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Verzeichnis der Abkürzungen 

ACS   Akutes Koronarsyndrom  

ADP   Adenosindiphosphat 

AKT   Proteinkinase B 

AMH   Anti muellerian hormone 

BMP   Bone morphogemnetic protein 

c-Kit+    Tyrosinkinase KIT 

Ca++   Calciumion 

cAbl   Tyrosinkinase ABL1  

CD34    Cluster of differentiation antigen 34 

CI   Konfidenzintervall 

CPDA   Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin 

CXCL11   C-X-C motif chemokine 11 

CXCL14   C-X-C motif chemokine 14 

CXCR4   CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 

CXCR7   CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 7 

ECM   Extrazelluläre Matrix  

EGF   Epidermal growth factor  

EPC   Endotheliale Progenitorzellen  

ERK1/2   Extracellular-signal regulated kinase 1/2  

FACS    Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung  

FoxO3a   Forkhead-Box-Protein O3  

G-Protein   Guanosintriphosphat-bindendes Protein 

GDF   Growth differentiation factors 
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GDNF   Glial derived neurotrophic growth factor 

GPCR-Kinase  β-Adrenorezeptor-Kinase 

GPIIb/IIIa   Glykoprotein-2b/3a 

GRK    G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase 

IP3    Inositoltrisphosphat 

I-TAC    Interferon-inducible T-cell alpha chemoattractant  

JAK   Januskinase 

JNK    c-Jun N-terminale Kinase 

KHK   Koronare Herzerkrankung 

LAPs	 	 	 Latency associated proteins


LDL	 	 	 Low density protein


LLC	 	 	 Large latent complex


 LTBP		 	 Latentes TGF-beta binding protein


LVEF	 	 	 Linksventriculäre Ejektionsfraktion


Maus-IgG1-FITC Maus-IgG1 isotype control 

Maus-IgG2b-PE  Mouse IgG2b kappa isotype control 

MFT    Mitochondrialer Folattransporter 

MFI   Mediane Fluoreszenzintensität 

MIF    Macrophagenmigration inhibierender Factor 

MSC   Mesenchymale Stammzellen 

miRNA	 	 Micro RNA


mRNA		 	 Messenger RNA


mTOR   Mechanistic Target of Rapamycin 

PBS   Phospat-gepufferte Kochsalzlösung 
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PI3K    Phosphoinositid-3-Kinasen 

PKA    Proteinkinase A 

PLC  	 	 	 Phospholipase C


PRP	 	 	 Plättchenreiches Plasma


RAS    Rattensarkom Protoonkogen 

RF/6A Zellen  Choroid-retinale Endothelzellen 

SARA    Smad anchor for receptor activation 

SAP/JNK   Stressaktivierte Proteinkinasen/C-Jun-N-terminale Kinasen 

SDF-1   Stromal-cell-derived-factor-1 

SEM   Standard error of mean  

SLC   Small latent complex 

SMAD    Mother against decapentaplegic homolog 

SPSS    Statistical Package for the Social Sciences 

STAT   Aktivator of transscription 

TAK1	 	 	 Transforming growth factor beta-aktivierte Kinase 1 


TGF-beta	 	 Transforming growth factor-beta 


TGF-beta-R 	 	 TGF-beta-Rezeptor 


TRAP	 	 	 Thrombin-Rezeptor-Agonist-Peptid 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1. Einleitung 

1.1 Koronare Herzerkrankung 

Die Koronare Herzerkrankung (KHK) ist eine der häufigsten Erkrankungen der 

westlichen Welt. Nach dem Gesundheitsbericht des Bundes 2012 leiden in 

Deutschland 7,8 % aller Menschen an einer KHK; in 50 % der Fälle ist ein 

akuter Herzinfarkt das Primärsymptom dieser Erkrankung. Obwohl die 

Mortalitätsraten in den letzten Jahren gesunken sind, ist die KHK mit 17 % 

weiterhin die häufigste Todesursache in Deutschland. Eine koronare 

Herzerkrankung wird mit Abstand am häufigsten durch eine arteriosklerotisch 

bedingte Einengung der Gefäße verursacht, seltener durch Koronarspasmen, 

Vasculitiden, kardiale Thrombosen oder Embolien, eine Myokardhypertrophie 

oder eine Anämie (1).  

Die Arteriosklerose ist der Folgezustand von Veränderungen an der 

Gefäßintima, die letztlich zur Ausbildung eines lumenobstruierenden 

arterioskerotischen Plaque führen. Die Entstehung eines arteriosklerotischen 

Plaque ist ein chronisch fortschreitender, in Schüben verlaufender Prozess. 

Makrophagen in der Gefäßintima nehmen LDL aus der Zirkulation auf und 

wandeln sich zu Schaumzellen um. Die zugrundegegangenen Schaumzellen 

lagern sich herdförmig zwischen Intima und Media der Gefäßwand ab. Es wird 

eine chronische Entzündungsreaktion ausgelöst, die mit einem langsamen 

Umbau des betroffenen Endothelabschnitts einhergeht (2). Unter dem Einfluß 

von Zytokinen kommt es zu einer Proliferation und Migration von glatten 
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Muskelzellen und Fibroblasten aus der Media in die Intima der Gefäße. Es 

resultiert ein in das Gefäßlumen hineinragendes arteriosklerotisches Plaque, 

das aus einem weichen Kern mit großen Mengen von Lipiden und einer 

bindegewebigen Kappe besteht. Die Entstehung und das Fortschreiten der 

Arteriosklerose wird durch zahlreiche Risikofaktoren begünstigt (1). 

Eine passagere Koronarischaemie führt infolge des Austritts von Kalium und 

Phosphat aus der Myocardzelle mit Absinken des pH-Wertes funktionell zur 

einer reversiblen Steifigkeit des Herzmuskels mit Einschränkung der 

myokardialen Pumpfunktion (Hibernation) (3). Eine chronische koronare 

Minderdurchblutung löst Adaptationsvorgänge im Myocard aus (Prä-

konditionierung), die zu einem begrenzten Schutz vor erneuten Ischaemien 

führen. (4) Eine langandauende lokale Hypoxie bei schwerer koronarsklerose 

kann zur Ausbildung von Kollateralgefäßen führen, begünstigt langfristig jedoch 

eine Myocardhypertrophie, welche die Ischaemie verstärkt und zu einer 

Funktionseinschränkung des Myocards führt (Remodeling) (5) . 

Ein akuter, meist kompletter Verschluß eines Koronargefäßes löst ein akutes 

Koronarsyndrom (ACS) aus. Das Leitsymptom ist ein persistierender Schmerz 

im vorwiegend linken Thoraxbereich oder Rücken, der in die Schulterregion, 

Arme Unterkiefer oder Oberbauch ausstrahlen kann. In den weitaus meisten 

Fällen liegt dem ACS eine akute Thrombose einer Koronararterie zugrunde, die 

durch ein rupturiertes oder erodiertes arteriosklerotisches Plaque verursacht  ist 

(6),(7). In selteneren Fällen kann ein akuter Koronarverschluß auch bei 
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Vaskulitiden, Kokainmissbrauch, Thromboembolien, durch Gefäßverletzungen 

im Rahmen einer Koronarangiographie oder durch einen Koronarspasmus 

ausgelöst werden (8). Der Einriss der Deckmembran des Plaque führt zur 

schlagartigen Freisetzung thrombogener Substanzen aus der Gefäßwand, die 

zur lokalen Aktivierung der Thrombozyten mit deren Konformationsänderung 

und Aggregation auf dem betroffenen Plaque mit Ausbildung eines Thrombus 

führt. Wird das Gefäß nicht wieder eröffnet, führt der Koronarverschluss zu 

einer irreversiblen Nekrose der nachgeschalteten Myocardanteile. Etwa ein 

Drittel der Patienten versterben im Rahmen eines akuten Herzinfarktes. 

Todesursdachen sind Herzrhythmusstörungen, wie Asystolie oder Kammer-

flimmern, oder ein myokardiales Pumpversagen infolge der Infarktgröße, eine 

akute Mitralinsuffizienz nach Papillarmuskelabriss oder eine Herzwandruptur 

mit Pericardtamponade. Durch die in den letzten Jahrzehnten entwickelten 

Therapieverfahren, insbesondere die frühzeitige Reperfusionstherapie mittels 

primärer percutaner Koronarintervention und Thrombolyse sowie die 

Intensivüberwachung mit Akutbehandlung von Herzrhythmusstörungen und 

medikamentöser Therapie, ist die Wahrscheinlichkeit, an einem akuten 

Herzinfarkt zu versterben, in Deutschland seit über 10 Jahren kontinuierlich 

rückläufig (1). Das Ziel der Reperfusionsbehandlung besteht darin, durch eine 

möglichst rasche Wiedereröffnung des verschlossenen Gefäßes das 

Infarktareal möglichst klein zu halten. Bereits sehr früh im Rahmen des 

Infarktgeschehens kommt es zum Einsetzen von Heilungsvorgängen, welche 

die Adhäsion von zirkulierenden Stammzellen, die Aktivierung und Proliferation 

von Fibroblasten und Epithelzellen, die Neoangiogenese und die Narbenbildung 
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umfassen (9). Hierbei kommt den Thrombozyten insbesondere in der 

Frühphase des akuten Myokardinfarktes eine Schlüsselrolle zu. 

