter MMP-9 Expression einher. Verstarkte
Expression von MMP-9 begunstigt Migration und Invasion von Tumorzellen und
damit die Tumorprogression. In vitro konnten Migration und Invasion von
Tumorzellen mittels Inhibitoren von Matrix-Metalloproteinasen verhindert
werden.[56, 57]

1.7 Rolle von MMP-9 bei Vorhofflimmern

Umbauprozesse des Myokards im Bereich der Vorhéfe (,atriales Remodeling*)
scheinen eine wichtige Voraussetzung von Vorhoffimmern und dessen

Ubergang in eine persistierende Rhythmusstérung zu sein.[58]
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Diese Umbauprozesse lassen sich in drei Abschnitte einteilen:

Zunachst kommt es durch eine Episode von Vorhofflimmern innerhalb weniger
Tage zum elektrischen Remodeling, welches sich in einer Verklrzung der
Refraktarperiode des Atriums zeigt.[59] Es folgt, Uber einen langeren Zeitraum
von Wochen bis Monaten, eine Abnahme der Kontraktilitdt der Vorhofe
(kontraktiles Remodeling) und schliel3lich ein strukturelles Remodeling, welches
sich unter anderem in Form vermehrter Fibrose zeigt. Diese Umbauprozesse
scheinen die Neigung zur Persistenz zu begunstigen. Das Vorhofflimmern

unterhalt sich somit selbst.[60, 61]

In der Literatur ist der Zusammenhang zwischen MMP-9 und Vorhofflimmern
mehrfach vorbeschrieben.

So konnten Nakano et al. zeigen, dass sich in Gewebeproben des Myokards
bei Patienten mit Vorhofflimmern signifikant mehr MMP-9 nachweisen lasst als
in Proben von Probanden mit Sinusrhythmus.[58]

Zudem scheint eine erhohte Expression von MMP-9 aufgrund von
Genpolymorphismen ein Risikofaktor flr die Rhythmusstérung zu sein.[62]

Eine weitere Studie zeigte, dass die MMP-9 Konzentrationen im peripheren Blut
von Patienten mit Vorhofflimmern signifikant héher sind als die von gesunden
Probanden. AufRerdem scheint der MMP-9 Level abhangig vom Stadium der
Erkrankung zu sein. So ist die Konzentration bei paroxysmalen VHF am
niedrigsten und bei persistierenden und permanentem VHF jeweils signifikant
erhoht.[63]

Desweiteren wurde beschrieben, dass eine elektrische Kardioversion die
Serumlevel von MMP-9 verandert. Lewkowicz et al. konnten zeigen, dass die
Werte nach einer Elektrokardioversion signifikant ansteigen.[64]

Da MMP-9 im Verdacht steht das strukturelle Remodeling und die atriale
Dilatation bei Vorhoffimmern zu begunstigen, scheint das Enzym eine
entscheidende Rolle fur die Entstehung, Progression und Selbsterhaltung der

Erkrankung zu spielen.
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1.8 Der Receptor for Advanced Glycation End-Products

Der Receptor for Advanced Glycation End-Products (Rage) wurde 1992
erstmals beschrieben und seitdem in einer Vielzahl von Studien mit
inflammatorischen Pathologien in Zusammenhang gebracht.[65] Assoziierte
Erkrankungen sind u.a. Diabetes mellitus, Atherosklerose, koronare
Herzerkrankung und Morbus Alzheimer. Es handelt sich um einen ubiquitar
vorkommenden Rezeptor, der auf Endothelzellen, glatten Gefalimuskelzellen,
Kardiomyozyten, Lymphozyten und Monozyten exprimiert wird. Namensgebend
ist seine Funktion als Rezeptor fur ,Advanced Glycation End-Products® (AGE),

welche u.a. die Liganden von Rage darstellen.[66]

Rage ist ein transmembranstandiger Rezeptor der Immunglobulin-Superfamilie
mit einer Molekulmasse von 35 kDa und besteht aus drei Domanen:

Die extrazellulare Domane dient der Bindung der Liganden, eine lipophile
Domane verankert den Rezeptor in der Zellmembran und eine zytosolische
Domane vermittelt die intrazellulare Signalkaskade.

AGEs, die Liganden von Rage, sind Proteine und Lipide welche nach Kontakt
mit Aldosen (zum Beispiel Glucose) nicht-enzymatisch glykiert wurden. Dieser
Prozess ist bereits seit dem frihen 20.Jahrhundert als Maillard-Reaktion
bekannt. AGEs entstehen gehauft unter hyperglykdmischen Bedingungen
sowie auch als Teil des Alterungsprozesses des Individiums.

Neben AGEs sind mittlerweile auch andere Liganden beschrieben: Hierbei sind
unter anderem Protein S100 [67], High Mobility Group Box 1 (HMGB1)[68] und

Amyloid [69] zu nennen.

Die Bindung von AGEs an Rage fuhrt zur intrazelluldaren Anhaufung freier
Radikale und damit zu oxidativen Stress. Folge ist die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB und der Expression damit assoziierter Gene
(z.B. Interleukin-1a, Interleukin-6, TNF-a). Die AGE-Rage Interaktion kann
somit Einfluss auf inflammatorische Prozesse nehmen. [70]
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Bemerkenswerterweise zeigen Rage Knockout-Mause (RAGE™/~, ApoE™/")
deutlich verminderte atherosklerotische Lasionen im Vergleich zu reinen
ApoE /= Mausen. [71]

Bei Patienten mit KHK zeigen sich in mononuklearen Zellen signifikant hohere
Level von Rage assoziierter messenger-RNA im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe. [72]

Eine Isoform des Rage-Rezeptors besteht nur aus der extrazellularen Doméane
(soluble Rage, sRage). Diese im Serum zirkulierende Variante von Rage
besteht zum einen aus dem endogen sekretierten Rage (esRage) und zum
anderen aus dem von der Zelloberflache gespaltenen (,abgeschnittenen®)
Rage (cleaved Rage, cRage).[73] Diese Isoformen scheinen eine inhibitorische
Funktion auf den membranstandigen Rezeptor auszuliben und damit die
Entstehung und Progression von athersklerotischen Plagues zu hemmen. [74,
75] Somit stellt sRage ein potentielles Ziel zur Pravention der Atherosklerose

dar.

Auch bei der Pathogenese des Vorhoffimmerns scheint die AGE-Rage
Interaktion ein Rolle zu spielen. Zum einen steht die bereits beschriebene
inflammationsfordernde Wirkung der intrazellularen Rage-Signalkaskade im
Verdacht das atriale Remodeling welches zur Erhaltung des VHF beitragt, zu
fordern. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass die Synthese von Matrix-
Metalloproteinasen auch durch die AGE-Rage Signalkaskade stimuliert wird. In
Anbetracht der Tatsache, dass MMP- 9 wie bereits beschrieben mit der
Pathogenese und Erhaltung von VHF assoziert ist, deutet dies auf eine

mogliche Beteiligung von Rage an diesem Krankheitsbild hin. [73]
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2 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es monozytare Inflammations- und Remodelingmarker bei
Patienten mit Vorhofflimmern zu charakterisieren und deren Expression auf den
verschiedenen Monozytensubtypen (Klassische, intermediare, nicht-klassische
Monozyten) zu vergleichen.

Inflammatorische Prozesse gelten unter anderem Uber die Induktion von
kardialen Umbauprozessen (zum Beispiel als Folge verstarkter Expression von
Matrix-Metalloproteinasen) als wichtige Faktoren bei der Etablierung des
Vorhofflimmerns. Der Rage-Rezeptor ist ein ubiquitar vorkommender pro-
inflammatorischer multi-Ligand Rezeptor, der bei Aktivierung eine
Inflammationskaskade Uber die Synthese von NF-kB initiiert. Die Rolle des
Rage-Rezeptors bei der Pathogenese des Vorhofflimmerns wurde bisher noch
nicht genauer untersucht. Ziel war es deshalb den Rage-Rezeptor auf den drei
verschiedenen Subtypen von Monozyten zu charakterisieren und mit einem
gesunden Kollektiv sowie einem Kollektiv mit chronisch inflammatorischer
Erkrankung (KHK-Kollektiv) zu vergleichen.

In der Pathogenese des Vorhofflimmerns spielt das kardiale Remodeling der
Vorhofe welches sich in Fibrosierung und Dilatation ebendieser zeigt eine
ausschlaggebende Rolle. Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) ermoglichen
bekanntermalien diese kardialen Umbauprozesse und spielen deshalb eine
wichtige Rolle bei der Entstehung, bei der Progression und auch bei der
selbsterhaltenden Natur der Erkrankung.

Monozyten gelten als wichtige Quelle von MMP-9 und sind auch verstarkt in
den Atria von Patienten mit Vorhofflimmern nachweisbar. Ziel der Arbeit war es
nun erstmals die Rolle der verschiedenen Monozyten-Subtypen, welche
bekannterweise unterschiedliche Eigenschaften und Funktionen haben, zu
charakterisieren. Hierzu wurden die unterschiedlichen Subtypen mittels
Durchflusszytometrie auf deren Expression von MMP-9 untersucht und zudem
mit einem gesunden Vergleichskollektiv verglichen. Auflerdem wurde die
Expression in den Subtypen mit einem Kollektiv mit diagnostizierter koronarer
Herzerkrankung, und damit bekannter chronisch inflammatorischer Erkrankung

verglichen. Ein weiteres Ziel war es, einen madglichen Einfluss des
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Herzrhythmus (Sinusrhythmus versus Vorhofflimmern) auf die Expression von

MMP-9 zu untersuchen.

3 Material und Methoden

3.1 Studienaufbau und Populationen

In der vorliegenden Studie wurden die Blutproben von insgesamt 68 Patienten
und 20 gesunden Probanden analysiert. Es handelt sich um eine prospektiv
durchgefuhrte Studie. Patienten mit diagnostizierten chronisch entziindlichen
Erkrankungen oder Tumorerkrankungen wurden ausgeschlossen.

Die Patientengruppe wurde unterteilt in ein Kollektiv von 20 Probanden mit
koronarer Herzerkrankung und ein Kollektiv von 24 Probanden mit
Vorhofflimmern (hiervon 12 mit persistierenden und 12 mit paroxysmalen
Vorhofflimmern). Als weitere Vergleichsgruppe diente ein Kollektiv von 24
Patienten mit anderen supraventrikularen Rhythmusstérungen (SVRs) als
Vorhofflimmern.

