Aus der Klinik fir Innere Medizin B
(Direktor Univ.- Prof. Dr. Stephan B. Felix)
der Universitatsmedizin der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald

Wirkung von Mediatoren auf die LOX-1- und eNOS-Expression

beim akuten Koronarsyndrom

Inaugural - Dissertation

Zur

Erlangung des akademischen
Grades
Doktor der Medizin
(Dr. med.)
der
Universitatsmedizin

der

Ernst-Moritz-Arndt-Universitat
Greifswald

2011

vorgelegt von: Stephanie-Susanne Stecher
geb. am: 24.11.1980
in: Stade



Dekan:

1. Gutachter:
2. Gutachter:
Ort, Raum:

Tag der Disputation:

Prof. Dr. rer. nat. Heyo K. Kroemer

Prof. Dr. med. Stephan B. Felix

Prof. Dr. med. Verena Stang|

Greifswald, Seminarraum der Klinik fir Innere Medizin B
13.12.2011



Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis v
Tabellenverzeichnis Vi
Abkiirzungsverzeichnis vii
Einheiten IX
1 Einleitung 1
1.1 Grundlagen der Arteriosklerose 1
1.2 Endothel 1
1.3 Akutes Koronarsyndrom 2
1.4 LOX-1 3
1.5 eNOS 4
1.6 Bioassay 5
1.7 Fragestellungen der Arbeit 5

Il Material und Methoden 7
2.1 Material 7
2.1.1 Chemikalien und Gerate 7

2.1.2 Enzyme 8

2.1.3 Antikorper 8
2.1.3.1 Primare Antikorper 8

2.1.3.2 Sekunddre Antikorper 9

2.2 Gewinnung der Patientenproben 9
2.2.1 Die Koronarangiographie 9

2.2.2 Einschlusskriterien 9

2.2.3 Weiteres Probandenkollektiv 10

2.3 Zellkulturtechniken 12
2.3.1 Medien fiir Isolation und Kultur der Zellen 12

2.3.2 HUVEC-Isolation aus humaner Nabelschnur 13

2.3.3 Kultivierung der Zellen 13

2.3.4 Exposition der Zellen 14

2.4 Methode zur Analyse von Nukleinsduren 15
2.4.1 Polymerasekettenreaktion 15

2.4.2 RNA-Isolierung 15

2.4.3 Reverse Transkription 16

2.4.4 TagMan® (Reverse Transkriptions-PCR) 17

2.4.5 Auswertung der reversen Transkriptions-PCR-Daten 18

2.5 Methoden zur Analyse von Proteinen 19
2.5.1 Proteinisolierung 19

2.5.2 Proteinbestimmung (BCA-Methode) 19

2.5.3 Denaturierende Polyacrylamidelektrophorese nach Laemmli (1970) 20

2.5.4 Transfer von Proteinen 21

2.5.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen 22

2.5.6 “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay” (ELISA) 23
2.5.6.1 Humaner TNF-0-ELISA 23

2.5.6.2 ,Oxidiertes LDL“-ELISA 24

2.5.7 Durchflusszytometrie (“fluorescence activated cell sorting”, FACS) 25




2.5.7.1 Bestimmungen unterschiedlicher Zytokine und Adh&sionsmolekiile mittels
Durchflusszytometrie

25

2.6 Statistische Auswertung

Il Ergebnisse

3.1 LOX-1 Expression

3.1.1 Bestimmung der LOX-1 mRNA-Expression

27
29

29
29

3.1.2 Bestimmung der LOX-1 Proteinexpression

31

3.1.3 Vergleich der LOX-1 mRNA- und Proteinexpression

33

3.2 eNOS-Expression

3.2.1 Bestimmung der eNOS mRNA-Expression

35
35

3.2.2 Bestimmung der eNOS-Proteinexpression

37

3.2.3 Vergleich der eNOS mRNA- und Proteinexpression

39

3.3 Zusammenhang LOX-1 und eNOS

3.4 Vergleich der Konzentration von oxidiertem LDL mit der Expression von LOX-1

3.5 Bestimmung von Risikofaktoren

3.6 Korrelation zwischen LOX-1 Expression und tPA-Spiegel

3.7 Korrelation zwischen LOX-1 Expression und tPA-Spiegel bei einem weiteren
Probandenkollektiv

IV Diskussion

V  Zusammenfassung

VI Literatur

Publikationsverzeichnis

Eidesstattliche Erklérung

Lebenslauf

Danksagung

41
44
47
53

54
56
63
65
73
74
75
76



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1
Abbildung 2
Abbildung 3
Abbildung 4
Abbildung 5
Abbildung 6
Abbildung 7
Abbildung 8
Abbildung 9