1.2 Thrombozyten 

1.2.1 Struktur 

Thrombozyten sind mit einem Durchmesser von 2 bis 4 µm und einem 

Zellvolumen von 6-11 fl die kleinsten zellulären Bestandteile des Bluts. Pro Tag 

werden etwa 1 x 1011 Thrombozyten nachgebildet, der Normalbereich liegt 

zwischen 150.000 und 450.000 / µl Blut. Ihre durchschnittliche Überlebenszeit 

beträgt ca. 10 Tage, Abbauort sind Milz und Leber. Etwa 40% aller 

Thrombozyten sind reversibel in der Milz gespeichert (10). Die in der Zirkulation 

befindlichen Thrombozyten wandern zum Teil am Endothel der Gefäßwand 

entlang, ohne mit ihr unter normalen Bedingungen zu interferieren. 

Thrombozyten besitzen keinen Zellkern sondern entstehen durch Ab-

schnürungen von Zytoplasma aus ihren Vorläuferzellen, den Megakaryozyten 

im Knochenmark. Thrombozyten enthalten Ribosomen, ein endoplasmatisches 

Retikulum, intrazytoplasmatische Granula (alpha-Granula, elektronendichte 

Granula und Lysosomen) und ein Zytoskelett (11), (12). Insbesondere die 

Granula enthält zahlreiche plättchenspezifische Signalstoffe. Thrombozyten 

sind zur Proteinbiosynthese befähigt, obwohl sie aufgrund des fehlenden 

Zellkerns keine Transskription von DNA in RNA betreiben können. Sie sind 

jedoch mit funktionstüchtiger messenger RNA aus ihren Vorläuferzellen 

ausgestattet (13). Die Proteinbiosynthese der Thrombozyten erfolgt also auf 
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translationaler Ebene. Damit umgehen Thrombozyten die Transkription und 

können so direkt die Proteinsynthese aktivieren und sehr schnell auf äußere 

Einflüsse reagieren. Thrombozyten enthalten zwar nur eine geringe Menge 

mRNA, diese weist jedoch eine deutlich höhere Stabilität und längere 

Halbwertszeit als die mRNA eukaryoter Zellen auf, was die fehlende Möglichkeit 

einer Neubildung im Zellkern ausgleicht. 

  

Abb.1 : ruhende (links) und aktivierte (rechts) Thrombozyten 
https://blood.ca/en/blog/2016-09/shining-light-platelet-quality?pedisable=true 

Die Translation der mRNA in Thrombozyten wird durch miRNAs (micro RNA) 

reguliert (14). MicroRNAs sind kleine nichtcodierende RNA Abschnitte im 

Zytoplasma, die an die mRNA binden und deren Translation blockieren, seltener 

auch induzieren können. In Thrombozyten scheinen sie eine Schlüsselrolle in 

der Regulation der thrombozytären Proteinsynthese zu spielen. 

13



1.2.2 Funktion 

Thrombozyten weisen zwei Hauptfunktionen auf : die Blutstillung und die 

Einleitung und Förderung der Wundheilungsvorgänge. Damit Thrombozyten 

ihre Funktion ausüben können, ist eine Aktivierung notwendig (Abb.1). Kommt 

es zur Verletzung des Gefäßendothels werden Signalwege ausgelöst, die zu 

einem Anhaften der Thrombozyten am defekten Epithel führen. Durch ihren 

Membranrezeptor Glycoprotein IIb/V/IX, Fibronectin und weiterere 

Membranrezeptoren haften sie trotz der Scherkräfte der Blutzirkulation unter 

Vermittlung des von-Willebrand-Faktors am Kollagen der freigelegten 

subendothelialen Matrix (15). Glycoprotein VI und alpha2beta1 verstärken die 

Bindung zwischen Thrombozyt und Kollagen. Die Bindung löst eine Kaskade 

von intrazellulären Signalwegen aus, die zu einer Erhöhung von freien Ca++-

Ionen im Intrazellularraum der Thrombozyten führen , was eine Konformations-

änderung der Thrombozytenstruktur mit Vergrößerung der Oberfläche durch 

Ausbildung von Zellfortsätzen auslöst (16). Die so aktivierten Thrombozyten 

aggregieren miteinander. An der Oberfläche des Thrombozyten werden GPIIb/

IIIa Rezeptoren exprimiert, die an Integrine insbesondere ⍺IIbβ3 binden (17), 

was wiederum die Bildung von Fibrinogen bewirkt und zur Stabilisierung des 

Thrombus führt (15). Neben der Konformationsänderung entleeren die 

aktivierten Thrombozyten durch Exocytose ihre Granula in den Extrazellulär-

raum. Die Signalstoffe werden im Microenvironment freigesetzt, aktivieren 

weiter die Blutgerinnung, Zelladhäsion und Aggregation und lösen eine 

Entzündungsreaktion aus, die unter anderem die Chemotaxis und 
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Zellproliferation fördert und den ersten Schritt für die Wundheilung und 

Gefäßneubildung darstellt (9). Die Signalstoffe bewirken die Adhäsion und 

Proliferation von hämatopoetischen Zellen und Lymphozyten, die Anlagerung 

von Stammzellen, Aktivierung von Fibroblasten, Proliferation von Epithelzellen, 

die Neoangiogenese und schließlich die Ausbildung einer extrazellulären Matrix 

(9). Thrombozyten sind also neben ihrer Bedeutung für die Blutgerinnung die 

Wegbereiter der wenig später einsetzenden Wundheilung.   

Neben ihrer Aktivierung bei Endothelverletzungen können Thrombozyten auch 

durch andere, im einzelnen noch nicht genau bekannte, Signalwege aktiviert 

und zu Thrombosen bei intaktem Epithel führen. Bei Patienten mit KHK 

befinden sich die zirkuliertenden Thrombozyten in einem Zustand der 

„Präaktivierung“. Sondermeijer wies bei Patienten mit stabiler KHK im Vergleich 

zu gesunden Patienten ein unterschiedliches Expressionsmuster thrombo-

zytärer miRNA nach (18). Bei Patienten mit ischaemischen Ereignissen, wie 

einem akuten Koronarsyndrom, wurden erhöhte TGF-beta 1 und erhöhte SDF-1 

Spiegel auf zirkulierenden Thrombozyten nachgewiesen (19),(20). 

Insbesondere SDF-1 und TGF-beta 1 sind die zentralen Vermittler der 

thrombozytären Wirkungen. In dieser Doktorarbeit wird die Expression der 

beiden Signalmoleküle TGF-beta1 und SDF-1 sowie dessen Rezeptoren 

CXCR4 und CXCR7 auf Thrombozyten von Patienten mit Koronarer 

Herzerkrankung und eine mögliche Interaktionen beider Signalwege bei 

Gesunden untersucht. Im Folgenden werden daher zunächst die TGF-1 und 

SDF-1 Signalwege näher beschrieben. 
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1.3 TGF-beta 1 

Als Transformierende Wachstumsfaktoren (TGF) bezeichnet man eine Gruppe 

von biologisch aktiven Zytokinen, die neben ihrer zentralen Bedeutung in der 

Embryogenese im adulten Organismus eine Vielzahl von physiologischen 

Prozessen auf zellulärer Ebene regulieren. Nachdem TGFs zunächst als 

Faktoren identifiziert wurden, die das Wachstum und die Kontaktinhibition von 

kultivierten Fibroblasten steuern (21), hat man in den letzten Jahrzehnten 

zahlreiche komplexe Wirkungen auf Zellwachstum und -differenzierung, 

Adhäsivität, Apoptose und Angiogenese nachweisen können. Diese Vorgänge 

sind physiologischerweise insbesondere bei der Wundheilung, Gewebs-

regeneration und Regulation von Immunfunktionen wichtig (22), können aber 

auch bei der malignen Transformation von Geweben und der Propagation von 

malignen Tumoren eine Rolle spielen (23). 

Es werden derzeit 2 Gruppen von TGF unterschieden : Die TGF-alpha und 

TGF-beta Superfamilie. Die TGF-beta Superfamilie umfasst wiederum über 30 

strukturell ähnliche Zytokine (23). Zu diesen zählen u.a. BMPs (bone 

morphogenetic proteins), die wiederum eine eigene Familie bilden, GDFs 

(growth differentiation factors), GDNF (glial derived neurotrophic growth factor), 

Aktivine/Inhibine, und AMH (anti muellerian hormone) (24). Bei den Zytokinen 

der TGF-alpha Familie handelt es sich um einkettige Peptide mit einem 

Molekulargewicht von 5,5 kD, die insbesondere von maligne transformierten 

Zellen gebildet werden. TGF-alpha besitzt eine 33% Homologie zum Epidermal 
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Growth Factor (EGF) und konkurriert mit diesem um den gleichen Rezeptor 

(25), (26). 