Folgende Begleiterkrankungen wurden bei Erfillung spezifischer Kriterien
diagnostiziert:

Arterielle Hypertonie bei erhdhten vorbestehenden Blutdruckwerten ( > 140/90
mmHg) oder antihypertensiver Therapie. Diabetes mellitus bei erhohten
HbA1c-Werten (> 6,5 %) oder Nuchternblutglukosewerten ( > 7 mmol/l) sowie
bei oraler Antidiabetika- oder Insulintherapie. Hyperlipoproteinamie bei
erhdhten Gesamtcholesterinspiegeln (> 240 mg/dl) oder medikamentdser
Lipidsenkung. Ein Body-Mass-Index (BMI) von > 30 kg/m? definiert die
Adipositas.

Die Laborwerte, also das Differentialblutbild, sowie die Serumkonzentrationen
von Kreatinin  und  Kreatinkinase wurden im Zentrallabor des
Universitatsklinikums Tldbingens standardmafig bestimmt. Eine
Echokardiographie wurde zur Bestimmung von Septumdicke, linksatrialer
Grole, Ejektionsfraktion und zur Detektion von Klappenvitien genutzt.
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Samtliche Studienteilnehmer haben schriftlich ihr Einverstandnis zur Teilnahme
an der Studie erteilt. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat
Tabingen (270/2011B01) genehmigt und im Einvernehmen mit der Deklaration

von Helsinki durchgefuhrt.
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3.2 Materialien

3.2.1 Verbrauchsmaterialien

S — Monovette 8,5m|I CPDA

Pipettenspitzen

BD Falcon 5 ml round bottom tube

Eppendorfcups 1,5 und 2,5ml

Parafilm

3.2.2 Gerate

BD FACSCalibur

Multifuge 1s Heraeus

VF2 Vortexer

Pipette Eppendorf research

3.2.3 Antikorper und Reagenzien

Anti-human CD14-Phycoerythrin

Anti-human Fcy RIIl A/B-APC

Sarstedt AG, NUumbrecht, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Becton Dickson, Heidelberg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pechiney Plastic Packaging,
Menasha, USA

Becton Dickson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Thermo Corporation, Osterode,
Deutschland

Janke & Kunkel GmbH, Staufen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

R&D Systems, Minneapolis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA
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Goat Anti-human RAGE (N-16)

Anti-human MMP-9 Fluorescein-
conjugated Antibody
Donkey Anti-goat Alexa Flour 488

Goat IgG Isotype Control

Mouse IgG2B Fluorescein-conjugated
Isotype Control

Formaldehydlésung 4 %

BD FACS Lysing Solution

Tween 20 %

Phosphat Buffered Saline
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Life Technologies, Waltham, USA
Santa Cruz Biotechnology, Dallas,

USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

Otto Fischar GmbH, Saarbrticken,
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BD Biosciences, San Jose, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland



3.3 Methoden

3.3.1 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, welches die schnelle und
objektive Charakterisierung und Zahlung von Zellen erméglicht. Die
Differenzierung der Zellen erfolgt dabei nach ihrer Grélze, Struktur, Granularitat
und Oberflachenbeschaffenheit.

Die Zellen passieren in hohem Tempo jeweils einzeln einen Laserstrahl und
emittieren dabei je nach Zellbeschaffenheit ein spezifisches optisches Signal.
Ein Detektor registriert das dabei entstehende Streulicht. Das Vorwartsstreulicht
(Forward Scatter, FSC), also nach vorne abgelenkte Lichtstrahlen, hangt vom
Volumen der Zelle ab und ermdglicht damit eine Aussage Uber die Zellgrofe.
Das Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC), also im rechten Winkel abgelenkte
Strahlen, charakterisiert die Granularitat der Zelle (Grof3e und Struktur der Zell-

organellen).[76]

Zusatzlich kénnen Zelleigenschaften wie Antigene und Oberflachenstrukturen
mit Hilfe fluoreszierender Antikorper nachgewiesen und quantifiziert werden.
Es existieren je nach Antigen spezifische bereits primar gelabelte oder
ungelabelte Antikorper. Primar gelabelt bedeutet in diesem Zusammenhang,
dass die fluoreszierende Substanz direkt an den Antikérper gekoppelt ist.
Ungelabelte Antikdrper kdnnen nur Uber einen gelabelten Sekundarantikorper

detektiert werden.

Fir die vorliegende Studie wurden die fluoreszierenden Farbstoffe
Phycoerythrin (PE), Allophycocyanin (APC) und Fluorescein-Isothiocyanat
(FITC) verwendet. Diese werden durch den Laser angeregt und emittieren ein
Signal in deren jeweiligen Wellenlange. Die Fluoreszenz ist dabei direkt
proportional zur Anzahl spezifisch gebundener farbstoffkonjugierter Antikorper.

21



Vor der Analyse der gewonnenen Daten verhindert eine Kompensation mit
Isotyp-Kontrollen falsch positive Signale aufgrund von Uberlappungen zwischen
Emissionsspektren von Fluorchrom-Farbstoffen.

Mithilfe der Software BD CellQuest Pro konnen die Daten automatisch
analysiert werden und in Form von Dotplots und Histogrammen dargestellt

werden.

3.3.2 Vollblutfarbung

Samtliche arterielle Blutproben wurden unmittelbar vor einer Koronar-
angiographie (Uber die in der Arteria femoralis oder Arteria radialis liegende
Schleuse) bzw. vor einer Katheterablation im Rahmen einer
elektrophysiologischen Untersuchung enthommen.

Dem Patientenkollektiv mit Vorhofflimmern wurde 24 Stunden nach Ablation im
Rahmen einer Routinekontrolle eine zweite Blutprobe Uber eine periphere Vene

entnommen.

Das Blut wurde dabei stets in einer mit CPDA (citrate phosphate dextrose
adenine) versetzten 8,5 ml fassenden Monovette (Sarstedt AG, Numbrecht)
entnommen.

Aus dieser Monovette wurden jeweils 150 pl Vollblut mittels einer Pipette in ein
5 ml Falcon gegeben. Hinzu kommen in jedes Falcon jeweils 10 yl mouse anti-
human CD14-PE-Antikorper und 10 pl mouse anti-human CD16-APC-
Antikorper. Die folgenden Schritte unterscheiden sich je nach Antikorper.

Pro Proband wurden drei Ansatze hergestellt:
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Tabelle 1 Versuchsansatze pro Proband

Ansatz 1 :

150 pl Vollblut + 10 yl CD14-PE + 10 pl CD16-APC + Isotypkontrolle

Ansatz 2 :
150 pl Vollblut + 10 pl CD14-PE + 10 pl CD16-APC + 7,5 pl Rage + 10 pl Alexa
Fluor 488

Ansatz 3 :

150 ul Vollblut + 10 pl CD14-PE + 10 ul CD16-APC + 10 pl MMP-9 FITC

Tabelle 1
Die verschiedenen Vollblutfarbungen fir die FACS-Messung

Ansatz 1 : Isotypen-Kontrolle

In diesem Ansatz wird wie in den restlichen Ansatzen vorgegangen, nur dass
statt den Rage bzw. MMP-9 Antikérpern jeweils der spezifische Isotyp-
Antikorper benutzt wird. Normal goat IgG fur Rage und IgG-2b FITC fur MMP-9.

Ansatz 2 : Rage-Rezeptor

Nach Zugabe des Rage-Antikorpers wird der Ansatz zunachst 30 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. Es folgt die Lyse der enthaltenen
Erythrozyten mittels BD FACS Lysing Solution. Hierzu wird 1 ml der im
Verhaltnis 1:10 mit Aqua dest. verdunnten Losung hinzugegeben, die Probe

kurz gevortext und anschlieRend zehn Minuten inkubiert.

Um die lysierten Erythrozytenfragmente zu entfernen, wird die Probe bei 1450
rom flr 5 Minuten zentrifugiert und der flissige Uberstand verworfen.

Da es sich bei dem benutzten Rage Antikorper um einen ungelabelten
Antikorper handelt, muss dieser anschlieBend sekundar gelabelt werden um in
der Durchflusszytometrie ein Fluoreszenzsignal zu erhalten. Daflr wird die
Probe mit 10 pl Alexa Fluor 488 (1:40 verdinnt mit PBS) versetzt und erneut
bei Dunkelheit 30 Minuten inkubiert.
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Um ein sauberes Ergebnis bei der Durchflusszytometrie zu erhalten, wird die
Probe darauffolgend erneut mit 1 ml der FACS Lysing Solution gewaschen.

Nach 10 Minuten Inkubationszeit wird wieder zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und die Zellen mit 300 ul einer 1-prozentigen Paraformaldehyd-

Lésung fixiert.

Ansatz 3 : MMP-9

Da es sich bei MMP-9 um ein intrazellulares Enzym handelt, mussen die Zellen
in diesem Ansatz permeabilisert werden, damit der Antikorper ins Zellinnere
gelangen kann.

Hierfir werden die Zellen nach der ersten Inkubation mit CD14-PE und CD16-
APC und der anschlieRenden Lysierung der Erythrozyten mittels 1 ml einer 0,5-
prozentigen Tween20® Losung permeabilisiert. Bei Tween® handelt es sich um
Polysorbat, eine grenzflachenaktive Substanz, welche eine Permeabilisierung
von Zellen ermdglicht. Nach einer 15 minudtigen Inkubationszeit, werden die
Proben erneut zentrifugiert, der Uberstand abgekippt und anschlieRend mit
10 pl des MMP-9 Antikorpers versetzt. Nach 30 Minuten Inkubation werden die

Zellen mit 300 pl einer 1-prozentigen Paraformaldehyd-L6ésung fixiert.

Samtliche Proben wurden bis zur Analyse maximal 24 Stunden aufbewahrt und

bei 4° C gelagert.

Mit dem Analysegerat FACSCalibur von Becton Dickson wurden pro Ansatz
jeweils 20000 CD14-positive Ereignisse gezahlt und analysiert. Die mittlere
Fluoreszenzintensitat (Mean Fluorescence Intensity, MFI) ist dabei direkt
proportional zur Expression der Rezeptoren bzw. Enzyme. Die dazugehoérige
Software Cellquest Pro von Becton Dickson ermoglicht die Erfassung und

Auswertung der Daten.
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3.3.3 Auswertung der Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie lassen sich, wie in der Literatur
vorbeschrieben, im Erythrozyten-lysierten Vollblut drei Population von
Leukozyten deutlich voneinander unterscheiden. Es handelt sich dabei um
Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten. Diese Unterscheidung beruht auf
der jeweils unterschiedlichen Emission von Vorwarts- und
Seitwartsstreulicht.[49, 77]

Da Monozyten untersucht werden sollten, wurde ein Gate um die

entsprechende Population gezogen.