Abbildung 10

Abbildung 11

Abbildung 12
Abbildung 13
Abbildung 14
Abbildung 15
Abbildung 16
Abbildung 17

LOX-1 MRNA-EXDIESSION ..c.c.cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ettt et e et e et e s et et et et st et et et et sttt e e e e e e s s s ssesesssssssessssasaaas 30
LOX=-1 Prot@iN@XPreSSIiON.....cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesesesesesesesessssssssssss s ss s s e s s sesssssssssssssssssssssssssans 32
Vergleich der mRNA- und Proteinexpression von LOX-1 im arteriellen und venésen Blut............. 34
MRNA-Expression der endothelialen NO-SYNtRQSE .............c.uveeveeeeeciiiieeieeeecciiieeeeeeeecccvveaaaeeea 36
Proteinexpression der endothelialen NO-SYNtAGSE .............ccccveeeeceueeeecieeeesiieeesieaeesieaeesseaeeanns 38
Vergleich der eNOS MRNA- UNd ProteineXpreSSion ............cccuuueecueeeesiiereesirieessiiiiesesssssessisssesssenns 40
Vergleich der mRNA-Expression von LOX-1 Und @NOS ..............ueeeeeeeeeviieieeeeeeeciciivieaeeeescsvveeaaen 42
Vergleich der Proteinexpression von LOX-1 Und @NOS............coeccueeeeevereeseiieescieeeesiieeesiieaaesneens 43
Vergleich der Konzentration von oxidiertem LDL mit der LOX-1-Proteinexpression beim akuten
Koronarsyndrom in den arteriellen ProBen ................cccccuueeeieeeeeeieiieeeeeeccciieeeeeeesteeseisesaaaeeessnsnns 45
Vergleich der Konzentration von oxidiertem LDL mit der LOX-1-Proteinexpression beim akuten
Koronarsyndrom in den VeNGSEN PrODEN. .............ceeecueeeeecieeeecieeeecteeeeeaeesteeeestea e esiaeaessiseaeeanes 45
Vergleich der LOX-1 mRNA-Expression mit der Konzentration von oxidiertem LDL in der
Kontrollgruppe in Abhéngigkeit von der Statineinn@RMe .................cccoueeeeeeeiiiiiieeeeeeeciiieeireeeeeen. 46
SP-SeleKtinKONZENTIALION........c..eoeeeieeieeieeeeee ettt 48
LA (o .0 =] L 11 e 49
Konzentration von sVCAM-1, Interleukin-8 Und MCP-1............ccouuueeeeeeeeeeeieeeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeenn 50
Vergleich Risikofaktoren beim akuten Koronarsyndrom ..............ccccocccvvueeeieeeecciciieeeeeeeeesisivvennnn. 52
Vergleich der LOX-1 mRNA Expression mit der tPA-Konzentration ............cccccecvveeeeecvveeescvneeennnn. 53
Vergleich der LOX-1 mRNA- und Proteinexpression und tPA-Konzentration................ccccccvuueen... 55



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1
Tabelle 2
Tabelle 3
Tabelle 4
Tabelle 5
Tabelle 6
Tabelle 7
Tabelle 8
Tabelle 9
Tabelle 10
Tabelle 11
Tabelle 12
Tabelle 13
Tabelle 14

GEIALe fUl LADOIAIDEIL ...........eeveeeeeeeeeeeee et e ettt e e e e ettt e e e e s e e et aaaeeasstssaaaaeeessnsssnees 7
ENZYME ..ot ettt e e e e e e e e e e e e s e s e s e s e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e aas 8
PEIMGIE ANTIKOIDOL . ...eveeeeeeeeee ettt e e e e ettt e e e e e ettt e e e e e ss e et e tsasaaaeeessstsseaaaeeasnsssnees 8
SEKUNUGIE ANTIKOIDEL ...ttt e e e ettt e e e e ettt e e e e e eessstsaaaaeesessssanaaaaans 9
Charakteristika eines weiteren Probandenkollektivs................cocceceveeneeserccrieeneeneieieneeneenen. 11
LOX-1 MRNA-EXDIESSION .ccccoeeeeeeeeeeeeeee e eeeeee e et e e s e s e s s s s s s ssssssssssssssssnsnsnaaannas 30
LOX=1 ProteiN@XPreSSiON.....cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee et et ettt s et s s et et et sttt e e e e e e e e e sesesesesssssssssssssssssssssssanas 33
MRNA-Expression der endothelialen NO-SYNtRGSE ............coeeecveeeecieeeccieeesiieeeeesieeeecieaessieeans 36
Proteinexpression der endothelialen NO-SYNtRGSE .............ccccveeeeccuveeecieeeesiiieeeescieeesieeaesieeaeenns 39
SP-Selektinkonzentration in PG/ ........c...eceeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeereeeereeesreesireee s enses 48
tPA-KONZENTIALION I NG/ M .....voooveeereieeteeeeree ettt et et e ee e eeaae et e eeaeeebeesaeestveesareentesentnesenees 49
SVCAM-1-KONZENLIAtION IN NG/ M......ovoeeeieeeieeeeeeeesee st et eet st estaeete e eaeeereesetaasereesreeeanenaes 51
Interleukin 8-Konzentration in PG/MI ...........cc.ueeceeecueeiiieeeieeeieeeeeeceseeeeesteeereeesaeesssessseessreesases 51
MCP-1-KONZENEIALION i PG/ M .c.voocveeenreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeteeetts e etes e aeeeaeeeesesessseesseeesseeeaseen 51

Vi



Abkurzungsverzeichnis

Abb
ACS
APS
ATP
BAEC
BSA
CABG
cDNA
CD
CK-MB
CO;

o

CTP
cGMP
DNA
ECL
EDTA
EGF
eNOS
FAD
FAM
FCS/FKS
FPP
GAPDH
GTP
HBSS
HDL
HMG-CoA Reduktase
HUVEC
ICAM
IDL
IFN-y

Abbildung

akutes Koronarsyndrom
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosin-5’-triphosphat

Bovine arterielle Endothelzellen
Rinderserumalbumin
Koronararterienbypass

Komplementare DNA

Cluster of differentiation

Creatinkinase-MB (Myokardtyp)
Kohlenstoffdioxid

L<threshold cycle”

Cytosin-5'-triphosphat

Zyklisches Guanosinmonophosphat
Desoxyribonukleinséaure

Verstarkte Chemilumineszenz
Ethylendiamintetraacetat

Endothelialer Wachstumsfaktor
Endotheliale NO-Synthase
Flavinadenindinukleotid
6-Carboxyfluorescein (Fluoreszenzfarbstoff)
Fotales Kalberserum
Farnesylpyrophosphat
Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase
Guanosintriphosphat

Hanks gepufferte Salzlésung

,High density lipoproteins” (Lipoproteine hoher Dichte)
3-Hydroxyl-3-Methyl-Coenzym A

Humane umbilikale vendse Endothelzellen
Interzellulares Adhasionsmolekdl
Lipoprotein intermediarere Dichte

Interferon-Gamma

Vi



iINOS
IPP
KHK
L-NAME
LDL
LOX-1
M-CSF
mmLDL
MRNA
NADPH
NF-B
nNOS
NO
NOS
oxLDL
p. a.
PAI-1
PBS

PCI
PVDF
SDS
Ser
Tab.
TCA
TEMED
TNF-a
tPA
Tris
TWEEN
u. a.
UTP
UTR

Immunglobulin G

Induzierbare NO-Synthase
Isopentenylpyrophosphat

koronare Herzkrankheit
Nitro-L-Argininmethylester

,LOW density lipoproteins“ (Lipoprotein geringer Dichte)
.Lectin-like oxidized LDL“-Rezeptor-1
Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor
Minimal modifiziertes LDL