1.3.1 Struktur 

TGF-beta ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von 25kD, das als Dimer 

aus 2 je 12,5kD Einheiten zusammengesetzt ist, die mit einer Disulfidbrücke 

verbunden sind (27). Von TGF-beta sind bei Säugetieren 3 strukturell sehr 

ähnliche Isoformen mit identischem Rezeptorsignalweg bekannt (TGF-beta 

1-3). TGF-beta 1 ist die bei weitem häufigste Isoform. Das Gen für TGF-beta1 

liegt im Chromosom 19 in der Region q13. TGF-beta kommt in zahlreichen 

Geweben vor. Insbesondere Thrombozyten enthalten eine 40- bis 100-fach 

höhere Konzentration von TGF-beta 1 als die übrigen Körpergewebe, was eine 

physiologische Rolle bei thrombozytenvermittelten Funktionen nahelegt (28). 

1.3.2 Funktion 

TGF-beta 1 ist als multifunktionelles Zytokin an zahlreichen verschiedenen 

Zellfunktionen beteiligt (29). Die spezifische Wirkung in der Zielzelle ist stark 

kontextabhängig und hängt von Differenzierungsgrad, Rezeptorbesatz und -

regulation, Regulation der intrazellulären Signalkaskade, Cofaktoren, 

Konzentration, Wirkzeitpunkt und anderen Faktoren ab. Im einzelnen wurden 

folgende Hauptwirkungen nachgewiesen: 
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• Hemmung von 

 Zellproliferation 

 Immunfunktionen (Inhibierung von Hämatopoese und Zytokinproduktion) 

 Angiogenese 

• Förderung von 

 Differenzierung 

 Apoptose 

 Zelladhäsion 

 Zellmigration, Chemotaxis 

 Wundheilung 

 Geweberegeneration 

 Kardiales Remodeling 

 Synthese von Proteinen der Extrazellulärmatrix u. Kollagen, Fibrosierung 

 Zellproliferation 

Die Hauptwirkung von TGF-beta 1 besteht in den meisten Zellsystemen in der 

Hemmung der Zellproliferation und immunsuppressiven Effekten (30). Die 

Hemmung des Zellwachstums wird durch die Blockierung der Zielzelle in der 

G0 Phase erzielt. Dagegen wird das Wachstum einiger mesenchymaler Zellen 

und die Bildung der extrazellulären Matrix gefördert (31). Knock out Mäuse, 

denen das TGF-beta1 Gen fehlt, weisen eine multifokale Entzündung in 

verschiedenen Geweben auf. Eine TGF-beta 1 Mutation führt bei Mäusen zu 

einer exzessiven inflammatorischen Antwort und frühem Tod (32). 
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1.3.3 Regulation 

1.3.4 Synthese und Aktivierung 

TGF-beta 1 ist intrazellulär als Vorläuferprotein an LAPs (latency associated 

proteins) gekoppelt und wird in dieser Form als SLC (small latent complex) 

bezeichnet. Nach Sekretion des TGF-beta 1 Dimers wird es in der 

extrazellulären Matrix (ECM) an ein weiteres Bindungsprotein (latentes TGF-

beta binding protein, LTBP) gekoppelt. Man bezeichnet es dann als LLC (large 

latent complex), (Abb.2) (33). Die Freisetzung und damit Aktivierung des aktiven 

TGF-beta 1 aus dem LLC ist ein kritischer regulatorischer Schritt in der 

Kontrolle der TGF vermittelten Effekte (30). Er wird durch proteolytische 

Spaltung des Komplexes ausgelöst. Die Freisetzung kann durch verschiedene 

Faktoren induziert werden (u.a. Plasmin, Thrombospondin, Fibroblasten Growth 

Faktor 2, Endotoxine). Ferner wurde in vitro und in vivo eine Aktivierung im 

sauren Microenvironment beschrieben (34). 

1.3.5 TGF-beta Rezeptoren 

Die Wirkung von TGF-beta 1 wird durch spezifische Rezeptoren auf der 

Zellmembran der Zielzelle vermittelt. Man unterscheidet 3 Rezeptortypen (TGF-

beta-R Typ I-III) (35). Die in der Zellmembran gelegenen Rezeptoren weisen 

eine extrazelluläre Domäne zur Bindung des Liganden, eine in der Zellmembran 
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gelegene und eine intrazytoplasmatische Domäne auf. TBF-beta 1 bindet unter 

Vermittlung von TGF-beta-R Typ III zunächst an den Typ II Rezeptor (Abb.2).  

 

Abb.2 :  TGF-beta Signalweg (Erläuterung s. Text) 

Die Bindung führt zur Anlagerung eines TGF-beta-R Typ I, der durch 

Phosphorylierung aktiviert wird und zur Änderung der Konformation und Bildung 

eines Hetero-tetramerischen Komplexes aus TGF-beta und je 2 Paaren TGF-

beta-R I und II führt (36). Unter Vermittlung des membranassoziierten 
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Zinkfingerproteins SARA bindet SMAD 2 und 3 an den Rezeptor Komplex in der 

Region des Typ I Rezeptors. Der Rezeptor aktiviert dann durch 

Phosphorylierung die intrazellulären Signalmoleküle SMAD 2 und 3, was zu 

deren Konformationsänderung und Ablösen vom Rezeptor führt (37). Die 

aktivierten SMADs bilden wiederum einen Komplex mit dem Signalmolekül 

SMAD4. Dieser Komplex wird in den Zellkern transloziert und bewirkt nach 

Bindung an den Transkriptionsfaktor (TF) unter Vermittlung von 

Cotransformationsfaktoren (CoTF) die Transskription der Zielgene. Sowohl die 

Phosphorylierung von SMAD2 und 3, wie auch die Bindung von SMAD4 an den 

SMAD2/3 kom plex wird durch das regulatorische Protein SMAD7 gehemmt. 

Daneben kann TGF-beta 1 weitere Signalkaskaden (JNK, p38, PI3K, cAbl, 

TAK1 und andere) aktivieren (Abb.2). 

Die Signalwege von TGF-beta können auf verschiedenen Ebenen der Kaskade 

inhibiert werden (38). Ein wichtiger negativer Feedback ist die Bildung der 

inhibitorischen Signalmoleküle SMAD6 und 7 durch TGF-beta. Die Transkription 

der SMAD7 kodierenden Gene wird durch den SMAD2/3/4 Komplex induziert. 

SMAD7 hemmt die Phosphorylierung von SMAD2 und 3 und damit die TGF-

beta Wirkung im Sinne eines negativen Feedback. Daneben existieren weitere 

Signalwege. Die komplexe Regulation der verschiedenen intrazellulären 

Signalwege von TGF-beta erklärt die vielen unterschiedlichen und zum Teil 

entgegengesetzten Wirkungen in den verschiedenen Zellsystemen. 
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1.4 SDF-1/CXCR4/CXCR7 Signalweg 

1.4.1 SDF-1 

1.4.2 Struktur 

Der Stromal-cell-derived-factor-1 (SDF-1 oder CXCL12) wird in fast allen 

Organsystemen gebildet und ist in der alpha Granula der Thrombozyten in 

großen Mengen vorhanden (39). Es gehört zur Gruppe der Chemokine, weist 

ein Molekulargewicht von 8 kD auf und ist aus 72 Aminosäuren zusammen-

gesetzt. Es wurde ursprünglich in einer Bindegewebszellinie des murinen 

Knochenmarks nachgewiesen, wodurch sich sein Name erklärt (40). SDF-1 

wird durch ein Gen auf dem Chromosom 10 Region q11 codiert. Die 

Aminosäuresequenz ist innerhalb der Säugetiere stark konserviert; SDF-1 der 

Maus und des Menschen weisen eine 99% Strukturhomologie auf (41). Im 

Gegensatz zu den meisten Chemokinen, die an zahlreiche verschiedene 

Rezeptoren binden können, wird die Wirkung von SDF-1 ausschließlich über 

die SDF-1 spezifischen Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 vermittelt. Von SDF 1 

sind verschiedene Isoformen bekannt, von denen SDF-1alpha und SDF-1beta 

(im Folgenden als SDF-1 bezeichnet) die größte Bedeutung aufweisen (42), 

(43). 
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1.4.3 Funktion  

SDF-1 reguliert als Chemokin in der Embryonalphase die Migration von 

Stammzellen aus der fetalen Leber in das Knochenmark und steuert die 

Wanderung und Verankerung der Stammzellen während der Organogenese 

(44), (45). Damit spielt die SDF-1/CXCR4 Achse eine entscheidende Rolle bei 

dem Homing humaner Vorläuferzellen der Hämatopoese im Microenvironment 

des Knochenmarks (46). Knockout-Mäuse, denen SDF-1 oder dessen Rezeptor 

CXCR4 fehlt, weisen eine Hypozellularität des Knochenmarks und schwere 

Organschäden auf und sind nicht lebensfähig (47), (48), (49).  