800 1000
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Seitwartsstreulicht
400

200

0 200 400 600 800 1000
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Abbildung 3

Darstellung einer Vollblutmessung durch Durchflusszytometrie

In diesem Dotplot sind Seitwarts- und Vorwartsstreulicht einer typischen
Vollblutmessung dargestellt. Die Erythrozyten wurden wie beschrieben lysiert.
Zur Farbung der Zellen wurde monozytenspezifisches CD14 (PE-konjugiert),
CD16 (APC-konjugiert) und Rage N16 (sekundar gelabelt mit Alexa Flour)
verwendet. Population A zeigt Lymphozyten, Population B Monozyten und
Population C Granulozyten.
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Um sicherzustellen, dass die korrekte Population untersucht wird, wurde in
einem zweiten Dotplot das Vorwartsstreulicht gegen die CD14-Expression
aufgetragen. Hier zeigt sich, dass die Population im Gate B aus Abbildung 1 als

einzige CD14-positiv ist und es sich deshalb um monozytare Zellen handeln
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Abbildung 4

Darstellung zur Identifizierung der monozytaren Zellen

In diesem Dotplot ist das Vorwartsstreulicht gegen die CD14-Floureszenz [MFI]
aufgetragen. Zur Farbung der Zellen wurde monozytenspezifisches CD14 (PE-
konjugiert), CD16 (APC-konjugiert) und Rage N16 (sekundar gelabelt mit Alexa
Flour) verwendet. Die eindeutige CD14-PE-Expression von Population B
beweist, dass es sich hierbei um monozytare Zellen handelt.
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Da in der vorliegenden Arbeit die drei verschiedenen Subtypen von Monozyten
auf ihre Unterschiede hin untersucht werden sollten, wurde im nachsten Schritt
in einem weiteren Dotplot die CD14-PE Fluoreszenz gegen die CD16-APC
Fluoreszenz aufgetragen. Der dabei entstehende Dotplot Iasst sich in drei

Gates unterteilen und ist in der Literatur vorbeschrieben.[27, 49, 77]
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Abbildung 5

Die drei Subpopulationen von Monozyten

Beispiel der Darstellung von Monozyten - Subpopulationen ( Population B aus
Abb.3 ) in einem Dotplot in dem CD14-PE gegen CD16-APC aufgetragen ist.
Die Unterteilung erfolgt nach Ausmal} der Oberflachenexpression von
CD14-PE und CD16-APC in die folgenden drei Subtypen:

Klassische Monozyten (CD14**CD16°), intermediare Monozyten
(CD14**CD16%) und nicht-klassische Monozyten (CD14*CD16*).

Es ist nun mdglich flr jeden Subtyp ein Histogramm zu erstellen, welches die
spezifische Expression des jeweiligen Antikorpers darstellt. In jedem der drei
Histogramme ist auf der x-Achse die Fluoreszenz und auf der y-Achse die
Zellzahl aufgetragen. Die Software CellQuest Pro errechnet aus jedem
Histogramm einen Mittelwert der Fluoreszenz ( MFI ). Dieser Wert bildet die

Grundlage fur die Auswertung dieser Studie.
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Statistische Auswertung:

Die gewonnenen Daten wurden mittels GraphPad Prism, Version 6,

(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA) ausgewertet.

Die Testung auf Normalverteilung wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov Test
durchgefuhrt.

Normalverteilte Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) dargestelit.

Die mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI) wurden mittels Student t-Test auf

Signifikanz getestet. Hierbei wurde ein p-Wert < 0,05 als signifikant gewertet.

Signifikante Ergebnisse sind mit einem * markiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Beschreibung der Patientenkollektive

Das gesunde Vergleichskollektiv besteht aus 20 Probanden. Diese weisen
keine relevanten Erkrankungen auf. Das Durchschnittsalter liegt bei 27 + 4
Jahren. 45 % der Probanden sind weiblichen, 55 % sind mannlichen

Geschlechts.

4.1.1 Stabile Angina pectoris und Vorhofflimmern

Far diese Arbeit wurden 20 Patienten mit stabiler Angina pectoris aufgrund
einer koronaren Herzerkrankung untersucht und mit einem gesunden Kollektiv
von 20 Probanden ohne relevante Vorerkrankungen bzw. einem Kollektiv von
24 Probanden mit Vorhoffimmern verglichen. Die Diagnose koronare
Herzerkrankung  wurde  mittels  Herzkatheter-Untersuchung  gestellt,

Vorhofflimmern wurde mittels Elektrokardiographie diagnostiziert.

Stabile Angina Vorhofflimmern

pectoris
Patientenzahl (n=20) (n=24)
Alter (Jahre) 68 + 11 64 +10
Mannlich (%) 16 (80.0) 15 (62.5)
Arterielle Hypertonie 19 (95.0) 14 (58.3)
Diabetes 3 (15.0) 3 (12.5)
Dyslipoproteinamie 15 (75.0) 11 (45.8)
Adipositas 7 (35.0) 10 (41.7)
Raucher 10 (50.0) 3 (12.5)
Leukozyten (x103 Zellen / pl) | 8.0 £2.2 6.5+1.8
Kreatinin (mg/dl) 09 £0.2 1.0+£0.3
Kreatinkinase (U/l) 137 £ 83 -
LV-Ejektionsfraktion (%) 489+ 11.9 -
Medikation
ASS 19 (95.0) 2(8.3)
ADP-Rezeptor Antagonist 14 (70.0) 0 (0)
ACE-Hemmer 18 (90.0) 15 (62.5)
Diuretika 9 (45.0) 7 (29.2)
Betablocker 18 (90.0) 23 (95.8)
Statin 16 (80.0) 9 (37.5)
Tabelle 2

Beschreibung der Patientenkollektive mit stabiler Angina pectoris und

Vorhofflimmern
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41.2 Vorhofflimmern und andere

Rhythmusstorungen (SVR)

supraventrikulare

In einem weiteren Schritt wurde ein Kollektiv, welches an Vorhofflimmern leidet
mit einem Kollektiv welches an anderen supraventrikularen Rhythmusstorungen
wurden im Rahmen einer

leidet verglichen. Beide Kollektive

elektrophysiologischen Untersuchung einem Ablationsverfahren unterzogen.

Vorhofflimmern | Andere supraventrikulare
Rhythmusstérungen
Patientenzahl (n=24) (n=24)
Alter (Jahre) 64 + 10 61+18
Mannlich (%) 15 (62.5) 16 (66.7)
Arterielle Hypertonie 14 (58.3) 12 (50.0)
Diabetes 3(12.5) 3(12.5)
Dyslipoproteinamie 11 (45.8) 8 (33.3)
KHK 4 (16.7) 4 (16.7)
Adipositas 10 (41.7) 4 (16.7)
Raucher 3 (12.5) 1(4.2)
Leukozyten (x10° Zellen /pl) | 6.5 + 1.8 73122
Kreatinin (mg/dl) 1.0£0.3 09+04
LV-Ejektionsfraktion (%) :
Normal | 22 (91.7) 20 (83.3)
Leichtgradig eingeschrankt | 1 (4.7) 1(4.2)
Mittelgradig eingeschrankt | 1 (4.7) 3 (12.5)
LA-GroRe (mm):
Normal | 6 (25.0) 16 (66.7)
Leichtgradig verandert | 11 (45.8) 4 (16.7)
Mittelgradig verandert | 6 (25.0) 3 (12.5)
Hochgradig verandert | 1 (4.2) 1(4.2)
Septumdicke (mm) 124+1.5 145+4.5
Diastolische Dysfunktion 4 (16.7) 5 (20.8)
Mitralinsuffizienz 21 (87.5) 9 (37.5)
Aortenstenose 0 (0.0) 4 (16.7)
Medikation
ASS 2 (8.3) 4 (16.7)
Faktor Xa- Inhibitor 15 (62.5) 3 (12.5)
Thrombin-Inhibitor 3 (12.5) 0 (0.0)
ACE-Hemmer 15 (62.5) 10 (41.7)
Diuretika 7 (29.2) 6 (25.0)
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Betablocker 23 (95.8) 16 (66.7)

Statin 9 (37.5) 8 (33.3)

Tabelle 3
Beschreibung der Kollektive mit Vorhofflimmern und anderen
supraventrikularen Rhythmusstorungen

31




4.2 Expression des Rage-Rezeptors

4.2.1 Der Rage-Rezeptor wird vorwiegend auf nicht-klassischen
Monozyten (CD14*CD16**) exprimiert

In einem gesunden Kollektiv von 20 Probanden zeigte sich eine
unterschiedliche Expression von Rage auf den drei Monozyten-
Subpopulationen. Klassische Monozyten (CD14**CD16°) weisen dabei die
geringste mittlere Fluoreszenzintensitat flir Rage auf. Nicht-klassische
Monozyten (CD14*CD16"") dagegen weisen eine signifikant hdhere Expression
von Rage auf als klassische und auch als intermediare Monozyten
(CD147*CD16").
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Abbildung 6

Der Rage-Rezeptor wird vorwiegend auf nicht-klassischen Monozyten
(CD14*CD16**) exprimiert

Das Diagramm zeigt die mittlere Rage Fluoreszenzintensitat (MFI) auf den drei
Monozyten - Subpopulationen in einem gesunden Kollektiv von 20 Probanden:
Klassische (CD14**CD16"), intermediare (CD14**CD16%) und nicht-klassische
Monoyzten (CD14*CD16*").

Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie von Erythrozyten-lysierten
Vollblut. Folgende Antikdrper wurden verwendet: CD14 - Antikdrper konjugiert
mit PE, CD16 - Antikdrper konjugiert mit APC, Rage (N16) sekundar gelabelt
mit Alexa Fluor 488.

Die Rage Expression auf nicht-klassischen Monozyten unterscheidet sich
signifikant von der auf klassischen und intermediaren Monozyten.

(* zeigt signifikanten Unterschied, p<0,05)
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4.2.2 Der Rage-Rezeptor weist bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung eine niedrigere monozytare Expression auf als

bei gesunden Probanden

In dieser Arbeit wurde die Oberflachenexpression von Rage auf Monozyten-
Subpopulationen untersucht. Beim Vergleich zwischen Monozyten von 20
Patienten mit KHK und Monozyten von einem gesunden Vergleichskollektiv mit
20 Personen konnte gezeigt werden, dass sich die gemessene mittlere Rage-
Fluoreszenz (MFI) bei intermediaren und nicht-klassischen Monozyten

signifikant unterscheidet.