Boten RNA
Nicotinadenindinukleotiddiphosphat (reduziert)
Nuklearer Faktor-kB

Neuronale NO-Synthase

Stickstoffmonoxid

NO-Synthase

Oxidiertes LDL

per analysis (fur die Analyse [hohster Reinheitsgrad])
Plasminogen Aktivator Inhibitor-1
Phosphate buffered saline
(Phosphatgepufferte Kochsalzlésung)
Perkutane Koronarintervention
Polyvinylidendifluorid

Natriumdodecylsulfat

Serin

Tabelle

Trichloressigsaure
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tumornekrosefaktor-alpha

Tissue-type plasminogen activator
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

unter anderem

Uridintriphosphat

Untranslatierte Region

VIii



UNG Uracil-N-Glykosylase

VCAM Vaskulares Adhasionsmolekdl
VLDL Lipoprotein sehr geringer Dichte
Einheiten

T Grad Celsius

cm Zentimeter

d Tag

g Gramm

h Stunde

mg Milligramm

ml Milliliter

ng Nanogramm

nm Nanometer

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

tm Mikrometer

S Sekunde



EINLEITUNG

I Einleitung

1.1 Grundlagen der Arteriosklerose

Die Arteriosklerose und ihre Folgen gehdren zu den haufigsten Todesursachen in der
westlichen Welt. Fir die Entstehung der Arteriosklerose sind vielfaltige
Risikofaktoren bekannt. Zu den nicht beeinflussbaren Risikofaktoren gehéren zum
Beispiel das Alter, das Geschlecht, die ethnische Zugehdorigkeit und eine positive
Familienanamnese fiur kardiovaskulare Erkrankungen. Arterieller Bluthochdruck,
Diabetes mellitus, Rauchen, Adipositas, erhohter Hamatokrit und erhdhte Blutwerte
fur Fibrinogen sowie den Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI) gelten als
beeinflussbare Risikofaktoren (Assmann et al., 1999). Die Arteriosklerose gilt als
wichtigste Ursache fur die Entstehung von Schlaganfall und Herzinfarkt (Lusis,
2000). In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass sowohl genetische als
auch von der Umgebung und Umwelt beeinflusste Faktoren die Entstehung der
Arteriosklerose begunstigen (Lusis et al., 2004).

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Inflammation in allen Stadien der
Arteriosklerose beteiligt ist (Libby, 2002). Verletzungen am Endothel fihren zur
Rekrutierung von Leukozyten. Es kommt zu einer vermehrten Adhasion von
Monozyten (Cybulsky et al., 1991), welche u. a. durch Expression der
Adhasionsmolekiile VCAM-1 und ICAM-1 ermdglicht wird. Endotheliale Dysfunktion,
Verletzung und Inflammation fuhren zu einem Ungleichgewicht, so dass das
Endothel mit antikoagulativen Eigenschaften schlief3lich prothrombotisch wirkt. Die
endotheliale Dysfunktion ist mit einem Mangel an NO und vermehrtem oxidativem
Stress als Forderer des Entziindungsprozesses assoziiert (Bonetti et al., 2003). Die
bereits oben genannten Risikofaktoren induzieren eine endotheliale Dysfunktion,
eine Verletzung von Zellen und eine proinflammatorische Umgebung und fithren so
zu einer lokalen Aktivierung der Gerinnungskaskade (Bonetti et al., 2003, Levi et al.,
1999, Moreno et al., 1996).

1.2 Endothel

Das Endothel ist die einzellige Zellschicht, die das Lumen der BlutgeféalRe auskleidet.
Verbunden durch interzellulare ,tight junctions® stellt das Endothel eine selektiv

permeable Barriere zwischen Blut und Gewebe dar. Es spielt eine wichtige Rolle bei
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EINLEITUNG

der Regulation des Gefal3tonus und ist essenziell wichtig fur die Gefal3struktur
(Giannotti et al., 2007). Seit langem ist bekannt, dass das Endothel sogenannte
.endothelium-derived relaxing factors* (EDRFs) produziert. Als eines der wichtigsten
dieser EDRFs konnte Stickstoffmonoxid identifiziert werden (Ignarro et al., 1987,
Palmer et al., 1987). Das Endothel produziert aber auch vasokonstriktive Faktoren
wie z.B. Endothelin oder Angiotensin Il (Giannotti et al., 2007). Normalerweise
herrscht ein Gleichgewicht zwischen EDRFs und vasokonstriktiven Faktoren. Es
wurde weiterhin gezeigt, dass das Endothel einen Vermittler zwischen
biomechanischen Vorgangen wie z. B. Scherkraften und der biologischen Antwort
darstellt (Davies, 1995, Gimbrone et al., 1997, Resnick and Gimbrone, 1995).

1.3 Akutes Koronarsyndrom

Das akute Koronarsyndrom entspricht der Akutmanifestation der Arteriosklerose.
Zunachst kommt es zur Ausbildung eines lipidreichen exzentrischen Kerns und einer
fiborosen Deckkappe (,fibrous cap®), welche aus glatten Muskellzellen und
extrazellularen Matrixproteinen wie Kollagen, Proteoglykanen und Elastin besteht.
Der Lipidkern wird im Verlauf durch Makrophagen, die mit Cholesterin gefillt sind,
sogenannten Schaumzellen, infiltriert. Schaumzellen sind die charakteristischen
Zellen der arteriosklerotischen Plaques (Libby, 2002). Die als fettige Streifen (,fatty
streaks") bezeichneten Lasionen haben keine Kklinische Signifikanz, stellen aber
Vorstufen von fortgeschrittenen L&asionen dar (Lusis, 2000). Die Schaumzellen
sezernieren Gewebsthrombokinase (,tissue factor®). Im Rahmen der lokalen
Entziindungsreaktion kommt es zur Ausschittung von unterschiedlichen Cytokinen,
z. B. TNF-q, Interleukin-6 und -8, welche zu einer Stimulation von neutrophilen
Granulozyten, T-Lymphozyten und Makrophagen fuhrt. Durch diese Aktivierung
wandern glatte Muskelzellen aus der Media der GefaBwand in die entstehende
intimale L&sion und teilen sich dort weiter (Libby, 2002). Durch das von T-
Lymphozyten produzierte Interferon-y wird zum einen die Kollagenbildung in den
glatten Muskelzellen gehemmt, als auch die Apoptose von glatten Muskelzellen
gefordert. Dies fuhrt zur Bildung eines nekrotischen Kerns in der Lasion (Ross,
1999). Aullerdem kommt es zu einer Ausdinnung der fibrésen Deckkappe (Libby,
2001). Zudem aktivieren T-Lymphozyten Uber Bindung des CD40-Liganden an den
CD40-Rezeptor Makrophagen und glatte Muskelzellen, wodurch eine Sekretion von