Beim Erwachsenen hat SDF-1 neben seiner Rolle bei Mobilisation und 

Verankerung hämatopoetischer Stammzellen im Knochenmark eine besondere 

Bedeutung bei der Reparatur von Gewebeschäden und ist mit Entzündung, 

Gefäßneubildung, Wundheilung und Regeneration assoziiert. Im Rahmen von 

Reparaturvorgängen wird es insbesondere bei Hypoxie am Ort der 

Gewebedestruktion aus den Geweben, wie zB. dem Endothel, freigesetzt und 

wirkt als lokaler Attraktor für CXCR4-positive zirkulierende Stammzellen und 

Endotheliale Progenitor Zellen (EPCs) (50), (51). Damit fördert es die 

Angiogenese und Revaskularisierung beschädigter Gewebe. Die Freisetzung 

von SDF-1 bei Ischaemie korreliert mit der Schwere der Hypoxie (52). Im 

Rahmen von Entzündungsvorgängen wird durch Chemotaxis auch eine 
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Akkumulation von CXCR4 exprimierenden Lymphozyten vermittelt. In vitro ist 

die Wirkung von SDF-1 dosisabhängig. Bei hoher Konzentration (100-200 ng/

ml) bewirkt es die Mobilisation von Stamm/Progenitorzellen aus dem 

Knochenmark und weist einen inhibitorischen Effekt auf den Zellzyklus auf. In 

niedriger Konzentration (0,05-0,5 ng/ml) aktiviert es dagegen den Zellzyklus 

und damit die Zellproliferation (45), (53) . 

1.4.4 Regulation 

Die Regulation der SDF-1 Wirkung erfolgt im Zusammenspiel mit der 

Expression der SDF-1 Rezeptoren CXCR4 und CXCR7. 

1.4.5 SDF-1 Rezeptoren  

1.4.5.1 CXCR4 

Der CXCR4 Rezeptor (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor4, aka Fusin, CD 184 oder 

LESTR) vermittelt die Hauptwirkungen von SDF-1 (54). CXCR4 ist in 

zahlreichen Organsystemen (u.a. Herz, Lunge, Gehirn, Colon, Niere, Leber) 

nachweisbar. CXCR4 Rezeptoren finden sich auf Endothel- und epithelialen 

Zellen, Zellen der glatten Muskulatur einschließlich ihrer Vorläuferzellen, 

hämatopoetischen Zellen insbesondere CD34+ Stammzellen, T- und B-

Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen, neutrophilen und eosinophilen Zellen, 

Microglia, Astrozyten und neuronalen Zellen (55). CXCR4 wird auf embryonalen 
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pluripotenten und gewebespezifischen Stammzellen exprimiert. CXCR4 wurde 

auf Megakaryozyten und Thrombozyten nachgewiesen (56), (57). 

CXCR4 ist ein an G-Proteine gebundener 7-Transmembranrezeptor mit 3 extra- 

und 3 intrazellulär gelegenen Schleifen, wobei das N-terminale Ende außerhalb 

und das C-terminale Ende innerhalb der Zelle liegt (Abb.3), (54), (58).  

 

Abb.3 : SDF-1 Signalwege (Erläuterung s. Text) 
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Der Rezeptor besteht aus 352 Aminosäuren. Er hat eine molare Masse von ca. 

40kD und kann in dimerer oder oligomerer Form vorliegen (45). Die Expression 

des Rezeptors auf Endothelzellen wird auf Ebene der Transscription unter 

anderem durch Hypoxie induziert (59). Die Bindung von SDF-1 an den 

Rezeptor ist ein zweistufiger Prozess; nach Bindung an den extrazellulären N-

Terminus taucht das N-terminale Ende von SDF1 in eine in der 

Transmembrandomäne gelegene Bindungstasche von CXCR4 ein. Dies führt 

zur Aktivierung und Internalisierung des Rezeptors (60). Die Aktivierung von 

CXCR4 löst mehrere intrazelluläre Signalkaskaden aus, an der insbesondere 

Gi-Proteine beteiligt sind (Abb.3) (61), (62).  

Die G-Protein abhängigen Signalwege umfassen unter anderem IP3, AKT, PKA 

und ERK1/2. Letzlich resultiert die Aktivierung dieser Signalwege in 

intrazellulärer Ca++-Freisetzung, Zellproliferation und Migration, Chemotaxis und 

Vaskulogenese. SDF-1 vermittelt durch Mobilisation und Rekrutierung CXCR4 

positiver Zellen die Revaskularisierung und Reparaturvorgänge ischaemischer 

Gewebe . Nach Aktivierung wird der Rezeptorkomplex internalisiert und unter 

Vermittlung von G-Proteinrezeptor-Kinasen (GRK) und ß-Arrestin durch 

Proteasen abgebaut. Werden CD34+ Progenitorzellen längere Zeit SDF-1 

ausgesetzt, kommt es durch Rezeptorverbrauch zur Desensibilisierung der 

Zellen und zum Verlust der CXCR4 vermittelten SDF-1 getriggerten 

Zellmigration (63), (53). Neben den G-Protein assoziierten Signalwegen 

existieren noch die G-Protein unabhänhgigen JAK(Januskinase) / 

STAT(Aktivator of transscription) Signalwege (45). 
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1.4.5.2 CXCR7 

2006 wurde erstmals ein weiterer Rezeptor für SDF-1 beschrieben und als 

CXCR7 (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor7) oder ACKR3 bezeichnet (64). CXCR7 

ist wie CXCR4 ein 7-Transmembranrezeptor mit 3 extra- und 3 intrazellulär 

gelegenen Schleifen (Abb.3) (65). Das innerhalb der Säugetiere stark 

konservierte 39,7 kD Protein besteht aus 362 Aminosäuren (45). Im Gegensatz 

zu CXCR4 wird seine Wirkung nicht durch G-Proteine vermittelt (66). CXCR7 

bindet neben SDF-1 auch an I-TAC (Interferon induzierbarer T zell 

chemoattractant, auch CXCL11) (67). Der Rezeptor wird in aktivierten 

Endothelzellen, fetalen Leberzellen, Plazenta, Monozyten, neuronalen 

Geweben, Thrombozyten und im fetalen Herzgewebe gebildet. Während 

Knock-out Mäuse, denen CXCR4 fehlt, eine Hypozellularität des Knochenmarks 

aufweisen, haben Knock-out Mäuse ohne CXCR7 Rezeptor zwar eine normale 

Hämatopoese, sind aber aufgrund verschiedener Defekte des Herzmuskels 

nicht überlebensfähig (68). Bei renalen Gewebedefekten in vitro scheint CXCR7 

das Überleben und die Funktion von endothelialen Progenitorzellen zu steuern. 

CXCR7 vermittelt die Adäsion renaler multipotenter Progenitor Zellen und deren 

Migration durch das Gefäßendothel (69). Beim Rattenmodell führt ein Apoplex 

zu einer vermehrten Exprimierung von CXCR7 in neuronalen Geweben 

außerhalb der primären ischaemischen Läsion. Es wird vermutet, das SDF-1 

über einen CXCR7 vermittelten Effekt neuronale und nicht neuronale Gewebe 

vor hypoxischen Schäden schützen könnte (70). Hypoxie induziert die 
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Expression von CXCR7 in humanen microvasculären Endothelzellen. Da im 

Gegensatz zu anderen Zytokinen die Bindung von SDF-1 an CXCR7 keine 

Aktivierung von G-Proteinen auslöst, wird CXCR7 auch als Fänger und 

Speicher für die Chemokine SDF-1 und I-TAC angesehen (Abb.3) (71), (72). 

Nach Bindung von SDF-1 an CXCR7 wird der Rezeptorkomplex unter 

Vermittlung von ß-Arrestin internalisiert. Das gebundene SDF-1 wird nach 

intrazellulär abgegeben und abgebaut; der CXCR7 Rezeptor wird dagegen 

anschließend recycled und gelangt wieder an die Zelloberfläche (Abb.3). Die 

CXCR7 induzierten Effekte werden durch Aktivierung des ERK1/2, p38 und 

SAPK/JNK Signalwegs unter Vermittlung von ß-Arrestin  vermittelt (dargestellt 

ist in Abb.3 zur besseren Übersicht nur der ERB1/2 Signalweg) (73). CXCR7 

kann mit CXCR4 Heterodimere bilden. Das Heterodimer wird nach Aktivierung 

durch SDF-1 internalisiert und löst die ERK1/2 Kaskade aus; CXCR4 und 

SDF-1 werden anschließend unter Vermittlung von GRK und ß-Arrestin 

abgebaut, CXCR7 wird dagegen wieder recycled (Abb.3). CXCR7 kann damit 

durch Bildung von Heterodimeren die CXCR4 Signalwege modulieren (61), 

(74). Während CXCR4 spezifisch die Migration von Monozyten zu einem SDF1-

Gradienten vermittelt, wird die SDF-1 induzierte Adhäsion von Monozyten an 

immobilisierten Thrombozyten spezifisch durch CXCR7 gesteuert (39). Die 

Interaktion von aktivierten Thrombozyten mit verschiedenen CXCR7 positiven 

Zellen, wie zB. Monozyten, führt durch Hemmung der Apoptose zu 

Verlängerung des Überlebens dieser Zellen. Die genaue Funktion von CXCR7 

ist in weiten Teilen noch unbekannt (75). 
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1.4.5.3 CXCR4 und CXCR7 Rezeptoren auf Thrombozyten 

Thrombozyten und Megakaryozyten sind nicht nur eine Quelle für SDF-1, 

sondern sie exprimieren auch die Rezeptoren CXCR4 und CXCR7. SDF-1 ist 

ein chemotaktischer Faktor für Megakaryozyten. Die zunehmende 

Differenzierung von CD34+ Progenitor Zellen zu Megakaryozyten im 

Knochenmark geht mit einem kontinuierlichen Anstieg der CXCR4 Expression 

einher (76). In vitro kommt es in allen Stadien der Differenzierung in 

Anwesenheit von SDF1 im Kulturmedium zu einer Abnahme der CXCR4 

Expression auf Megakaryozyten und zu einer Hemmung ihrer Ausreifung in vitro 

(56). SDF1 induziert die Aktivierung von Thrombozyten über einen autokrinen 

und parakrinen Effekt, was zu einer Konformationsänderung mit 

Calciummobilisation, Adhäsion, Aggregation und SDF1 Ausschüttung führt (77). 