In der folgenden Gegentberstellung sind die Mittelwerte und der Standardfehler

des Mittelwertes (SEM) der Rage-Werte aufgetragen:

Klassische Monozyten Gesund: 15,83 £ 0,9 (SEM)

KHK: 13,26 £ 1,0 (SEM)
Intermediare Monozyten Gesund: 18,84 + 1,8

KHK: 13,39 £ 1,1
Nicht-klassische Monozyten | Gesund: 41,28 £9,2

KHK: 18,15+ 1,8
Tabelle 4

Rage Expression (MFI) im Vergleich zwischen gesunden Probanden und
Patienten mit KHK.

33




[ Gesund

°07 * * 1 KHK

40-

20 T -

0

Oberflaichenexpression von Rage
auf CD14"- Zellen

cb14"cb16” cD14"*cD16” cD14'cD16™"

Abbildung 7

Die Rage Expression unterscheidet sich zwischen gesunden Probanden
und Patienten mit koronarer Herzerkrankung auf intermediaren
(CD14**CD16") und nicht-klassischen (CD14*CD16**) Monozyten

In diesem Diagramm ist die mittlere Rage-Fluoreszenzintensitat auf den drei
verschiedenen Monozyten-Subpopulationen dargestellt: Klassische
(CD14**CD16"), intermediare (CD14**CD16*) und nicht-klassische Monoyzten
(CD14*CD16™).

Ein gesundes Kollektiv (weif’, n=20) wird je mit einem KHK-Kollektiv (grau,
n=20) verglichen. Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie von
Erythrozyten-lysierten Vollblut. Verwendete Antikorper: CD14 - Antikorper
konjugiert mit PE, CD16 - Antikorper konjugiert mit APC, Rage (N16) sekundar
gelabelt mit Alexa Fluor 488.

Die mittlere Rage-Expression ist bei intermediaren und nicht-klassischen
Monozyten im KHK-Kollektiv signifikant niedriger.

(* zeigt signifikanten Unterschied, p<0,05)
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4.2.3 Der Rage-Rezeptor weist bei Patienten mit Vorhofflimmern
eine niedrigere Expression auf klassischen und intermediaren

Monozyten auf als bei Patienten im Sinusrhythmus

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob sich die Expression von Rage
auf Monozyten zwischen Patienten mit Vorhofflimmern und Patienten deren
Herzrhythmus sich im Sinusrhythmus befindet unterscheidet. Hierfur wurde bei
24 Probanden, welche wegen Vorhoffimmern einer elektrophysiologischen
Untersuchung und Ablation von Pulmonalvenen zugefuhrt wurden, unmittelbar
vor dieser Prozedur im Rahmen der Routineblutuntersuchung Blut entnommen.
Zum anderen wurden die Blutproben von 24 Probanden, welche wegen
anderen supraventrikularen Rhythmusstorungen einer elektrophysiologischen
Untersuchung zugefiihrt wurden, mittels der bereits beschriebenen Methoden
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass klassische und intermediare Monozyten
bei Patienten mit Vorhofflimmern eine signifikant niedrigere Rage Expression
aufweisen.

In der folgenden Tabelle sind die Mittelwerte und der Standardfehler des

Mittelwertes (SEM) der Rage-Werte aufgetragen:

Klassische Monozyten Sinusrhythmus: 13,96 + 1,5 (SEM)

VHF: 9,96 +0,9 (SEM)
Intermediare Monozyten Sinusrhythmus: 19,44 + 3,5

VHF: 12,15 +1,2
Nicht-klassische Monozyten | Sinusrhythmus: 2461+4,0

VHF: 22,27 +2,3
Tabelle 5

Rage Expression (MFI) im Vergleich zwischen Patienten mit Vorhofflimmern
und Probanden im Sinusrhythmus.
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Patienten mit Vorhofflimmern zeigen niedrigere Werte der Rage
Expression als Patienten mit anderen supraventrikularen
Rhythmusstérungen (SVRs) in klassischen(CD14**CD16) und
intermediaren (CD14**CD16*)Monozyten

In diesem Diagramm ist die mittlere Rage-Fluoreszenzintensitat auf den drei
verschiedenen Monozyten-Subpopulationen dargestellt:

Klassische (CD14**CD16"), intermediare (CD14**CD16%) und nicht-klassische
Monoyzten (CD14*CD16*).

Ein Kollektiv mit VHF (grau, n=24) wird mit einem Kollektiv mit Sinusrhythmus
(weild, n=24) verglichen. Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie von
Erythrozyten-lysierten Vollblut. Verwendete Antikorper: CD14 - Antikorper
konjugiert mit PE, CD16 - Antikorper konjugiert mit APC, Rage (N16) sekundar
gelabelt mit Alexa Fluor 488.

Die mittlere Rage-Expression ist bei klassischen und intermediaren Monozyten
im VHF-Kollektiv signifikant niedriger.

(* zeigt signifikanten Unterschied, p<0,05)
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4.2.4 Patienten mit Vorhoffimmern, die mittels Ablations-
verfahren behandelt wurden und postinterventionell im
Sinusrhythmus waren, weisen 24 Stunden spater eine hohere

Expression von Rage auf allen Monozyten-Subpopulationen auf

Um den Einfluss der Wiederherstellung des Sinusrhythmus mittels
Ablationsverfahren im Rahmen einer elektrophysiologischen Untersuchung auf
die Expression von Rage auf Monozyten zu untersuchen, wurde bei diesen
Patienten 24 Stunden nach dem Ende der Ablation im Rahmen der
Routineblutbildkontrollen unter Sinusrhythmus eine weitere Blutprobe mittels
Durchflusszytometrie untersucht.

Es stellte sich heraus, dass die Rage-Fluoreszenzintensitat in allen Monozyten -

Subpopulationen im Vergleich zum Vorwert 24 Stunden zuvor signifikant

anstieg:

Klassische Vor Ablation / Vorhofflimmern: 9,98 £ 1,0 (SEM)
Monozyten 24 Stunden spater / Sinusrhythmus: 15,70 £ 1,0 (SEM)
Intermediare Vor Ablation / Vorhofflimmern: 12,15+ 1,2
Monozyten 24 Stunden spater / Sinusrhythmus: 15,98 + 1,3

Nicht- Vor Ablation / Vorhofflimmern: 2227 +2,3
klassische - . -

Monozyten 24 Stunden spater / Sinusrhythmus: 87,76 + 31,0
Tabelle 6

Vergleich der monozytaren Rage Expression vor und nach Ablation auf den drei
verschiedenen Monozyten-Subpopulationen.
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Expression von Rage auf klassischen Monozyten vor und nach
Wiederherstellung eines Sinusrhythmus

In dieser Abbildung ist die mittlere Rage-Expression auf den klassischen
Monozyten (CD14**CD16°) dargestellt. Es wurde zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten gemessen: Vor einer Ablationsbehandlung wegen VHF (weil3,
n=24) und 24 Stunden danach im Sinusrhythmus (grau, n=24).

Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie von Erythrozyten-lysierten
Vollblut. Verwendete Antikdrper: CD14 - Antikorper konjugiert mit PE, CD16 -
Antikérper konjugiert mit APC, Rage (N16) sekundar gelabelt mit Alexa Fluor
488.

Die mittlere Rage- Expression ist zum zweiten Zeitpunkt signifikant erhéht.

(* zeigt signifikanten Unterschied, p<0,05)
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Expression von Rage auf intermediaren Monozyten vor und nach
Wiederherstellung eines Sinusrhythmus

Diese Abbildung zeigt die mittlere Rage-Expression auf den intermediaren
Monozyten (CD14**CD16%). Es wurde zu zwei verschiedenen Zeitpunkten
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gemessen: Vor einer Ablationsbehandlung wegen VHF (weil3, n=24) und 24
Stunden danach im Sinusrhythmus (grau, n=24).

Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie von Erythrozyten-lysierten
Vollblut. Verwendete Antikdrper: CD14 - Antikorper konjugiert mit PE, CD16 -
Antikérper konjugiert mit APC, Rage (N16) sekundar gelabelt mit Alexa Fluor
488.

Die mittlere Rage- Expression ist zum zweiten Zeitpunkt signifikant erhéht.

(* zeigt signifikanten Unterschied, p<0,05)
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Expression von Rage auf nicht-klassischen Monozyten vor und nach
Wiederherstellung eines Sinusrhythmus

In dieser Abbildung ist die mittlere Rage-Expression auf den nicht-klassischen
Monozyten (CD14*CD16*") dargestellt. Es wurde zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten gemessen: Vor einer Ablationsbehandlung wegen VHF ( weil3,
n=24) und 24 Stunden danach im Sinusrhythmus (grau, n=24).

Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie von Erythrozyten-lysierten
Vollblut. Verwendete Antikdrper: CD14 - Antikorper konjugiert mit PE, CD16 —
Antikorper konjugiert mit APC, Rage (N16) sekundar gelabelt mit Alexa Fluor
488.

Die mittlere Rage- Expression ist zum zweiten Zeitpunkt signifikant erhdht .

(* zeigt signifikanten Unterschied, p<0,05)
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4.3 Expression der Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9)

4.3.1 Die drei Monozyten-Subpopulationen zeigen keine
Unterschiede in der Expression von MMP-9 bei gesunden

Probanden

In einem Kollektiv von 20 gesunden Probanden wurde die mittlere Fluoreszenz-
Intensitat von zellularem MMP-9 gemessen. Dabei konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Subtypen gefunden werden. Die mittlere

Fluoreszenzintensitat (MFI) stellt sich in allen drei Subpopulation ahnlich dar.
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MMP-9 wird in allen drei Monozyten - Subtypen gleichartig exprimiert
Das Diagramm zeigt die mittlere MMP-9 Fluoreszenzintensitat der drei
Monozyten Subpopulationen in einem gesunden Kollektiv von 20 Probanden:
Klassische (CD14**CD16"), intermediare (CD14**CD16") und nicht-klassische
Monoyzten (CD14*CD16%).

Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie von Erythrozyten-lysierten
Vollblut. Verwendete Antikdrper: CD14 - Antikorper konjugiert mit PE, CD16 —
Antikérper konjugiert mit APC, MMP-9 - Antikdrper konjugiert mit FITC.