Matrixmetalloproteinasen induziert wird. Durch deren proteolytische Eigenschaften
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EINLEITUNG

kommt es zur weiteren Ausdinnung der fibrésen Kappe. Durch Ausloser wie z. B.
erhohte Herzfrequenz und erhéhten Blutdruck, korperliche Anstrengung oder erhdhte
myokardiale Kontraktilitdtt kommt es zur Plaqueruptur. Dies geschieht in der Regel
am Ort der grof3ten mechanischen Beanspruchung zwischen fibréser Deckkappe und
angrenzender gesunder Intima (Libby, 2001). Thrombozyten lagern sich an; tber
Bindung von Fibrinogen kommt es zur Thrombozytenaggregation. Aus dem Lipidkern
wird Kollagen und ,tissue factor® freigesetzt, welche bei Kontakt mit Blut durch
Interaktion mit Faktor Vlla die plasmatische Gerinnungskaskade aktivieren (Wilcox et
al., 1989). Dies fuhrt zur Bildung von Thrombin und schlief3lich zur Fibrinablagerung
(Mewis et al., 2006). Die Plaqueruptur mit Thrombusformation zeigt sich klinisch als

instabile Angina pectoris oder akuter Myokardinfarkt.

1.4 LOX-1

Der ,lectin-like oxidized low-density lipoprotein (LDL) receptor-1* (LOX-1) ist einer
der Hauptrezeptoren fir oxidiertes LDL in Endothelzellen (Chen et al., 2002). Das
Gen fur LOX-1 wurde von Sawamura et al. 1997 das erste Mal aus Endothelzellen
von Rinderaorten kloniert. Es handelt sich dabei um ein Typ I[I-Membranprotein (ca.
50 kDa) mit einer typischen C-Typ Lectin-Struktur am extrazellularen C-Terminus.
Eine Hochregulation der Genexpression fur den Rezeptor LOX-1 erfolgt durch
oxidiertes LDL, Angiotensin Il, Endothelin, Cytokine und Scherkrafte (Mehta, 2004).
AulRerdem zeigte sich eine Hochregulierung bei Tieren mit arteriellem Hypertonus,
Dyslipoproteinamie und Diabetes mellitus. Es findet sich zudem eine erhohte
Expression bei Menschen und Tieren mit arteriosklerotischen Verdnderungen der
Gefalle. Weiterhin zeigte sich ein gehauftes Auftreten im Bereich apoptotischer
Zellen (Mehta et al., 2006). Auch im Rahmen der Sepsis spielt LOX-1 eine Rolle. So
konnten Landsberger et al. 2010 nachweisen, dass die Inhibierung von LOX-1 im
Rahmen einer Sepsis zu einer verminderten Endotoxin-induzierten intestinalen
Leukozytenadhéasion fuhrt. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass LOX-1 nicht nur
auf Endothelzellen, Makrophagen und Blutplattchen sondern auch auf glatten
Muskelzellen exprimiert wird (Chen et al., 2001, Kataoka et al., 2001, Yoshida et al.,
1998). Durch eine unbekannte Protease kann eine l6sliche Form des Rezeptors an
der juxtamembranaren extrazellularen Region abgespalten werden (Murase et al.,
2000).
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Neben oxidiertem LDL konnten weitere Liganden identifiziert werden. Zur Zeit sind
vier Substanzgruppen bekannt: modifizierte Lipoproteine (z.B. oxidiertes LDL oder
.acetylated LDL"), ,polyanionic chemicals (z. B. ,polyinosonic acid“ und
.carrageenan®), anionische Phospholipide (wie z. B. Phophatidylserin und
Phoaphatidylinositol) und zellulare Liganden (z. B. apoptotische oder alte Zellen,
aktivierte Blutplattchen und Bakterien) (Mehta et al., 2006).

Unter Bedingungen in vitro zeigte sich eine sehr geringe basale Expression von
LOX-1 (Mehta et al.,, 2006). Allerdings kann sie durch proinflammatorische,
prooxidative und mechanische Stimuli wie oxidiertes LDL (Li et al., 2000),
Angiotensin Il (Li et al., 1999), TNF-a (Kume et al., 1998) und Scherkrafte (Murase et
al., 1998) stark induziert werden.

In vivo zeigt sich ebenfalls eine nur niedrige basale LOX-1-Expression, die allerdings
durch pathologische Bedingungen wie z. B. arterieller Hypertonus (Nagase et al.,
1997), Diabetes mellitus (Chen et al., 2001) und Dyslipoproteindmie (Chen et al.,
2000) gesteigert werden kann.

1.5 eNOS

Stickstoffmonoxid (NO) spielt eine wichtige Rolle bei den anti-arteriosklerotischen
Eigenschaften des Endothels (Ross, 1993). So ist es in vitro involviert bei der
Monozyten- und Leukozytenadhasion an das Endothel (De Caterina et al., 1995,
Gauthier et al., 1995) sowie in die Wechselwirkung zwischen Thrombozyten und
Gefallwand (de Graaf et al., 1992), also Schlisselereignissen in der Entwicklung der
Arteriosklerose. AulRerdem vermindert es den Tonus von Gefaf3wanden und die
Permeabilitdt des Endothels, so dass weniger Lipoproteine in die GefalRwande
wandern (Cardona-Sanclemente et al., 1995).