Thrombozyten wandern unter der Einwirkung von Scherkräften in Richtung auf 

einen SDF1 - Gradienten (77). Die Freisetzung von SDF1 aus aktivierten 

Thrombozyten führt wiederum zu einer parakrinen Aktivierung benachbarter 

Thrombozyten (77).  

1.5 Interaktion von TGF-beta 1 und SDF-1/CXCR4/CXCR7 Signalwegen 

TGF-beta1 und SDF-1 sind entscheidende Faktoren in der Regulation der 

Migration und Proliferation hämatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen 

(78). Während SDF-1 die Zellproliferation induziert, hemmt TGF-beta die  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Zellproliferation, indem es den Übertritt der Zellen von der G0 in die G1 Phase 

blockiert (79) (Abb.4). In CD34+ Progenitorzellen wird die SDF-1 Wirkung durch 

Cycline, Cyclinbhängige Kinaseinhibitoren und TGF-1 abhängige 

Signalmoleküle vermittelt (78). Es besteht ein Crosstalk zwischen intrazellulären 

SDF-1 und TGF-beta1 Signalwegen  (Abb.4) (78), (79), (80), (81).  

 

Abb. 4 : SDF-1 und TGF-beta 1 Crosstalk (Erläuterung s. Text) 
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Nach derzeitiger Vorstellung aktiviert SDF-1 den PI3K/Akt Signalweg, was zu 

einer für die Zellzyklusprogression notwendigen Phosphorylierung von mTOR 

führt (79). Außerdem bewirkt SDF-1 über AKT die Phosphorylierung von 

FoxO3a, was dessen Abwanderung aus dem Zellkern in das Zytoplasma 

induziert. Dies hebt die Blockade der Zellen in der G0 Phase auf und resultiert 

in der Progression des Zellzyklus. TGF-beta1 inaktiviert dagegen den PI3K/Akt 

Signalweg, was zur Inaktivierung von m-TOR und Hemmung der 

Phosphorylierung von FoxO3a führt. Das unphosphorylierte FoxO3a kann in 

den Zellkern wandern und die Zellzyklusprogression durch Aktivierung von 

Zielgenen hemmen. SDF-1 hemmt dagegen die TGF-beta1 induzierte 

Aktivierung von SMAD3, einem Signalmolekül der TGF-beta1 Wirkung. Unter 

Homoeostasebedingungen ist die SDF-1 Wirkung durch TGF-beta1 blockiert, 

so dass eine Zellzyklusprogression verhindert wird (79). 

Werden CD34+ Progenitorzellen längere Zeit SDF-1 ausgesetzt, kommt es - 

wie bereits erwähnt - zur Desensibilisierung der Zellen und zum Verlust der 

CXCR4 vermittelten SDF-1 getriggerten Zellmigration (63). Eine Behandlung 

mit TGF-beta1 kann dosis- und zeitabhängig die Sensibilität der Zielzelle für 

SDF-1 wiederherstellen (78). Da SDF-1 in hoher Konzentration im 

Knochenmark vorkommt, wird vermutet, dass dieser modulierende Effekt von 

TGF-beta1 die anhaltende Empfindlichkeit der Stammzellen auf SDF-1 

sicherstellt und so das Homing von Stammzellen im Knochenmark stabilisiert 

(82). TGF-beta1 steigert die Exprimierung von CXCR4 Rezeptoren (Abb.4) auf 

synovialen T-Zellen, was wiederum zu einer SDF-1 induzierten integrin-
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vermittelten Zelladhäsion führt. Dieser Mechanismus wird für die Akkumulierung 

von T-Zellen bei der rheumatoiden Arthritis verantwortlich gemacht (83), (84). 

Nach einem akuten Myokardinfarkt kommt es zur Einwanderung von 

Mesenchymalen Stammzellen (MSC) und myokardialen Progenitorzellen aus 

dem Knochenmark in die myokardiale Defektzone. Dieser Effekt wird durch die 

SDF-1/CXCR4 Achse vermittelt (85), (86). Im Mausmodell führt eine akute 

Ischaemie und Reperfusion nach Koronarligatur zu einer Freisetzung von TGF-

beta1 und CXCR4 auf MSC und Myozyten; die CXCR4 Expression kann sowohl 

durch anti-CXCR4 als auch durch anti-TGF-beta1 Antikörper gehemmt werden 

(87). Dies weist auf eine Induktion von CXCR4 auf MSC durch TGF-beta1 beim 

Myokardinfarkt hin. Myokardiales TGF-beta1 scheint also die SDF-1 induzierte 

Chemotaxis von MSC nach akutem Myokardinfarkt durch Induktion des CXCR4 

auf Stammzellen zu verstärken (88). Die Rolle der Freisetzung von TGF-beta-1 

und SDF-1 aus aktivierten Thrombozyten ist in diesem Szenario noch nicht 

ausreichend untersucht. 
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2. Fragestellung 

Thrombozyten sind neben ihrer Bedeutung für die Haemostase die 

Schrittmacher der Reparaturvorgänge nach Myokardinfarkt. Dabei nehmen die 

thrombozytären Zytokine TGF-beta 1 und SDF-1 die zentrale Rolle in der 

Vermittlung und Regulation thrombozytärer Funktionen ein. Beide Faktoren sind 

in großen Mengen im Thrombozyten enthalten und werden bei Aktivierung aus 

der alpha-Granula freigesetzt. Patienten mit akuter myokardialer Ischaemie 

weisen eine verstärkte Expression von TGF-beta 1 und SDF-1 auf 

zirkulierenden Thrombozyten auf.  

In dieser Doktorarbeit wird zunächst die Expression der beiden Signalmoleküle 

TGF-beta1 und SDF-1 sowie dessen Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 auf der 

Thrombozytenoberfläche bei Patienten mit symptomatischer KHK untersucht. 

Hierzu wurde bei einer großen Kohorte von Patienten mit symptomatischer KHK 

die Expression von SDF-1, TGF-beta1, CXCR4 und CXCR7 mittels 

fluoreszenzaktivierter Durchflußzytometrie gemessen und mittels multipler 

Regressionsanalyse untersucht, ob eine Korrelation der Faktoren untereinander 

besteht. Da wir eine positive Korrelation von TGF-beta1, SDF-1, CXCR4 und 

CXCR7 bei diesen Patienten nachweisen konnten, wurde in vitro bei gesunden 

Probanden untersucht, ob die thrombozytäre Expression von SDF-1, TGF-

beta1 CXCR4 und CXCR7 durch TGF-beta1 oder SDF-1 induziert werden 

kann. 
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3. Material und Methoden 

3.1 Patienten 

Im Zeitraum vom 1. März 2012 bis 1. Mai 2013 wurde bei 284 konsekutiven 

Patienten, bei denen wegen einer symptomatischen KHK an der Abteilung für 

Kardiologie der Universitätsklinik Tübingen eine Herzkatheteruntersuchung 

erfolgte, vor der Koronarintervention 50 ml Blut über den Herzkatheter 

abgenommen und innerhalb einer Stunde mittels Durchflußzytometrie 

analysiert. Etwa die Hälfte der Patienten litt an einer stabilen KHK (n=143), die 

andere Hälfte an einem akuten Koronarsyndrom (n=141). Innerhalb von 1 

Stunde wurde in den Proben die Expression von TGF-beta1, SDF-1, CXCR4, 

und CXCR7 auf der Thrombozytenoberfläche mittels FACS (Fluorescence-

activated cell sorting) gemessen. Die klinischen Parameter der Patienten sind in 

Tabelle 1 dargestellt.  Bereits in früheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass 

in diesem Patientenkollektiv keine Korrelation von kardialen Risikofaktoren oder 

der Medikation mit den gemessenen SDF1, TGF-beta1, CXCR4 und CXCR7 

bestand (89). Alle Patienten willigten zuvor schriftlich in die Studie ein. Alle 

Teilnehmer der Studie bzw. deren gesetzliche Vertreter und diejenige Person, 

die das Aufklärungsgepräch führte, datierten und unterschrieben eigenhändig 

das Formblatt zur Einwilligungserklärung. Das Studienprotokoll war von der 

Ethikkommision der Universität genehmigt worden (270/2011BO1), entspricht 

den „good clinical practice guidelines“ und der Deklaration von Helsinki. 
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Tab.1 Charakteristika der untersuchten Patientenkohorte (n=284) 
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Patientencharakteristika
(n=284)