Die MMP-9 Expression zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Populationen.
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4.3.2 MMP-9 weist bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung
in allen drei Monozyten - Subtypen eine hohere Expression auf

als bei gesunden Probanden

Ein Kollektiv von 20 Probanden mit KHK wurde mit einem gesunden
Vergleichskollektiv von 20 Probanden bezuglich der Expression von zellularen
MMP-9 in Monozyten verglichen. Es zeigte sich, dass klassische, intermediare
und auch nicht-klassische Monozyten bei Patienten mit KHK signifikant hohere
MMP-9 Fluoreszenzwerte aufweisen. In folgender Tabelle sind die mittleren

Fluoreszenzwerte fur MMP-9 der beiden Kollektive gegenubergestellt:

Klassische Monozyten Gesund: 68,89 + 3,5 (SEM)
KHK: 100,72 £ 9,8 (SEM)
Intermediare Monozyten Gesund: 69,98 + 3,8
KHK: 92,074
Nicht-klassische Monozyten | Gesund: 63,11 £ 4,1
KHK: 79,6 4,5
Tabelle 7 :

Vergleich der MMP-9 Expression in Monozyten-Subpopulationen gesunder und
kardiovaskular vorbelasteter Probanden
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Abbildung 13

Patienten mit koronarer Herzerkrankung weisen signifikant mehr
zellulares MMP-9 in allen Monozyten - Subtypen auf

In diesem Diagramm ist die mittlere MMP-9-Fluoreszenzintensitat in den drei
verschiedenen Monozyten-Subpopulationen dargestellt: Klassische
(CD14**CD16"), intermediare (CD14**CD16") und nicht-klassische Monoyzten
(CD14*CD16™).

Ein gesundes Kollektiv (wei’, n=20) wird je mit einem KHK-Kollektiv (grau,
n=20) verglichen. Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie von
Erythrozyten-lysierten Vollblut. Verwendete Antikorper: CD14 - Antikorper
konjugiert mit PE, CD16 - Antikorper konjugiert mit APC, MMP-9 - Antikorper
konjugiert mit FITC.

Die mittlere MMP-9 Expression ist bei klassischen, intermediaren und nicht-
klassischen Monozyten im KHK-Kollektiv signifikant erhoht .

(* zeigt signifikanten Unterschied, p<0,05)
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4.3.3 Patienten mit Vorhoffimmern exprimieren in
intermediaren und nicht-klassischen Monozyten mehr MMP-9

als Patienten mit koronarer Herzerkrankung

Ein Patientenkollektiv mit diagnostizierten Vorhofflimmern, jedoch ohne
koronare Herzerkrankung, wurde mit einem Kollektiv an Patienten im
Sinusrhythmus, jedoch bestatigter koronarer Herzerkrankung verglichen. Es
zeigte sich, dass Patienten mit VHF ohne KHK mehr intrazellulares MMP-9
aufweisen als Patienten mit KHK und Sinusrhythmus. Eine signifikant hohere
Expression von MMP-9 lag in intermediaren und nicht-klassischen Monozyten
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Abbildung 14
Patienten mit Vorhofflimmern exprimieren signifikant mehr MMP-9 in
intermediaren und nicht-klassischen Monozyten als Patienten mit
koronarer Herzerkrankung und Sinusrhythmus
In diesem Diagramm ist die mittlere MMP-9-Fluoreszenzintensitat in den drei
verschiedenen Monozyten-Subpopulationen dargestellt: Klassische
(CD14**CD16"), intermediare (CD14"*CD16") und nicht-klassische Monoyzten
(CD14*CD16™).
Ein KHK-Kollektiv (weif3, n=20) wird je mit einem VHF-Kollektiv (grau, n=24)
verglichen. Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie von
Erythrozyten-lysierten Vollblut. Verwendete Antikorper: CD14 - Antikdrper
konjugiert mit PE, CD16 - Antikdrper konjugiert mit APC, MMP-9 - Antikorper
konjugiert mit FITC.
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Die mittlere MMP-9 Expression ist bei intermediaren und nicht-klassischen
Monozyten im VHF-Kollektiv signifikant erhoht.
(* zeigt signifikanten Unterschied, p<0,05)

4.3.4 Patienten mit Vorhoffimmern weisen in klassischen und
intermediaren Monozyten eine hohere zellulare Expression von

MMP-9 auf als Probanden im Sinusrhythmus

Im Folgenden wurde untersucht, ob sich Unterschiede in der Expression von
zellularen MMP-9 in Monozyten zwischen Patienten mit Vorhofflimmern und
Patienten mit Sinusrhythmus (jeweils ohne koronare Vorbelastung) nachweisen
lassen. Dazu wurden die bereits beschriebenen Kollektive untersucht und
verglichen. Es stellte sich heraus, dass Patienten mit Vorhofflimmern in
klassischen und intermediaren Monozyten eine signifikant hohere MMP-9
Expression aufweisen als Probanden mit Sinusrhythmus. In folgender Tabelle
sind die mittleren Fluoreszenzwerte fir MMP-9 der beiden Kollektive

gegenubergestellt:

Klassische Monozyten Sinusrhythmus: 86,72 8,3 (SEM)

VHF: 143,98 + 19,1 (SEM)
Intermediare Monozyten Sinusrhythmus: 86,67 £ 6,6

VHF: 124,69 + 8,6
Nicht-klassische Monozyten | Sinusrhythmus: 87,65+9,7

VHF: 107,98 + 10,1
Tabelle 8 :

Vergleich der MMP-9 Expression zwischen Patienten mit Sinusrhythmus
(andere SVRs) und Patienten mit Vorhofflimmern
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Patienten mit Vorhofflimmern exprimieren signifikant mehr zellulares
MMP-9 in klassischen und intermediaren Monozyten als Patienten mit
anderen SVRs

Das Diagramm stellt die mittlere MMP-9-Fluoreszenzintensitat in den drei
verschiedenen Monozyten-Subpopulationen dar: Klassische (CD14**CD16"),
intermediare (CD14**CD16*) und nicht-klassische Monoyzten (CD14*CD16*).
Ein Kollektiv mit VHF (grau, n=24) wird mit einem Kollektiv mit Sinusrhythmus
(andere SVRs) (weil3, n=24) verglichen.

Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie von Erythrozyten-lysierten
Vollblut. Verwendete Antikdrper: CD14 - Antikorper konjugiert mit PE, CD16 -
Antikorper konjugiert mit APC, MMP-9 - Antikdrper konjugiert mit FITC.

Die mittlere MMP-9-Expression ist bei klassischen und intermediaren
Monozyten im VHF-Kollektiv signifikant erhoht.

(* zeigt signifikanten Unterschied, p<0,05)
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4.3.5 Patienten mit Vorhofflimmern, die mittels
Ablationsverfahren behandelt wurden und postinterventionell
im Sinusrhythmus waren, weisen 24 Stunden spater eine
niedrigere Expression von MMP-9 in allen Monozyten-Subtypen

auf

Um auch den Einfluss der Wiederherstellung des Sinusrhythmus auf die MMP-9
Expression zu untersuchen, wurde neben der bereits beschriebenen Rage
Expression auch die MMP-9 Expression 24 Stunden nach der Ablation im
Rahmen der Routineblutbildkontrollen bei nun vorliegendem Sinusrhythmus
gemessen. Es zeigte sich eine signifikante Abnahme der MMP- 9 Expression in

allen Monozyten-Subtypen:

Klassische Vor Ablation / Vorhofflimmern: 143,98 + 19,1 (SEM)

Monozyten 24 Stunden spater / Sinusrhythmus: | 82,88 11,4 (SEM)

Intermediare Vor Ablation / Vorhofflimmern: 124,69 + 8,6

Monozyten 24 Stunden spater / Sinusrhythmus: | 72,35 £ 4,6

Nicht-klassische | Vor Ablation / Vorhofflimmern: 107,98 + 10,1

Monozyten 24 Stunden spéater / Sinusrhythmus: | 78,9 £ 6,3

Tabelle 9 :
Vergleich der monozytaren MMP-9 Expression vor und nach Ablation bei
Vorhofflimmern
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Abbildung 16

Expression von MMP-9 in klassischen Monozyten vor und nach
Wiederherstellung eines Sinusrhythmus

In dieser Abbildung ist die mittlere MMP-9-Expression der klassischen
Monozyten (CD14**CD16°) dargestellt. Es wurde zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten gemessen: Vor einer Ablationsbehandlung wegen Vorhofflimmern
(weil’, n=24) und 24 Stunden danach im Sinusrhythmus (grau, n=24).

Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie von Erythrozyten-lysierten
Vollblut. Verwendete Antikdrper: CD14 - Antikorper konjugiert mit PE, CD16 -
Antikérper konjugiert mit APC, MMP-9 - Antikérper konjugiert mit FITC.

Die mittlere MMP-9- Expression ist zum zweiten Zeitpunkt signifikant erniedrigt.
(* zeigt signifikanten Unterschied, p<0,05)
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Abbildung 17

Expression von MMP-9 in intermediaren Monozyten vor und nach
Wiederherstellung eines Sinusrhythmus
Die Abbildung zeigt die mittlere MMP-9-Expression der intermediaren
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Monozyten (CD14**CD16"). Es wurde zu zwei verschiedenen Zeitpunkten
gemessen: Vor einer Ablationsbehandlung wegen VHF (weil3, n=24) und 24
Stunden danach im Sinusrhythmus (grau, n=24).

Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie von Erythrozyten-lysierten
Vollblut. Verwendete Antikdrper: CD14 - Antikorper konjugiert mit PE, CD16 -
Antikorper konjugiert mit APC, MMP-9 - Antikorper konjugiert mit FITC.

Die mittlere MMP-9- Expression ist zum zweiten Zeitpunkt signifikant erniedrigt.
(* zeigt signifikanten Unterschied, p<0,05)
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Abbildung 18

Expression von MMP-9 in nicht-klassischen Monozyten vor und nach
Wiederherstellung eines Sinusrhythmus

In dieser Abbildung ist die mittlere MMP-9-Expression der nicht - klassischen
Monozyten (CD14*CD16**) dargestellt. Es wurde zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten gemessen: Vor einer Ablationsbehandlung wegen VHF (weil3,
n=24) und 24 Stunden danach im Sinusrhythmus (grau, n=24).

Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie von Erythrozyten-lysierten
Vollblut. Verwendete Antikdrper: CD14 - Antikorper konjugiert mit PE, CD16 -
Antikérper konjugiert mit APC, MMP-9 - Antikérper konjugiert mit FITC.