Die NO-Synthase katalysiert die Oxidation von L-Arginin zu L-Citrullin und
Stickstoffmonoxid (Singh et al., 2006). Bei den Isoformen der NO-Synthase handelt
es sich um homodimere Enzyme, welche die gleichen Kosubstrate (molekularen
Sauerstoff, NADPH) und Kofaktoren (FMN, FAD, Tetrahydrobiopterin, H&am,
Ca?*/Calmodulin und Zn?*-lonen) haben (Stuehr, 1999). Es sind drei Isoformen
bekannt, die jeweils nach dem Zelltyp benannt wurden, aus dem sie das erste Mal
isoliert und kloniert wurden. Unterschieden werden die neuronale NO-Synthase
(nNOS oder NOS ), die induzierbare Form (iNOS oder NOS Il) und die endotheliale

4
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NO-Synthase (eNOS oder NOS lll). Ihre Regulationsmechanismen, die Mengen an
produziertem NO und die Expressionsmuster im Gewebe sind jeweils
unterschiedlich. Alle drei Isoformen haben Signalfunktionswirkung (Bogdan, 2001).
So konnte gezeigt werden, dass das von der iINOS hergestellte Stickstoffmonoxid
wegen seiner grol3en oxidativen Fahigkeiten zur Entstehung der Arteriosklerose
beitragt, wahrend das von der eNOS produzierte NO anti-arteriosklerotisch wirkt
(Glass et al., 2001).

1.6 Bioassay

Die Analyse der Wirkung von im Blutstrom zirkulierenden Mediatoren auf die
endotheliale LOX-1- und eNOS-Expression ist in vivo derzeit (noch) nicht mdglich.
Um die Wirkung von im Blutstrom zirkulierenden Mediatoren auf die LOX-1- und
eNOS-Expression in Endothelzellen dennoch untersuchen zu kénnen, wurde ein
indirektes Testverfahren in vitro (Bioassay) ausgewahlt. In diesem Bioassay werden
humane Endothelzellen, die aus Nabelschnurvenen isoliert und kultiviert werden, mit
dem Blut der Patienten unter Zellkulturbedingungen kultiviert. Die Zellen werden
geerntet, und die Expression von LOX-1 und eNOS kann bestimmt werden. Die
erhaltenen Daten kénnen unter Berlcksichtigung der notwendigen Kontrollversuche
als ein indirekter Nachweis fir eine Mediatorenwirkung auf die LOX-1- und eNOS-

Expression gedeutet werden.

1.7 Fragestellungen der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Mediatoren im Blut beim akuten
Koronarsyndrom auf die Expression von LOX-1 und eNOS Uber den oben
beschriebenen Biosassay in vendsen Endothelzellen untersucht. Fir die Versuche
wurden vendse Endothelzellen aus humanen Nabelschniren verwendet. Hierbei
handelt es sich um ein gut etabliertes in vitro Modell fir das humane Gefal3endothel,

so dass die klinische Ubertragbarkeit gewahrt ist.
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Folgende Hypothesen wurden untersucht:

Beim akuten Koronarsyndrom bestehen zwischen arteriellem und vendsem Blut
unterschiedliche Mediatorenzusammensetzungen. Dies fuhrt zu unterschiedlichen
Wirkungen auf die endotheliale Expression von eNOS und LOX-1. So sollte es beim
akuten Koronarsyndrom zu einer vermehrten Expression von LOX-1 in

Endothelzellen kommen.

Die Oxidation von L-Arginin zu L-Citrullin und Stickstoffmonoxid wird durch die eNOS
katalysiert. Beim akuten Koronarsyndrom herrscht ein NO-Mangel. Folglich liegt eine

verminderte eNOS-Expression in Endothelzellen beim akuten Koronarsyndrom vor.

Oxidiertes LDL ist ein Ligand von LOX-1. Bei steigender Konzentration von
oxidiertem LDL nimmt auch die endotheliale LOX-1-Expression zu.

Bei der Entstehung des akuten Koronarsyndroms sind Cytokine beteiligt. Sie kénnen

beim akuten Koronarsyndrom in Blut vermehrt nachgewiesen werden.
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[l Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Geréate

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien stammten in p.a.-Qualitat
von den folgenden Herstellern: GE HealthCare (Freiburg), Applied Biosystems
(Weiterstadt), Becton Dickinson (Heidelberg), Biochrom AG (Berlin), Biomol GmbH
(Hamburg), Bio-Rad Laboratories (Mtnchen), Dakocytomation Deutschland GmbH
(Hamburg), Fluka Chemie AG (Neu-UIm), Invitek, BD Biosciences (Karlsruhe), Merck
KGaA (Darmstadt), New England Biolabs GmbH (Frankfurt am Main), Promocell
Bioscience GmbH (Heidelberg), Roche AG (Grenzach-Whylen), Qiagen AG (Hilden),
Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Serva, Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim), VWR
International GmbH (Darmstadt).

Die in der folgenden Tabelle dargestellten Gerate fanden in der Laborarbeit

Verwendung.

Tabelle 1 Geréte fur Laborarbeit

ABI PRISM® 7700 Sequence Detection | Perkin-Elmer, Applied Biosystems,

System (TagMan®) Weiterstadt

Brutschrank Bachofer, Reutlingen

Thermocycler Perkin Elmer, Applied Biosystems

Drehrad Renner, Darmstadt

Elektrophoresekammern flir Proteine Amersham Biosciences, Freiburg
Bio-Rad Laboratories, Minchen

Geltrockner und Vakuumpumpe Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Gelkassetten Bio-Rad Laboratories, Minchen

Kahlzentrifuge Kontron 8.24 Heraeus, Hanau

Magnetruhrer MR 3000 Heidolph, Kehlheim

Mikroskop Zeiss, Jena

Mikrowelle Siemens, Minchen

Phosphoimager “Storm” mit Zubehoér Amersham Biosciences, Freiburg

Pipetten ,Pipettman” (2, 10, 20, 200, 1000 pl) | Abimed, Langenfeld

Powerpac 200/ 300 Bio-Rad Laboratories, Miinchen
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Spectrometer Gene Quant pro

Amersham Biosciences, Freiburg

Schittler

Heidolph, Kehlheim

Sicherheitswerkbank

Waldner, Wangen im Allgéau

Thermomixer compact

Eppendorf, Wessling-Berzdorf

Transferkammer

Bio-Rad Laboratories, Minchen

UV-Lampe

Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Vortexmixer 7-2020

NeolLab, Ebersburg

Zentrifuge Biofuge fresco

Heraeus, Hanau

Zentrifuge Biofuge pico

Heraeus, Hanau

Zentrifuge Rotixa 46 R

Hettich, Tuttlingen

Zentrifuge Rotina 50 RS

Hettich, Tuttlingen

Verbrauchsmaterialien: Klemmen, Schere, Pinzette, Knopfkanule, Spritzen, 50 ml

Kunststoffrohrchen (steril), Petrischalen, Pipetten, Pipettenspitzen, Mikroreaktions-

gefalle, Neubauer-Zahlkammer, Handschuhe.