n %

Alter (MW+- SD) 68,3 +- 11,8

Geschlecht (m) 205 72,2

Risikofaktoren

Arterielle Hypertonie 250 88

Fettstoffwechselstörung 190 66,9

Diabetes mellitus Typ II 75 26,4

Raucher 55 19,4

Klinik

Stabile KHK 143 50,4

ACS 141 49,6

Vorhofflimmern 60 21,1

LVEF % (MW+- SD) 50,6 +- 10,9

Medikation

ASA 172 60,6

Clopidogrel 64 22,5

ACE Hemmer 136 47,9

AT-1 Blocker 48 16,9

Beta-Blocker 165 58,1

Statine 163 57,4



3.2. Gesunde Probanden 

Da wir in der Patientengruppe eine Korrelation der gemessenen Parameter 

nachweisen konnten, erschien eine wechselseitige Beziehung von TGF-beta1 

und SDF-1 auf Ebene der Thrombozyten möglich. Zur weiteren Klärung haben 

wir daher bei gesunden Probanden untersucht, ob die Expression von SDF-1, 

TGF-beta1, CXCR4 und CXCR7 auf Thrombozyten durch SDF-1 oder TGF-

beta1 induziert werden kann. Das Alter der 20 Probanden betrug im Mittel 

35,1+-17,42 Jahre, 12 waren männlich, 8 weiblich. Da wir bei den gesunden 

Probanden eine Stimulation der TGF-beta1 Expression nach Inkubation mit 

SDF-1 ab einer Konzentration von 500 ng/ml nachweisen konnten, haben wir 

anschließend untersucht, ob diese Stimulation über die SDF-1 Rezeptoren 

CXCR4 und CXCR7 vermittelt wird und durch Blockierung der Rezeptoren 

inhibiert werden kann. Die Charakteristika der Probanden sind in Tab. 2 

dargestellt. 

Tab.2 Charakteristika der gesunden Probanden (n=20)

Patientencharakteristika 
(n=20)

n %

Alter (MW+-SD) 35,1 +-17,4                       

Geschlecht (m) 12 63,2

Medikamente Keine
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3.3  Messungen 

3.3.1. Durchflusszytometrische Messung der SDF-1, TGF-beta1, CXCR4 und 

CXCR7 Expression auf Thrombozyten 

Vor der Koronarintervention wurden 50 ml Blut über den Herzkatheter in Citrat-

Phosphat-Dextrose-Adenin (CPDA) Röhrchen abgenommen. Direkt im 

Anschluss wurde die Blutprobe in einem Verhältnis von 1 : 50 mit Phospat-

gepufferter Kochsalzlösung (PBS, Gibco) verdünnt und jeweils für 30 Minuten 

bei Raumtemperatur mit den folgenden konjugierten Antikörpern inkubiert: 

Maus monoklonaler anti-humaner TGF-beta1-PE, Maus monoklonaler anti-

humaner CXCR4-PE, Maus monoklonaler anti-humaner CXCR7-PE, Maus 

monoklonaler anti-humaner SDF-1-CFS (alle von R&D Systems) und Maus 

anti-humanem GPIb-Fluoresceinisothiocyanat (Beckman Coulter) oder Maus 

anti-humanem GPIb-phycoerythin/PE (BD Biosciences) oder ihre Isotyp-

kontrollen (Maus-IgG1-FITC, Maus-IgG2b-PE, R&D Systems) durchgeführt. 

Nach der Inkubationszeit wurden die Proben mit 0,5% Paraformaldehyd fixiert 

und anschließend mittels FACS analysiert (FACSCalibur, Becton-Dickinson, 

Heidelberg). Die Plättchenaktivatoren Thrombin-Receptor-Agonist-Peptide 

(TRAP) und ADP (Sigma-Aldrich) wurden eingesetzt, um die Agonisten-

induzierten Veränderungen der Plättchenexpression der oben genannten 

Oberflächenmarker zu beobachten. 
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3.3.2. Stimulation mit TGF-beta1, SDF-1 und Blockade mit Anti-CXCR4 und 

Anti-CXCR7  

Die Stimulationstests wurden mit plättchenreichem Plasma (PRP) durchgeführt. 

Blut wurde in Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin (CPDA) Röhrchen 

abgenommen und PRP durch Zentrifugation (200g, 20 min) gewonnen. Danach 

wurden die oberen 2/3 des Plasma mittels Saugpipette abgezogen und in ein 

15 ml Zentrifugenrörchen (falcon tube) gegeben. Die Thrombozytenzählung 

erfolgte mittels Sysmex-Counter. Die Plättchenzahl wurde auf 10x106/µl 

eingestellt. Zur Untersuchung der TGF-beta1 bzw. der SDF-1 Wirkung wurden 

1x106 Thrombozyten je Probe (5 µl der 10x106/µl PRP Suspension in einem 50 

µl System) mit 5 µl rekombinantem humanem TGF-beta1 (Konzentration 1µg/

ml) bzw. 5 µl rekombinantem menschlichen SDF-1 (Konzentration 5µg/ml) 

vermischt und mit PBS-Calcium Puffer bis zu einem Endvolumen von 50 µl 

aufgefüllt. In gleicher Weise wurden Kontrollen ohne TGF-beta1 bzw. SDF-1 

angesetzt. Die Proben wurden lichtgeschützt bei Raumtemperatur für 1 Stunde 

inkubiert. Die Inkubation wurde durch Zugabe von 300 µl 0,5% 

Paraformaldehyd beendet und die Oberflächenexpression von TGF-beta1, 

CXCR4, CXCR7 und SDF-1 unter Einsatz der jeweiligen fluorochrom 

konjugierten Antikörper mit FACS gemessen. Für die Messung der Blockade 

von CXCR4 und CXCR7 wurden die Thrombozyten zunächst für 30 min bei 

Raumtemperatur mit rekombinantem Maus anti-humanem CXCR4 bzw. Maus 

anti-humanem CXCR7 vor der SDF-1 Zugabe  inkubiert. 
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3.4. Statistik 

Alle Daten wurden mit SPSS, Version 21.0 (SPSS Inc., Chicago IL) 

ausgewertet.  Für den Vergleich der nicht parametrischen Darten einschließlich 

der Medianen Fluoreszenzintensitäten (MFI) wurde der Mann-Whitney U Test 

angewendet. Die nicht-parametrischen MFI wurden als Median mit 25. und 75. 

Percentile als Box-Whisker Plot dargestellt. Korrelationen wurden mit dem 

Spearman Rangkorrelationskoeffizient angegeben und als Streudiagramme 

dargestellt. Da wir mehr als 2 Gruppen für die SDF-1 Stimulationsexperimente 

untersucht haben, wurde zur Analyse dieser Daten die einfaktorielle 

Varianzanalyse mit Tukey post hoc Korrektur angewandt. Diese MFIs sind als 

Mittelwert mit Standardabweichung und 95% Konfidenzintervall, die MFIs in 

Abb. 8 als Mittelwert +- SEM dargestellt. Ein p-Wert <0,05 wurde als signifikant 

erachtet. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Korrelation der Expression von TGF-beta1 mit SDF-1, CXCR4 und CXCR7 

auf zirkulierenden Thrombozyten bei Patienten mit symptomatischer KHK 

Auf der Oberfläche zirkulierender Thrombozyten bei Patienten mit 

symptomatischer KHK konnte eine deutliche Korrelation zwischen der TGF-

beta1 Expression und der Expression von CXCR7 (⍴=0.572, p<0.001) 

nachgewiesen werden (Abb.5). Ferner bestand eine Korrelation von TGF-beta1 

mit CXCR4 (Abb.6) und seinem Ligand SDF-1. 

 

Abb. 5 : Korrelation der TGF-beta1 Expression mit der Expression von CXCR7 
auf Thrombozyten 
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Abb. 6 : Korrelation der TGF-beta1 Expression mit der Expression von CXCR4 
auf Thrombozyten 

Abb. 7 : Korrelation der TGF-beta1 Expression mit der Expression von SDF-1 
auf Thrombozyten 
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Um eine direkte mögliche Interaktion von TGF-beta1 mit SDF1 und dessen 

Rezeptoren zu untersuchen, haben wir aufgrund der hier in vivo gefundenen 

Korrelation von TGF-beta1 mit SDF-1, CXCR4 und CXCR7 untersucht, ob 

SDF-1 und TGF-beta1 in vitro die Expression von TGF-beta1, SDF-1, CXCR4 

und CXCR7 auf Thrombozyten beeinflussen. 

4.2. Stimulation der thrombozytären TGF-beta1 Expression durch SDF-1 in vitro 

Thrombozyten gesunder Personen wiesen nach Inkubation mit rekombinantem 

SDF-1 einen signifikanter Anstieg der thrombozytären TGF-beta1 Expression im 

Vergleich zu unbehandelten Thrombozyten auf (Mittelwert TGF-beta1 MFI 19.01 

vs. TGF-beta1 MFI 14.01, Differenz des Mittelwertes -5.07, 95% CI -7.84 - 

-2.31, p<0.001), (Abb. 8). 