Die mittlere MMP-9- Expression ist zum zweiten Zeitpunkt signifikant erniedrigt.
(* zeigt signifikanten Unterschied, p<0,05)
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4.4 Verteilungsmuster der Monozyten-Subpopulationen

Um die Verteilung der drei Monozyten-Subpopulationen bei verschiedenen
Krankheitsbildern zu quantifizieren, wurden die einzelnen Gates in Prozent der
Gesamt-Monozyten-Population berechnet und dargestellt. Dabei zeigte sich
eine deutliche quantitative Dominanz der klassischen Monozyten mit jeweils
mehr als 80 %. Es folgten die intermediaren Monozyten mit einem Anteil von

ca. 10 % und ein Anteil von jeweils unter 5 % an nicht-klassischen Monozyten.

4.4.1 Die quantitative Verteilung der Subtypen unterscheidet
sich signifikant zwischen gesunden Patienten und Patienten

mit koronarer Herzerkrankung

Bei genauerer Betrachtung der verschiedenen Kollektive fallt ein signifikanter
Unterschied zwischen den gesunden und den kardiovaskular erkrankten
Patienten auf. Der prozentuale Anteil klassischer Monozyten ist bei Patienten
mit KHK signifikant geringer und der Anteil an sowohl intermediaren als auch an

nicht-klassischen Monozyten ist signifikant erhoht.
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Verteilung der Subtypen in Prozent

Abbildung 19

Vergleich der quantitativen Verteilung der Monozyten-Subtypen zwischen
gesunden Probanden und Probanden mit koronarer Herzerkrankung

Die Abbildung zeigt die prozentuale Verteilung der Subpopulationen der
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Gesamt-Monozyten-Population im Vergleich der beiden Kollektive. Klassische
(CD14**CD16"), intermediare (CD14"*CD16") und nicht-klassische Monoyzten
(CD14*CD16**) werden verglichen.

Es zeigen sich fur jeden Subtyp signifikante Unterschiede.

(* weist auf einen signifikanten Unterschied hin, p < 0,05)

4.4.2 Patienten mit Vorhoffimmern weisen signifikant weniger
nicht-klassische Monozyten auf als Patienten mit anderen

supraventrikularen Rhythmusstorungen

Im Vergleich der Kollektive mit Vorhofflimmern und anderen SVRs
unterscheidet sich die prozentuale Verteilung von klassischen und
intermediaren Monozyten nur geringfigig und nicht signifikant. Allerdings
besteht eine signifikante Differenz bei der nicht-klassischen Monozyten -
Subpopulation. Es zeigte sich, dass Patienten mit Vorhofflimmern signifikant

weniger nicht-klassische Monozyten aufweisen.

o

B‘ 100+

= 1 andere SVRs
- orhofflimmern
(0]

o

> 60

e}

=}

P40

(0]

©

? 20_ *

o}

g’ 1 ——

(0]

>

cb14’*cbp16” cD14"'cbD16" cD14'cD16""

Abbildung 20

Vergleich der quantitativen Verteilung der Monozyten-Subtypen zwischen
Probanden mit VHF und Probanden mit anderen SVRs

Die Abbildung zeigt die prozentuale Verteilung der Subpopulationen der
Gesamt-Monozyten-Population im Vergleich der beiden Kollektive. Klassische
(CD14**CD16"), intermediare (CD14**CD16*) und nicht-klassische Monoyzten
(CD14*CD16"*) werden verglichen.

Es zeigt einen signifikanten Unterschied fir die nicht-klassischen Monozyten.
(* weist auf einen signifikanten Unterschied hin, p < 0,05)
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5. Diskussion

5.1 Die Rolle der Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) bei

Vorhofflimmern

Vorhofflimmern ist eine chronisch-progrediente inflammatorische Erkrankung,
welche sich selbst unterhalt und eine progressive Natur aufweist. Die
Entwicklung von permanentem Vorhofflimmern ist eng mit dem strukturellen
Remodeling der Vorhofe verknupft. Die Fibrose der Vorhofe, welche eine Folge
von kardiovaskularen Erkrankungen aber auch vom Vorhofflimmern selbst ist
und in gewissem Sinne den Endpunkt der strukturellen Umbauprozesse
darstellt, rlickte deshalb zunehmend ins Blickfeld moglicher neuer Strategien
zur Pravention und Therapie des Vorhoffimmerns. Die Pathogenese der
Vorhoffibrose und insbesondere die Rolle von MMP-9 ist jedoch noch
unzureichend verstanden. In der aktuellen Literatur wird ein Zusammenhang
zwischen Extrazellularmatrix abbauenden Enzymen und Vorhofflimmern
beschrieben.[64]

So konnten Lewkowicz et al. zeigen, dass MMP-9 bei Patienten mit
paroxysmalen und permanenten Vorhoffimmern im Vergleich zu einem
Kollektiv im Sinusrhythmus im Serum erhoht ist. AuBerdem wurde gezeigt, dass
die MMP-9 Werte im Serum nach Elektrokardioversion, also im Sinusrhythmus,
signifikant erhéht waren.[64]

Auch in atrialen Gewebebiopsien wurden erhohte MMP-9 Level bei Patienten
mit Vorhofflimmern gemessen.[58]

Bis dato lagen jedoch noch keine Hinweise auf die Herkunft des MMP-9 vor.
Allerdings ist bekannt, dass in den Atria von Patienten mit Vorhofflimmern
signifikant mehr Entziindungszellen vorhanden sind.[78] Die Rhythmusstérung
wurde in den letzten Jahren somit zunehmend auch als inflammatorische
Erkrankung verstanden, dessen genaue Pathomechanismen noch im Unklaren

liegen.
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Wir untersuchten deshalb erstmals die drei Subpopulationen von monozytaren
Zellen (klassische, intermediare, nicht-klassische Monozyten), welche
bekannterweise unterschiedliche Funktionen bei immunologischen Prozessen

erfillen, auf deren unterschiedliche MMP-9 Expression. [79]

5.2 Monozytensubtypen als Quelle von MMP-9 bei Patienten mit

Vorhofflimmern

5.2.1 Regulation der monozytaren Expression der MMP-9

Sturhan et al. beschrieben, dass EMMPRIN, ein ubiquitar verbreitetes
Glykoprotein, welches Matrix-Metalloproteinasen in verschiedenen Zelltypen
reguliert, vorrangig auf klassischen Monozyten (CD14**CD16°) exprimiert
wird.[49] Es stellt sich deshalb die Frage, ob vor allem klassische Monozyten in
die EMMPRIN-abhangige MMP-9 Expression involviert sind und deshalb eine
besondere Rolle in der Pathogenese der MMP-9 assozierten Krankheiten
spielen.

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigten jedoch keine erhohte Expression von
MMP-9 in klassischen Monozyten, wie man aus der erhOhten Expression von
EMMPRIN auf ebendiesen Subtyp schlussfolgern konnte. MMP-9 wird auf allen
Subtypen gleichartig exprimiert [Abbildung 11].

Dies konnte als Hinweis darauf dienen, dass die intrazellulare MMP-9
Expression nicht nur von der EMMPRIN Expression abhangt, sondern dass

noch weitere Faktoren an der Regulation von MMP-9 beteiligt sind.

5.2.2 Patienten mit Vorhofflimmern exprimieren verstarkt
MMP-9 in Monozyten-Subtypen

Um die, wie in der Literatur beschrieben, erhdhten MMP-9 Level im Serum
sowie in atrialen Gewebeproben genauer einzuordnen, untersuchten wir flr

diese Arbeit die drei Monozyten-Subtypen, welche als relevante Quelle von

52



Extrazellularmatrix abbauenden Enzymen dienen, auf deren MMP-9
Expression.

Die Ergebnisse ergaben auch in den zirkulierenden Monozyten erhohte MMP-9
Werte in den Subtypen im Vergleich von Patienten mit Vorhofffimmern und
Patienten mit anderen supraventrikularen Rhythmusstorungen. Bei genauerer
Betrachtung der einzelnen Subtypen ergaben sich signifikante Unterschiede bei
den klassischen wie den intermediaren Monozyten [Abbildung 14].

Man konnte deshalb spekulieren, dass Monozyten zu der Erhdhung der MMP-9
Level in Serum und Vorhofgewebe in einem betrachtlichen MalRe beitragen.
Insbesondere intermediaren Monozyten, welche bei Patienten mit
Vorhofflimmern im peripheren Blut quantitativ erhdht zu sein scheinen und wie
von uns gezeigt auch eine erhohte MMP-9 Expression zeigen, kdnnten damit
eine nicht unerhebliche Rolle bei der Pathogenese des Vorhofflimmerns
spielen. [80]

In einem weiteren Schritt untersucht die vorliegende Arbeit auch die MMP-9
Expression der verschiedenen Monozytensubtypen vor einer Ablation wegen
Vorhoffimmern und 24  Stunden nach einer Ablation unter
Sinusrhythmusbedingungen. Lewkowicz et al. beschreiben die MMP-9
Erhéhung im Serum nach der Elektrokardioversion als akuten Ausdruck der
,Remodeling“ - Prozesse am Herzen.[64]

Die von uns erhobenen Daten zeigen nun, dass komplementar zum
vorbeschriebenen Serumanstieg von MMP-9, der intrazellulare Gehalt von
MMP-9 in allen Monozyten-Subtypen nach Wiederherstellung eines
Sinusrhythmus signifikant abnimmt. [Abbildung 15-17]

Man konnte also mutmalen, dass monozytare Zellen unter
Sinusrhythmusbedingungen weniger MMP-9 exprimieren und, dass dieser
Effekt auch innerhalb kurzer Zeit nach iatrogener Konversion bei
vorangehenden Vorhoffimmern eintritt. Interessanterweise zeigen die
Monozyten der durch Ablation kardiovertierten Patienten eine ahnliche MMP-9
Expression wie die Monozyten im gesunden Vergleichskollektiv. Ob sich durch
die Konversion in den Sinusrhythmus und der damit einhergehenden

erniedrigten MMP-9 Expression in Monozyten die Fibrosierung und damit die
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Progression der Erkrankung verlangsamen und die selbsterhaltende Natur des
Vorhofflimmerns  durchbrechen lasst, bedarf jedoch weitergehender

Untersuchungen.