2.1.2 Enzyme

Die folgend dargestellten Enzyme fanden in der vorliegenden Arbeit Anwendung.

Tabelle 2 Enzyme

Collagenase Typ I

Biochrom AG, Berlin

Trypsin-EDTA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

RNAse A Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen
DNase | New England Biolabs GmbH, Frankfurt

am Main

2.1.3 Antikorper

2.1.3.1 Primare Antikorper

Tabelle 3 Priméare Antikdrper

Anti-Human-Stickstoffmonoxid-Synthase
(eNOS)

Sigma-Aldrich-Chemie GmbH,
Taufkirchen

Anti-Human-Glycerinaldehyd-3-
Phophatdehydrogenase (GAPDH)

ADVANCED IMMUNO CHEMICALS,
Incorporated, California, USA

Anti-Human-,lectin-like-oxLDL"-Receptor
(LOX-1) aus Kaninchen, Aminosauren
143-273

Freundlicherweise von Dr. M.
Landsberger zur Verfigung gestellt.
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2.1.3.2 Sekundare Antikorper

Tabelle 4 Sekundéare Antikorper

Anti-Kaninchen IgG Sigma-Aldrich-Chemie GmbH,
Taufkirchen

Anti-Maus IgG Sigma-Aldrich-Chemie GmbH,
Taufkirchen

2.2 Gewinnung der Patientenproben

2.2.1 Die Koronarangiographie

Die Gewinnung der Patientenproben erfolgte im Rahmen einer diagnostischen
Koronarangiographie. Hierzu wurde nach lokaler Betdubung der Punktionsstelle die
Arteria femoralis in der rechten Leiste punktiert und der Katheter (ber die
Femoralarterie und die Aorta bis zum Herzen vorgeschoben. Aus der Aortenwurzel
erfolgte die Entnahme von 20 ml Blut. Nach Abschluss der Koronarangiographie
wurde ein Katheter in den Koronarsinus vorgebracht und ebenfalls 20 ml Blut
entnommen. Es folgte die Uberfilhrung samtlichen Bluts in beschriftete
Vollblutréhrchen (Vacutainer™) und die Zentrifugation bei 3.000 UpM fiir 15 Minuten
bei 4 C. Der Serumuberstand wurde danach abgenomme n und bei —80 T bis zur
weiteren Verwendung gelagert.

2.2.2 Einschlusskriterien

In die Studie wurden zwei Patientenkollektive eingeschlossen, zum einen Patienten
mit akutem Koronarsyndrom (ACS) und zum anderen Patienten mit einer stabilen
Koronaren Herzkrankheit (KHK) und Normalpatienten ohne angiographisch
nachweisbare Herzkrankheit. Die ACS-Patienten mussten die fur das ACS geltenden
Konsensus-Kriterien der ,Joint Committee for the Redefinition of Myocardial
Infarction der ,European Society of Cardiology” und des ,American College of
Cardiology“ von 1999 erflllen (Alpert et al., 2000):
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A: Signifikante Erhéhung und anschlie3end Abfall des Troponin | oder
CK-MB

und mindestens ein weiteres Kriterium der folgenden

B: Pektangindse bzw. ischamiesuspekte Beschwerden
Ischamietypische = EKG-Veranderungen (T-Negativierungen, ST-
Deszensionen, ST-Hebungen)

D: Entwicklung von Q-Zacken im EKG

E: Koronarintervention (PCI oder CABG)

Die Patienten mit chronisch stabiler KHK definierten sich durch den
angiographischen Nachweis von mindestens einer signifikanten Stenose mit = 30 %
Lumeneinengung. Bei den Normalpatienten fand sich keine angiographisch
nachweisbare Herzkrankheit. Alle in die Studie eingeschlossenen Patienten mussten
eine linksventrikulare Ejektionsfraktion von mindestens 40 % aufweisen.

Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit den Bestimmungen der Deklaration von
Helsinki durchgefuhrt. Studienprotokoll, Patienteninformation und das Formular fur
die Einverstandniserklarung wurden durch die Ethikkommission der Universitat

Greifswald genehmigt.

2.2.3 Weiteres Probandenkollektiv

Erganzend wurden Proben aus einer weiteren Studie, die an der Klinik fur Innere
Medizin B durchgefuhrt wurde und in deren Rahmen ebenfalls kardiovaskulare
Risikomarker bestimmt wurden, zur weiteren Auswertung herangezogen. Diese
Studie wurde in Ubereinstimmung mit den Bestimmungen der Deklaration von
Helsinki durchgefuhrt. Studienprotokoll, Patienteninformation und das Formular fur
die Einverstandniserklarung wurden durch die Ethikkommission der Universitat

Greifswald genehmigt.
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Tabelle 5

MATERIAL UND METHODEN

Charakteristika des weiteren Probandenkol  lektivs
Patienten (n=27) | Prozent

Gesamt 27 100

Manner (n) 16 59.3

Frauen (n) 11 40.7
Alter (Jahre) 62+2
Medianes Alter in Jahren

Manner (25% -75% Perzentile) |63 (52-71)

Frauen (25% -75% Perzentile) |62 (60-70)
Koronare herzkrankheit (n) 16 59.3
Risikofaktoren