4.3 Blockade der SDF-1 induzierten TGF Expression durch Anti-CXCR4 und 

Anti-CXCR7 

Der stimulierende Effekt von SDF-1 auf die thrombozytäre Expression von TGF-

beta1 konnte sowohl durch Inkubation mit anti-CXCR4 wie auch mit anti-

CXCR7 monoclonalen Antikörpern vollständig blockiert werden (Mittelwert TGF-

beta1 MFI ohne Stimulation 14.01 vs. TGF-beta1 MFI (SDF-1 stimuliert und 

CXCR4 geblockt) 12.36, Differenz des Mittelwertes 1.65, 95% CI -1.66 - 4.95, 
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p<0.535) und Mittelwert TGF-beta1 MFI ohne Stimulation 14.01 vs. TGF-beta1 

MFI (SDF-1 stimuliert und CXCR7 geblockt) 14.56, Differenz des Mittelwertes 

-0.55, 95% CI -3.85 - 2.76, p<0.969), (Abb.8). 

 

Abb.8. : Stimulation der thrombozytären Expression von TGF-beta1 durch 
SDF-1. Hemmung der SDF-1 induzierten Stimulation durch Inkubation mit anti-
CXCR4 und anti-CXCR7  
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4.4. Fehlender Effekt von TGF-beta1 auf die thrombozytäre Expression von 

SDF-1, CXCR4 und CXCR7 

Im Gegensatz zu der Inkubation mit SDF-1 fand sich kein Anstieg der SDF1 

Expression auf Thrombozyten nach Inkubation mit TGF-beta1, (Abb.9). Dies 

galt auch für die Expression der Rezeptoren CXCR4 und CXCR7, (Abb.10,11). 

(Median SDF-1 MFI in Ruhe 77.26 (25.; 75. Perzentile 21.70; 186.47) vs. 

Median SDF-1 MFI (TGF-beta1 stimuliert) 88.27 (25.; 75. Perzentile 24.02; 

187.47) p=0.665, Median CXCR4 MFI in Ruhe 44.77 (25.; 75. Perzentile 21.81; 

64.84) vs. Median CXCR4 MFI (TGF-beta1 stimuliert) 38.23 (25.; 75. Perzentile 

22.02; 44.89) p=0.558 und  Median CXCR7 MFI in Ruhe 24.56 (25.; 75. 

Perzentile 20.51; 64.84) vs. Median CXCR7 MFI (TGF-beta1 stimuliert) 25.09 

(25.; 75. Perzentile 20.23; 30.61) p=0.866. 

Abb. 9 : Fehlender Effekt von TGF-beta1 auf die thrombozytäre Expression von 
SDF-1 
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Abb. 10 : Fehlender Effekt von TGF-beta1 auf die thrombozytäre Expression 
von CXCR7 

 

Abb. 11 : Fehlender Effekt von TGF-beta1 auf die thrombozytäre Expression 
von CXCR4 
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5. Diskussion 

In unserer Studie fanden wir bei Patienten mit symptomatischer KHK eine 

erhöhte Expression von TGF-beta1 und SDF-1, CXCR4 und CXCR7 auf 

zirkulierenden Thrombozyten. Es bestand eine signifikante Korrelation zwischen 

der Expression von TGF-beta1 und SDF-1, CXCR4 und CXCR7. 

Neben ihrer physiologischen Rolle im Rahmen der Embryonalphase, in der sie 

Organogenese, Gewebsdifferenzierung, Mobilisierung und zielgerichtete 

Wanderung von Stammzellen steuern, sind beim erwachsenen Organismus 

TGF-beta1 und die SDF-1/CXCR4/CXCR7 Achse auch wichtige Faktoren in der 

Regulation von Reparaturvorgängen, der Wundheilung und Immunfunktionen. 

Eine Reihe von Untersuchungen weisen auf eine Bedeutung dieser Zytokine für 

die koronare Herzerkrankung, den Verlauf des akuten Myokardinfarktes und 

das kardiale Remodeling hin. 

Patienten mit stabiler KHK weisen höhere TGF-beta1 Serumspiegel auf als 

gesunde Kontrollen (90). Bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt findet sich im 

Vergleich zu Patienten mit stabiler KHK eine höhere TGF-beta1 Expression auf 

zirkulierenden Thrombozyten wie auch höhere Serum TGF-beta1 Spiegel  (19),

(90). Bei Patienten mit symptomatischer KHK korrelieren die TGF-beta1 

Serumspiegel und die TGF-beta1 Expression auf der Thrombozytenoberfläche 

mit der Mortalität und Reinfarktrate während eines 12-monatigen Follow- up 

(19). Eine niedrige thrombozytäre TGF-beta1 Expression ist mit einer erhöhten 
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Gesamtmortalität assoziiert (19). Im Mausmodell führt eine durch Ligatur der 

linken Herzarterie induzierte myokardiale Ischaemie zu einer erhöhten kardialen 

Expression von TGF-beta1; die Hemmung von TGF-beta1 erhöht die 

Postinfarktmortalität (91). TGF-beta 1 beeinflusst die Entzündungsreaktion und 

das kardiale Remodelling nach Infarkt. Obwohl TGF-beta1 einerseits 

Entzündungsreaktionen hemmt und damit vor Reperfusionsschäden schützen 

könnte und andererseits in der extrazellulären Matrix die Kollagensynthese und 

Fibrosierung fördert, sind die Wirkungen einer TGF basierten Therapie komplex 

und im Mausmodell u.a. auch vom Interventionszeitpunkt nach Infarkt abhängig 

(91). 

Neben TGF-beta1 kommt es bei Patienten mit akutem Herzinfarkt auch zu einer 

vermehrten Freisetzung von kardialem SDF-1, die bereits innerhalb von 

Minuten nachweisbar ist und ca. 4 bis 7 Tage anhält (85). Zirkulierende 

Thrombozyten von Patienten mit akutem Koronarsyndrom weisen im Vergleich 

zu Patienten mit stabiler CAD eine erhöhte Expression von SDF-1 und CXCR7 

auf (89), (92). Die erhöhte Expression von thrombozytärem SDF-1 und 

thrombozytärem CXCR7 korreliert mit einem besseren funktionellen Ergebnis 

nach akutem Koronarsyndrom, während eine niedrige CXCR4 Expression mit 

einer höheren Mortalität und Reinfarktrate einhergeht (20), (89), (93). Auch die 

erhöhte Expression von SDF-1 im ischaemischen Myocard ist mit einer 

besseren myokardialen Funktion nach Infarkt korreliert (92), (94), (95). Die 

Applikation eines viralen Genvectors für SDF-1 führte im Rattenmodell zu einer 

Verbesserung der linksventrikulären Funktion und kleiner Infarktgröße in vivo 
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(89). Bei den behandelten Tieren wurde eine höhere Gefäßdichte, eine höhere 

Zahl von c-Kit+ Stammzellen und Kardiomyozyten, eine größere Ventrikeldicke 

und ein niedrigerer Gehalt von Kollagen Typ I und II nachgewiesen (89). Diese 

Ergebnisse sprechen für einen kardioprotektiven Effekt von SDF-1 beim 

Myokardinfarkt. 

Die hier nachgewiesene positive Korrelation von TGF-beta1 und der SDF1/

CXCR4/CXCR7 Achse weist darauf hin, dass die Freisetzung von TGF-beta1 

und SDF1 aus Thrombozyten bei Patienten mit symptomatischer 

Myokardischaemie durch den gleichen Auslöser induziert wird. Als mögliche 

Ursache wurde erstmalig eine positive Interaktion von TGF-beta1 und der 

SDF1/CXCR4/CXCR7 Achse auf thrombozytärer Ebene nachgewiesen.  

Es bestehen Hinweise für eine synergistische Wirkung von TGF-beta1 und 

SDF-1 in der Frühphase des Myokardinfarktes. Bei einem Myokardinfarkt 

kommt es am Ort des Gewebedefektes innerhalb von Sekunden zur 

schlagartigen Freisetzung von großen Mengen TGF-beta1 und SDF-1 aus den 

aktivierten Thrombozyten (87). SDF-1 bewirkt über eine integrinvermittelte 

Chemotaxis die Akkumulation der CXCR4 positiven zirkulierenden Stamm- und 

Progenitorzellen in der Umgebung der Infarktzone (96). Dieser Mechanismus 

wird durch eine Hypoxie verstärkt, die eine vermehrte Expression von CXCR4 

Rezeptoren auf Progenitorzellen auslöst (97). Neben den lokalen Effekten in 

der Infarktzone mit Chemotaxis zirkulierender Stamm- und Progenitorzellen 

bewirken erhöhte systemische SDF-1 Spiegel auch eine vermehrten Shift von 
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Stamm- und Progenitorzellen aus dem Knochenmarkkompartiment in den 

zirkulierenden Pool (98). Bei Patienten mit symptomatischer KHK sind vermehrt 

CD34+ Zellen in der Zirkulation nachweisbar (97). Die CD34+ Zellen wandern 

entlang des SDF-1 Gradienten in Richtung auf die hohe SDF-1 Konzentration in 

der Infarktzone. Die Zellmigration der Stammzellen wird wiederum durch TGF-

beta1 und die CXCR4 Expression moduliert  (87). 