5.3 Die Rolle der MMP-9 bei koronarer Herzkrankheit

MMP-9 spielt eine gewichtige Rolle bei der Entstehung und Progression von
atherosklerotischen Plaques und tragt zur Vulnerabilitat dieser und damit zur
Plaqueruptur bei. Die Serum Level des Enzyms wurden als Mortalitatspradiktor
bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung beschrieben. MMP-9 kdnnte damit
einen neuen Pradiktor der kardiovaskularen Mortalitat darstellen und ein neuer
Parameter zur Identifizierung von Risikogruppen sein.[81]

In atherosklerotischen Plaques befinden sich eingewanderte Monozyten welche
sich durch LDL-Aufnahme in Schaumzellen umwandeln und fir ein
inflammatorisches Milieu in der atherosklerotischen Lasion sorgen. Exprimierte
Matrix-Metalloproteinasen fuhren zur Plaqueinstabilitat. Die Plaqueruptur ist,
vielmehr als die Grolke des Plaques, der Ausgangspunkt schwerwiegender
klinischer Konsequenzen. In der Literatur wird deshalb die medikamentdse
Stabilisierung der Plaques mittels MMP-Inhibitoren als mogliche Pravention von

kardiovaskularen Ereignissen beschrieben.[82]

Blankenberg et al. beschreibt erhéhte mediane MMP-9 Werte im Serum bei
Patienten welche ein kardiovaskulares Ereignis erliten. Ob MMP-9 als
unabhangiger Prognosemarker gelten kann bedarf jedoch weiterer Studien.[12]
Auch die Quelle der erhohten MMP-9 Level im Serum ist noch unklar. Fang et
al. untersuchten deshalb isolierte mononukleare Zellen bei Patienten mit
Myokardinfarkt auf deren MMP-9 Expression. Es zeigte sich eine erhohte
Expression von MMP-9 bei Patienten mit Myokardinfarkt im Vergleich zu einem

gesunden Kollektiv. [83]

Um diese Ergebnisse nun zu erweiteren untersuchten wir im Blut zirkulierende

Monozyten-Subtypen mittels Durchflusszytometrie auf deren MMP-9 Gehalt bei
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Patienten, welche noch kein kardiovaskulares Ereignis erlitten, jedoch bereits
an einer klinisch manifesten koronaren Herzerkrankung leiden.

Es fand sich eine signifikant erhdhte MMP-9 Expression in allen Subtypen bei
Patienten mit diagnostizierter koronarer Herzerkrankung im Vergleich zu einem
gesunden Kollektiv [Abbildung 12].

Die Messung der MMP-9 Expression in Monozyten konnte deshalb einerseits
zur Risikostratifizierung dienen und andererseits einen moglichen Angriffspunkt
von Inhibitoren von MMP-9 darstellen.

Interessanterweise weisen Patienten mit koronarer Herzerkrankung keine
erhdhte EMMPRIN-Expression auf, erst ein akuter Herzinfarkt ist mit erhohter
EMMPRIN Expression assoziiert.[49] EMMPRIN fuhrt Gber Aktiverung durch
verschiedene Liganden, wie bereits beschrieben, zur erhdhten Expression von
MMP-9.

Unsere Daten legen allerdings nahe, dass die Erhohung der MMP-9 Expression
bereits vor Eintritt von kardiovaskularen Ereignissen in Monozyten stattfindet
und somit friher im Krankheitsverlauf eintritt. Theoretisch konnte es also
moglich sein, Uber eine Quantifizierung von monozytaren MMP-9 das Risiko

einer Plaqueruptur besser zu stratifizieren.

5.4 Patienten mit Vorhofflimmern weisen eine hohere
Expression der MMP-9 in intermediaren und nicht-klassischen

Monozyten auf als Patienten mit koronarer Herzkrankheit

Sowohl Vorhofflimmern, als auch die koronare Herzerkrankung, gelten als
Erkrankungen bei denen inflammatorische Prozesse eine wichtige Rolle in der
Pathogenese spielen. Wie oben beschrieben weisen alle Monozyten-Subtypen
bei Vorliegen einer KHK eine erhdhte MMP-9 Expression im Vergleich zu einem
gesunden Kollektiv auf.

Wir verglichen nun erstmals die Monozyten-Subtypen eines VHF-Kollektivs mit
einem Kollektiv mit diagnostizierter KHK (und Sinusrhythmus) und damit
bekannter kardialer Inflammation. Erstaunlicherweise fand sich eine signifikant

erhohte MMP-9 Expression in intermediaren wie in nicht-klassischen
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Monozyten im VHF-Kollektiv. Dies ist ein weiterer Hinweis, dass den
Monozyten-Subtypen als Quelle von MMP-9 und damit als Wegbereiter des
atrialen Remodelings, eine besondere Rolle in der Pathophysiologie des
Vorhoffimmerns zukommt. Besonderes Augenmerk gilt dabei den
intermediaren Monozyten. Es wird postuliert, dass dieser Subtyp eine
besondere Rolle beim Remodeling der Atria spielt. [80] Wir konnten diese
These insofern bestatigen, als intermediare Monozyten bei VHF signifikant
mehr MMP-9 exprimieren als bei anderen inflammatorischen Erkrankungen des

Herzens bzw. bei gesunden Personen.
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5.5 Die monozytare Rage Expression bei Vorhoffimmern und

koronarer Herzerkrankung

5.5.1 Die Bedeutung des Rage Rezeptors bei Vorhofflimmern

In den letzten Jahren mehrten sich Hinweise, dass die Pathogenese und die
zugrundeliegenden  Mechanismen des  Vorhoffimmerns auch  mit
inflammatorischen Prozessen assoziert sind. Inflammation begunstigt die
Entwicklung der Fibrosierung der Vorhéfe und ermoglicht damit das strukturelle
Remodeling der Vorhofe, welches die Progredienz und Persistenz des
Vorhofflimmerns ermdéglichen.[84]

Der Rage Rezeptor agiert als zellstandiger Rezeptor flir die sogenannten
,=advanced glycation endproducts (AGEs). Die Bindung dieser Liganden an den
Rage Rezeptor fuhrt Uber die Aktivierung von NF-kB und die gesteigerte
Synthese von Adhasionsmolekilen und Zytokinen zur Inflammation und
Fibrose.[85]

Ob die AGE-Rage Interaktion auch die Pathophysiologie des Vorhofflimmerns

beeinflusst, ist jedoch noch unzureichend erforscht.

In Studien an diabetischen Ratten konnte gezeigt werden, dass durch die
Inhibition des Rage Rezeptors der Fibrosegrad in den Vorhdfen geringer war.
Aulerdem ist in der Literatur vorbeschrieben, dass die Aktivierung der Age-
Rage-Achse die Synthese von Matrix-Metalloproteinasen welche bekanntlich
mit Vorhofflimmern assoziert sind, stimulieren kann. [73] Der Rage Rezeptor
konnte also eine nicht unerhebliche Rolle in der Entstehung des

Vorhofflimmerns spielen.

Es wird vermutet, dass die Serumlevel von soluble Rage (sRage) und AGEs,
also den Liganden des Rage Rezeptors, die Aktivitat der AGE-Rage-Achse
widerspiegeln. Soluble Rage ist in der Lage zirkulierende AGEs zu eliminieren
und damit als eine Art Lockvogel fur AGEs, deren Wirkung am Rage Rezeptor

zu mindern. Allerdings konnte in vivo eine positive Korrelation zwischen AGEs
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und sRage festgestellt werden, was gegen eine effektive Hemmung von AGE
durch sRage spricht. [86]

Lancefield et al. konnte 2016 zeigen, dass die Serumlevel von sRage bei
Patienten mit Vorhofflimmern im Vergleich zu einem Kollektiv im Sinusrhythmus
signifikant erhéht sind.[85]

Somit stellt sich die Frage, ob die AGE-Rage-Achse in das strukturelle
Remodeling, neben seiner allgemein proinflammatorischen Wirkung, involviert
ist.[87]

Wir untersuchten deshalb erstmals die drei monozytaren Subtypen (klassische,
intermediare und nicht-klassische Monozyten) auf die Expression des Rage-
Rezeptors und versuchten auflerdem einen madglichen Einfluss des

Herzrhythmus auf die monozytare Rage Expression darzustellen.

5.5.2 Rage wird vor allem auf nicht-klassischen Monozyten

exprimiert

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Rage auf nicht-klassischen
Monozyten am starksten exprimiert wird. [Abbildung 6]

Die Erkenntnis deckt sich damit, dass nicht-klassische Monozyten als
proinflammatorisch gelten: Dieser Monozyten Subtyp ist erhoht bei Infektionen
und Sepsis und produziert unter Stimulation mit LPS vermehrt TNF-a.[35]

Die vermehrte Expression von Rage und die damit verbundene Aktivierung der
Age-Rage-Achse konnte also eine Komponente der inflammationsférdernden
Wirkung der nicht-klassischen Monozyten sein.

Intermediare Monozyten, welche bei Vorhofflimmern im Serum erhoht sind,
weisen jedoch keine erhdhte Expression von Rage im Vergleich zu klassischen
Monozyten auf.[80] Ob nicht-klassische Monozyten in der Pathophysiologie der
Rhythmusstérung somit eine besondere Rolle spielen bedarf deshalb weiteren

Untersuchungen.
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5.5.3 Der Rage Rezeptor zeigt bei Patienten mit Vorhofflimmern
eine geringere Expression auf klassischen und intermediaren

Monozyten als bei Patienten im Sinusrhythmus

In dieser Arbeit wird auch die Rage Expression auf zirkulierenden Monozyten
zwischen Patienten mit Vorhofffimmern und Patienten im Sinusrhythmus
verglichen. Unsere Daten zeigen interessanterweise eine erniedrigte
Expression des zellularen Rage Rezeptors bei Patienten mit Vorhofflimmern.
[Abbildung 8]

Klassische und intermediare Monozyten wiesen signifikante Unterschiede auf.
Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtung ist, dass der Rage Rezeptor
bei Vorhofflimmern vermehrt von der Zelloberflache ,abgeschnitten wird und
deshalb auf den Zellen nur noch vermindert nachweisbar ist, jedoch im Serum
in Form von sRage verstarkt messbar ist. Die Ergebnisse von Lancefield et al.,
welche erhdohte sRage Werte im Serum bei Patienten mit Vorhofflimmern
zeigen, unterstutzen diese These.

Die erhdohte Expression von MMP-9 in Monozyten bei Patienten mit
Vorhofflimmern [Abbildung 14] konnte zu den verminderten Rage Werten
beitragen: MMP-9 ist in der Lage den Rage Rezeptor von der Zelloberflache
,abzuschneiden® (,Shedding“) und stellt damit einen  mdglichen
Regulationsmechanismus von sRage dar.[88, 89]

Damit konnte ein moglicher Zusammenhang zwischen erhdhten MMP-9 und

erniedrigten Rage Werten in Monozyten bestehen.