Arterielle Hypertonie (n) 25 92.6

Systolischer RR (mm Hg) | 13843
Diastolischer RR (mm Hg) |81+2

Diabetes mellitus (n) 9 33.3
Aktuelle Medikation

Beta-Blocker 18 66.7

Statin 16 59.3

ACE-Hemmer 12 44.4

Diuretikum 8 29.6
Serumparameter

Geamtcholesterol, mmol/I 5.15+0.29 (n=24)

Triglyceride, mmol/l 1.80+0.26 (n=23)

HDL-Cholesterol, mmol/I 1.3040.08 (n=24)

LDL-Cholesterol, mmol/I 3.07+0.27 (n=24)
Rauchgewohnheit

Raucher 4 14.8

Nichtraucher 23 85.2

RR Blutdruck

11



2.3 Zellkulturtechniken

2.3.1 Medien fur Isolation und Kultur der Zellen

Transportmedium

Kulturmedium

10x HBSS

MATERIAL UND METHODEN

Penicillin / Streptomycin

Wasser (steril filtriert)

100
10
890

MCDB 131 (PAN, Aidenbach)

FCS

EGF

BFGF
Hydrokortison
Heparin

ECGS von Promocell

Penicillin / Streptomycin

L-Glutamin

EC-Medium mit 0,5, 10 bzw. 20% FKS

Heparin und EGF
BFGF

FKS
Hydrokortison
ECGS

0,5%

0,55 ml
0,1 ml
25 ml
1.0 ml
20 ml

Penicillin / Streptomycin 5,0 ml

L-Glutamin

50 ml

10%
0,55
0,1
50
1,0
2,0
5,0
5,0

2,0
0,1
1,0
1,0
500
2,0
5,0
5,0

ml
ml
ml
ml
ml
ml

ml

ml
ml

ml

%

ng/mi
ng/mi
pg/ml

ml
ml

ml

20%

0,55 ml
0,1 ml
100 ml
1,0 ml
20 ml
50 ml
50 ml

12
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2.3.2 HUVEC-Isolation aus humaner Nabelschnur

Die Isolierung von humanen Endothelzellen der Umbilikalvene (HUVEC) erfolgte
nach dem Protokoll von Stangl (Stangl et al., 2001). Direkt nach der Geburt wurden
die Zellen aus den Nabelschniren unterschiedlicher Individuen isoliert. Dazu wurde
eine Zellkulturflasche (75 cm? Grundflache) mit Fibronectin (10 pg/ml in Wasser)
beschichtet (30 min). Vier Spritzen (20 ml) wurden wahrenddessen mit gepufferter
Salzsdure nach Hank (HBSS) gefullt, die zuvor auf 37 T vorgewarmt wurde. Mit
Hilfe einer Knopfkanile wurde die Nabelschnur zweimal mit HBSS gespult. Daftr
wurde die Kantle in die Nabelschnurvene eingefuhrt und mit einer Klemme fixiert.
Kollagenase wurde in einer Spritze (10 ml) aufgezogen und HBSS-Reste mit einigen
Tropfen ausgespult. Die Nabelschnur wurde an einem Ende mit einer Klemme
verschlossen und dann mit der verbliebenen Kollagenase versehen. Es schloss sich
eine zwanzigminutige Inkubationszeit bei 37 T im C O»-Brutschrank an.
Anschlieend wurde die Kollagenase in eine Petrischale gegeben, die
Nabelschnurvene zweimal mit 20 ml HBSS nachgespult und die gesamte Flussigkeit
in ein Kunststoffrohrchen (50 ml) Gberfihrt. Nach funfmindtiger Zentrifugation bei
1.200 UpM (Rotina 46R) konnte der Uberstand abgesaugt werden. Die
Resuspension der Zellen erfolgte mit 15ml EC-Medium mit 20% fetalem
Kalberserum (FKS). Die Suspension wurde in die Zellkulturflasche gegeben. Nach 24
Stunden fand ein Mediumwechsel mit EC-Medium (10% FKS) statt.

2.3.3 Kultivierung der Zellen

Die Zellen wurden bis zur Bildung eines geschlossenen Zellrasens (Konfluenz) bei
37 € im Brutschrank inkubiert. Man bezeichnet diese Population auch als nullte
Passage (Py). Es folgte die Herstellung der ersten Passage (P1) aus der Po, woflr
zunéchst das Medium von den Zellen der Py entfernt wurde. Die Zellen wurden
einmal mit HBSS gewaschen. Es folgte eine dreiminitige Inkubationszeit mit 1 ml
Trypsin-EDTA. Die Zellen konnten dann unter leichtem Klopfen vom Boden der
Zellkulturflasche gelost werden. Die Ablésung wurde lichtmikroskopisch kontrolliert.
Es folgte die Uberfiihrung der entstandenen Zellsuspension in ein Kunststoffréhrchen
(15 ml). Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt. Die Zellen wurden
anschlieRend mit 10 ml EC-Medium mit 10% FKS resuspendiert. In Zellkulturflaschen
(75 cm?) wurden jeweils 5 ml Zellsuspension und 10 ml EC-Medium mit 10% FKS

13
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gegeben. Nach Konfluenz der Zellen erfolgte nach dem gleichen Verfahren die
Herstellung der weiteren Passagen. Fur die Experimente wurden Zellen in der
zweiten bis zur funften Passage verwendet. Dafir wurden die Zellen auf 6-Well-

Platten aufgeteilt (100.000 Zellen pro Vertiefung).