SDF-1 aktiviert über seine Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 glatte Muskelzellen, 

Endothelzellen und mesenchymale Stromazellen in der Umgebung des 

Infarktes, die ihrerseits SDF-1 freisetzen und den CXCR4 Rezeptor vermehrt 

exprimieren (99). Die SDF-1 Wirkung auf die Zielzelle ist jedoch zeitlich 

begrenzt, da es unter der Dauerstimulation mit SDF1 durch Internalisierung der 

CXCR4 Rezeptoren zu einer Desensibilisierung der Zelle für SDF1 kommt. In 

verschiedenen Zellsystemen (CD34+ Stammzellen, Makrophagen,T-Zellen, 

Mammakarzinom-zellen, kardiale Myozyten, Synovia u.a.) wurde 

nachgewiesen, dass TGF-beta1 sowohl auf transcriptionaler wie translationaler 

Ebene zu einer anhaltenden Induktion von CXCR4 Rezeptoren auf der Zielzelle 

führt und somit die SDF-1 Wirkung nachhaltig perpetuiert (80), (81), (83), (84) 

(87), (100), (101). In choroid-retinalen Endothel (RF/6A) Zellen verstärkt TGF-

beta die Expression von CXCR4 und CXCR7 dosis- und zeitabhängig durch 

Aktivierung des Erk 1/2 Wegs; hierdurch erleichtert es die SDF-1 induzierte RF/

6A Migration und Tubulusformation (81). TGF-beta1 verstärkt und verlängert 

also die SDF-1 Wirkung in diesen in vitro Modellen. Auch beim akuten 

Myokardinfarkt führt dieser Mechanismus zu einer Verlängerung der SDF-1 
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Wirkung und damit zu einer zeitlich anhaltenden Akkumulation von 

Stammzellen in der Umgebung der Infarktzone (87). TGF-beta1 induziert die 

Chemotaxis von mesenchymalen Zellen aus dem Knochenmark im die 

Umgebung des Myokardinfarktes über einen CXCR4 vermittelten Effekt (87). 

Da SDF-1 und TGF-beta 1 in großen Mengen in Thrombozyten gespeichert und 

bei deren Aktivierung sehr schnell freigesetzt werden, werden durch diesen 

Mechanismus schon in der sehr frühen Infarktphase die Reparaturvorgänge 

eingeleitet, bevor die SDF-1 Synthese und Freisetzung aus den Endothelzellen 

und Myozyten anläuft. 

Erstmalig konnte gezeigt werden, dass bei gesunden Probanden SDF-1 über 

seine Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 die Freisetzung von TGF-beta1 auf 

Thrombozyten in vitro stimuliert. Dieser Effekt war ab einer SDF-1 

Konzentration von 5 µg/ml in vitro nachweisbar, während niedrigere 

Konzentrationen keinen oder nur einen geringen Effekt aufwiesen. Hohe SDF-1 

Konzentrationen werden bei Epitheldefekten, wie sie zB. beim Myokardinfarkt 

auftreten, erreicht, bei denen die Akkumulation von aktivierten Thrombozyten zu 

einer starken lokalen Freisetzung von SDF-1 führt. Der stimulierende Effekt von 

SDF-1 auf die thrombozytäre TGF-beta1 Exprimierung ist rezeptorvermittelt, da 

er durch Blockade des CXCR4 und CXCR7 Rezeptors gehemmt werden 

konnte. TGF-beta1 ist in hoher Konzentration in den alpha Granula der 

Thrombozyten gespeichert. Walsh (2015) konnte nachweisen, dass SDF1 die 

Freisetzung von P-Selektin aus thrombozytärer alpha-Granula unter der 

Einwirkung von geringen Scherkräften und geringen ADP-Konzentrationen 
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induziert (102). Ähnlich wie P-Selektin könnte auch TGF-beta1 durch 

Vermittlung der SDF-1/CXCR4/CXCR7 Achse aus den alpha Granula der 

Thrombozyten freigesetzt werden. Durch die SDF-1 induzierte Förderung der 

TGF-beta1 Freisetzung aus Thrombozyten werden in der Infarktzone schnell 

hohe TGF-beta1 Konzentrationen erreicht. Damit sind die Voraussetzungen für 

eine Verstärkung und Verlängerung der lokalen SDF-1 Wirkung in den 

Zielzellen (hämatopoetische und epitheliale Progenitorzellen, Myozyten) durch 

TGF-beta1 gegeben. 

Umgekehrt fanden wir keine Hinweise für eine Stimulation der thrombozytären 

Expression von SDF-1, CXCR4 und CXCR7 durch TGF-beta1 in vitro. Während 

in verschiedenen Zellsystemen eine Verstärkung/Verlängerung der SDF-1 

Wirkung und die Induktion von CXCR4 in der Zielzelle durch TGF-beta1 gezeigt 

wurde, führte TGF-beta1 auf Thrombozyten zu keiner vermehrten Expression 

von SDF-1, CXCR4 und CXCR7. Lev wies in Thrombozyten mRNA für den TGF 

Rezeptor Typ I und II und SMAD2 nach, eine Aktivierung von Thrombozyten 

durch TGF konnte er jedoch nicht erzielen (103). In Abhängigkeit von der ADP 

Konzentration wurde die ADP vermittelte Plättchenaggregation entweder in 

geringem Maß gehemmt oder stimuliert. Dies weist darauf hin, dass die 

Expression von CXCR4 und CKCR7 auf Thrombozyten - möglicherweise 

aufgrund der Anwesenheit weiterer Liganden wie zB. MIF und CXCL11 - anders 

reguliert ist als in den kernhaltigen Zellen. Da aktivierte Thrombozyten SDF-1 in 

großen Mengen freisetzen und SDF-1 über eine autokrine und parakrine 

Rückkopplung die eigene Freisetzung fördert, scheint eine Induktion der 
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thrombozytären SDF-1 Freisetzung durch TGF-beta1 physiologisch auch nicht 

notwendig zu sein. Umgekehrt fördert SDF-1 dagegen die Induktion der 

thrombozytären TGF-beta1 Freisetzung und damit die SDF-1 Wirkung in der 

Zielzelle in der Frühphase des Infarktes; im weiteren Verlauf könnte sich TGF-

beta1 auch durch antiinflammatorische Effekte und Förderung der Angiogenese 

günstig auf die Infarktheilung auswirken. 

Zusammenfassend konnten wir eine signifikante positive Korrelation der 

thrombozytären SDF-1/CXCR4/CXCR7 Achse und der thrombozytären TGF-

beta1 Expression bei Patienten mit symptomatischer KHK nachweisen. 

Erstmals wurde eine Wechselwirkung zwischen TGF-beta1 und der SDF-1/

CXCR4/CXCR7 Achse auf thrombozytärer Ebene aufgezeigt. SDF-1 stimuliert 

über seine Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 die thrombozytäre TGF-beta1 

Freisetzung in vitro. Beide Faktoren sind über unterschiedliche Mechanismen in 

die Reparatur und das Remodelling nach Myokardinfarkt involviert. Es ergeben 

sich damit Hinweise dafür, dass sich die Zytokine in der Frühphase des 

Infarktes gegenseitig verstärken, indem SDF-1 die thrombozytäre TGF-beta1 

Freisetzung fördert und TGF-beta1 die SDF-Wirkung in der Zielzelle zunächst 

verstärkt. 
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6. Zusammenfassung 

Bei 284 Patienten mit symtomatischer KHK wurde eine erhöhte Expression von 

TGF-beta1 und SDF-1, CXCR4 und CXCR7 auf zirkulierenden Thrombozyten 

nachgewiesen. Es bestand eine signifikante Korrelation zwischen der 

Expression von TGF-beta1 und SDF-1, CXCR4 und CXCR7. Um eine mögliche 

positive Interaktion von TGF-beta1 mit der SDF-1/CXCR4/CXCR7 Achse in 

Thrombozyten nachzuweisen, wurde bei gesunden Probanden untersucht, ob 

die thrombozytäre Expression von SDF-1, TGF-beta1, CXCR4 und CXCR7 

durch TGF-beta1 oder SDF-1 induziert werden kann. Erstmalig konnte gezeigt 

werden, dass bei gesunden Probanden SDF-1 über seine Rezeptoren CXCR4 

und CXCR7 die Freisetzung von TGF-beta1 auf Thrombozyten in vitro 

stimuliert. Die SDF-1 induzierte Freisetzung von TGF-beta1 konnte durch 

Blockade sowohl des CXCR4 und CXCR7 gehemmt werden. Umgekehrt 

fanden wir keine Hinweise für eine Stimulation der thrombozytären Expression 

von SDF-1, CXCR4 und CXCR7 durch TGF-beta1 in vitro. Diese Ergebnisse 

weisen auf eine Interaktion der SDF-1/CXCR4/CXCR7 Achse und TGF-beta1 

auf thrombozytärer Ebene hin. 
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