Wir untersuchten auch, ob sich eine Pulmonalvenenablation und die damit
einhergehende Konversion in den Sinusrhythmus auf die monozytare Rage
Expression auswirkt. Nach Ablation zeigten sich signifikant erhdhte Rage Werte
auf allen Monozyten Subpopulationen. Da sich in unseren Vorversuchen eine
erhdhte monozytare Rage Expression bei Patienten im Sinusrhythmus fand,
konnte der Anstieg nach Ablation mit der dadurch erfolgten Konversion

zusammenhangen. Ob die Rage Expression tatsachlich vom Herzrhythmus
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abhangt und damit durch iatrogene Konversionen beeinflussbar ist, muss

jedoch in Folgestudien weiter untersucht werden.

5.5.4 Der Rage Rezeptor zeigt bei Patienten mit koronarer
Herzerkrankung eine geringere Expression auf intermediaren

und nicht-klassischen Monozyten als bei gesunden Probanden

Der Rage Rezeptor und seine im Serum Iosliche Form scheinen bei der
Pathogenese der koronaren Herzkrankheit und den moglichen Komplikationen
eine Rolle zu spielen. Die Datenlage ist jedoch zum momentanen Zeitpunkt
noch sparlich und teilweise widerspruchlich. [90]

Inflammation ist ein elementarer Bestandteil in der Entstehung der
Atherosklerose und der Rage Rezeptor tragt Uber eine Vielzahl an zum Tell
noch unbekannten Faktoren dazu bei: Zum einen kommt es durch Aktivierung
des Rezeptors zu einer proinflammatorischen Signalkaskade, andererseits wird
die Synthese von Adhasionsmolekulen, Zytokinen und Matrix-Metallo-
Proteinasen gesteigert.[66]

Falcone et al. zeigte, dass bei Patienten mit diagnostizierter koronarer
Herzerkrankung weniger sRage im Serum vorhanden ist als bei gesunden
Kontrollpersonen.[90] SRage wird deshalb als potentieller Biomarker in
Erwagung gezogen.

Da der Ursprung des Ioslichen sRage noch unklar ist, untersuchten Mahajan et
al. im peripheren Blut zirkulierende Monozyten auf deren mRNA Expression. In
der Gruppe der Patienten mit KHK fand sich signifikant mehr Rage mRNA in
den Monozyten. [72]

In der vorliegenden Arbeit werden nun im Blut zirkulierende Monozyten auf
deren zellmembranstandige Rage Expression untersucht. Wir verglichen dabei
ein Patientenkollektiv mit KHK mit einem gesunden Vergleichskollektiv. Es fand
sich eine signifikant niedrigere Expression von Rage auf intermediaren und
nicht-klassischen Monozyten in der Gruppe der Patienten mit KHK.
[Abbildung 7]
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Eine mdgliche Erklarung flr diese geringere monozytare Rage Expression bei
KHK ist ebenso ein verstarktes ,Abschneiden“ des Rezeptors durch Matrix-
Metalloproteinasen. Diese sind, wie ebenfalls in dieser Arbeit beschrieben, bei
bestehender KHK in allen Subtypen signifikant erhoht, und kdnnten trotz in der
Literatur beschriebener verstarkter Expression von Rage mRNA zu erniedrigter
Rage Expression auf der Zelloberflache flhren. Ob durch das verstarkte
~,Abschneiden“ des Rezeptors jedoch eine Verminderung der Rage Aktivierung
zustande  kommt bzw. ob dieser Vorgang eventuell einen
Autoregulationsmechanismus darstellt, bedarf weitergehender Folgestudien.
Die Hypothese, dass sich durch das verstarkte ,Abschneiden® von
zellmembranstandigen Rage die Serumlevel von sRage erhdhen, lasst sich
anhand der aktuellen Literatur weder bestatigen noch widerlegen, da die

Datenlage hierzu noch inkonsistent ist.

5.6 Unterschiede in der quantitativen Monozyten-Verteilung

Monozyten stellen eine heterogene Gruppe von Immunzellen dar, deren
unterschiedliche Subtypen spezifische, zum Teil unerforschte Aufgaben
ubernehmen und bei verschiedenen Krankheitsbildern spezifisch reguliert
werden.

Die aktuelle Literatur bezuglich der quantitativen Verteilung von
Monozytenpopulationen bei verschiedenen Krankheitsbildern beschreibt
ubereinstimmend eine Erhdhung der Anzahl an intermediaren Monozyten bei
inflammatorischen Prozessen. Intermediare Monozyten gelten deshalb als
zuverlassiger Biomarker inflammatorischer Erkrankungen und auch als
potentieller Angriffspunkt einer Therapie der Atherosklerose.[36]

Bezuglich der nicht-klassischen Monozyten ist die Datenlage jedoch noch
unubersichtlich.

Wir untersuchten deshalb auch, ob Unterschiede im Verteilungsmuster der

Subtypen zwischen den Versuchskollektiven bestehen.
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Das Kollektiv der Patienten mit KHK wies im Vergleich zu einem kardiovaskular
gesunden Kollektiv ein signifikant unterschiedliches Verteilungsmuster aller drei
Subpopulationen auf:

Klassische Monoyzten waren weniger, intermediare und nicht-klassische
Monozyten vermehrt im Blut nachzuweisen.[Abbildung 19]. Diese
Veranderungen sind in der Literatur, wie auch in Vorversuchen unserer
Arbeitsgruppe bereits beschrieben.[34]

Man geht davon aus, dass eine Differenzierung der klassischen Monozyten,
Uber die intermediaren, hin zu den nicht-klassischen Monozyten stattfinden
kann.[36] Dieser Differenzierungsprozess im Verlauf der Entwicklung einer
koronaren Herzerkrankung konnte eine mogliche Ursache unserer Erkenntnisse
sein. Weiterhin unterstitzen unsere Daten die These, dass den intermediaren
Monozyten eine besondere Rolle bei der Koronarsklerose zukommen konnte.
Ob das Verteilungsmuster der Subpopulationen als Marker fiur das Vorliegen
einer Koronarsklerose dienen kann, bedarf jedoch noch weiterer Studien.

Wir untersuchten auch das Verteilungsmuster der Subtypen bei einem Kollektiv
mit Vorhofflimmern. Hierbei konnte kein so deutlicher Unterschied festgestellt
werden. Lediglich die nicht-klassischen Monozyten waren bei Patienten mit
Vorhofflimmern erniedrigt im Vergleich zu einem Kollektiv im Sinusrhythmus
[Abbildung 20]. Es existieren unserer Erkenntnis nach noch keine Daten zur
Heterogenitat von Monozytensubtypen bei Vorhofflimmern. Deshalb bedarf es

weiterer Untersuchungen um dieses Ergebnis besser einordnen zu kdnnen.
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6. Zusammenfassung

Kardiale Inflammation sowie kardiale Remodelingprozesse sind entscheidende
Mechanismen in der Entstehung und Etablierung von Vorhofflimmern. Die
Bedeutung die dabei den verschiedenen Subtypen von Monozyten zukommt,
welche bekannterweise unterschiedliche Eigenschaften aufweisen, ist jedoch

noch unzureichend verstanden.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb die Expression und Regulation des
monozytaren proinflammatorischen Rage Rezeptors  sowie  des
Remodelingmarkers Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) auf den unter-
schiedlichen Monozyten-Subtypen bei Patienten mit Vorhofflimmern genauer zu
charakterisieren. Hierzu wurde in einer klinischen Studie das Blut von 24
Patienten mit Vorhoffimmern und 20 Patienten mit bekannter chronisch
kardialer Inflammation (KHK-Kollektiv) untersucht. Als Vergleichskollektive
dienten 20 gesunde Probanden sowie ein Kollektiv von 24 Probanden mit

anderen supraventrikularen Rhythmusstorungen.

Die Monozyten wurden durchflusszytometrisch in die folgenden, in der aktuellen
Literatur vorbeschriebenen, Subtypen eingeteilt:

Klassische Monozyten (CD14**CD16"), intermediare Monozyten
(CD14**CD16*) und nicht-klassische Monozyten (CD14*CD16**). Flr jeden
Subtyp wurde jeweils die Expression von Rage auf der Zelloberflache sowie die

intrazellulare Expression der Matrix-Metalloproteinase-9 bestimmt.

Es zeigte sich, dass der Rage-Rezeptor vor allem auf nicht-klassischen
Monozyten exprimiert wird. Patienten mit Vorhoffimmern weisen auf
klassischen (CD14**CD16") wie intermediaren (CD14**CD16") Monozyten eine
niedrigere Rage-Expression als Patienten mit Sinusrhythmus auf. Eine
mogliche Ursache konnte ein verstarktes ,Abschneiden” des Rezeptors von der

Zelloberflache (zum Beispiel durch MMP-9) sein.
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Aulerdem konnte gezeigt werden, dass die Rage-Expression auf allen
Monozyten-Subtypen nach iatrogener Konversion in den Sinusrhythmus
signifikant verstarkt ist. Somit scheint es madglich, dass die Rage-Expression auf
Monozyten-Subtypen vom Herzrhythmus abhangt und durch iatrogene

Interventionen beeinflussbar ist.

Aus Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe ist bekannt, dass der
extrazellulare Matrix-Metalloproteinasen-Inducer EMMPRIN, welcher die
Synthese von Matrix-Metalloproteinasen reguliert, vor allem auf klassischen
Monozyten exprimiert wird. In dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass
die Matrix-Metalloproteinase-9 auf allen Monozyten-Subtypen gleichartig
exprimiert wird und die erhdhte Expression von EMMRPIN auf klassischen
Monozyten nicht mit einer erhdhten Expression von MMP-9 einhergeht.
Desweiteren konnte diese Arbeit zeigen, dass Patienten mit Vorhofflimmern in
klassischen wie intermediaren Monozyten signifikant mehr MMP-9 exprimieren
als Patienten im Sinusrhythmus. Fand eine Konversion in den Sinusrhythmus
im Rahmen einer Pulmonalvenenisolation statt, sank die Expression von
MMP-9 in allen Monozyten-Subtypen signifikant ab, was auf einen Einfluss des
Herzrhythmus auf die Expression des Remodelingmarkers MMP-9 schlie3en
lasst.

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass sowohl der
proinflammatorische Rage Rezeptor als auch der Remodelingmarker MMP-9
bei Patienten mit Vorhofflimmern einer spezifischen Regulation unterliegen zu
scheinen. Ob sich dadurch in Zukunft mogliche diagnostische oder
therapeutische Maoglichkeiten ergeben, bedarf weiterfuhrender

Untersuchungen.
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