2.3.4 Exposition der Zellen

Um die Zellen in der Gg-Phase zu synchronisieren wurde das Medium von den Zellen
entfernt und 10 ml EC-Medium mit 0,5% FKS zugegeben. Es erfolgte die Inkubation
fur 24 Stunden bei 37 T. Nach dieser Zeit wurde da s EC-Medium abgesaugt und es
folgte die Behandlung mit dem Patientenserum. Das Patientenserum wurde zunachst
mit einem gleichen Teil EC-Medium (0,5% FKS) im Kunststoffrohrchen gemischt und
dann das Gemisch in die Vertiefungen gegeben, so dass der Boden gut bedeckt war.
Pro Patient wurden vier Vertiefungen verwendet, zwei fir die Proteinextraktion
(arteriell und vends) und zwei fur die RNA-Extraktion (arteriell und vengs). Als
Kontrolle dienten Zellen, die nur mit EC-Medium (0,5% FKS) behandelt worden
waren. Es folgte die vierstiindige Inkubation bei 37 T im Brutschrank. Anschliel3end
wurden der Uberstand abgenommen und die Zelle mit 1 ml HBSS gewaschen. Nach
dem Entfernen des HBSS wurden 250 pl Trypsin-EDTA auf die Zellen gegeben und
fur eine Minute im Brutschrank inkubiert. Das Losen der Zellen vom Plattenboden
wurde mit Hilfe eines Mikroskops kontrolliert. Zum Stoppen der Reaktion wurde 1 ml
EC-Medium (0,5% FKS) hinzugegeben. Das Zell-Medium-Gemisch wurde aus den
Vertiefungen jeweils in ein Mikroreaktionsgefal3 (2 ml) dberfihrt. Es folgte die
funfminutige Zentrifugation bei 13.000 UpM. Der Uberstand wurde verworfen, die
Zellen wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren

Verwendung bei —20 T gelagert.
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2.4 Methode zur Analyse von Nukleinsauren

2.4.1 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde von Saiki et al. entwickelt und 1985
veroffentlicht. Dabei handelt es sich um ein zyklisches Verfahren, bei dem sich drei
Teilschritte, ein Denaturierungs-, ein Anlagerungs- und ein Elongationsschritt,
wiederholen. Es ermoglicht die Verdopplung schon geringster eingesetzter DNA-
Mengen pro Zyklus. Die Denaturierung erfolgt bei 95, wodurch die
Doppelbindungen zwischen den beiden Strdngen aufgebrochen werden und sich die
beiden Strdnge der Matrizen-DNA trennen. Im zweiten Schritt kommt es zur
Hybridisierung der im Uberschuss vorhandenen Primer an die einzelstrangige
Matrizen-DNA (,Annealing“). Dies geschieht nach dem Prinzip der komplementaren
Basenpaarung. Entscheidend fir diesen Vorgang ist eine optimale Temperatur, in
der Regel um 55 C, die sich anhand des GC-Gehaltes des Primers berechnen lasst.
Im dritten und letzten Schritt wird die Temperatur auf 72 C erhoht. Hier liegt das
Temperaturoptimum der Tag-Polymerase (DNA-Polymerase von Thermus
aguaticus), die den DNA-Doppelstrang ausgehend vom Primer resynthetisiert, so
dass wieder eine doppelstrangige DNA vorliegt, die der urspriinglichen Matrizen-
DNA exakt gleicht (Saiki et al., 1985). Das Ergebnis kann jedoch durch Lese- oder

Einbaufehler verdndert sein.

2.4.2 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem ,RNEasy Mini Kit* der Firma Qiagen nach den
Angaben des Herstellers. Der Puffer RLT wurde mit 10 ul / ml B-Mercaptoethanol
versetzt. Nach Beschriftung der ,Mini-Spin-Saulen® mit der jeweiligen
Probenbezeichnung, wurde das aufgetaute Zellsediment mit 350 pl der RLT/B-
Mercaptoethanol-Mischung resuspendiert. Die Proben wurden unter Vermeidung von
Schaumbildung vorsichtig mit einer Spritze homogenisiert. Anschlie3end wurden den
Proben 350 pl 70%iges Ethanol zugesetzt und gut gemischt. 700 pl der Probe
wurden auf die ,RNEasy-Spin-Saule” pipettiert und anschliel3end bei 10.000 UpM

zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen.
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Zum Waschen der Membran wurden 350 ul des Puffers RW1 mittig auf die Spin-
Saule gegeben und wieder bei 10.000 UpM zentrifugiert. Abermals wurde der
Durchfluss verworfen.

Je Probe wurde jetzt eine Mischung aus 10 pl DNase | und 70 pl Puffer RDD
hergestellt. Die Saulenmembran wurde mit 80 pul DNase I-RDD-Mix versetzt. Es
folgte die DNase-Verdauung fir 15 Minuten bei Raumtemperatur.

Nach der Inkubation wurde die Spin-Saule erneut mit 350 pl Puffer RW1 versetzt und
es erfolgte die Zentrifugation fur 15 Sekunden bei 10.000 UpM zur Entfernung der
DNase. Das Sammelgefal3 der Saule wurde inkl. Durchfluss verworfen, die Spin-
Saule auf ein neues Zwei-ml-Sammelgefald gesetzt. In den folgenden zwei
Waschschritten wurde die Spin-Saule mit 500 pl Puffer RPE, dem vorher nach
Vorschrift Ethanol zugesetzt wurde, versehen. Nach der Zentrifugation bei 10.000
UpM fur 15 Sekunden wurde der Durchfluss verworfen. Es folgte die erneute
Versetzung mit 500 ul Puffer RPE. Anschlie3end wurde zur Trocknung der Membran
bei maximaler Umdrehung (13.000 UpM) fir zwei Minuten zentrifugiert. Beim
folgenden Abheben der Spin-Saule vom Sammelgefal? wurde jeglicher Kontakt der
Spin-Saule mit dem Ethanol vermieden.

Die Spin-Saule wurde jetzt auf ein neues 1,5 ml Mikroreaktionsgefald gesetzt und 25
ul RNase-freies Wasser auf die Membran gegeben. Es folgte eine Inkubation bei
Raumtemperatur fur funf Minuten, anschlielend erfolgte die Elution der RNA durch
Zentrifugation bei 13.000 UpM fur zwei Minuten. Dieser Schritt wiederholte sich ein
weiteres Mal, dieses Mal jedoch ohne die funfminitige Inkubationszeit. Die
Konzentration und die Reinheit der RNA wurden durch eine Absorptionsmessung bei
260 nm und 280 nm im Photometer bestimmt. Die Verdinnung von 1 pl Probe RNA
erfolgte mit 49 ul Wasser. Die Konzentration der RNA errechnet sich aus der OD bei
260 nm, einem fur RNA spezifischen Multiplikationsfaktor und der Verdinnung. Der
Quotient aus den Extinktionen bei 260 nm und 280 nm ist ein Mal3 fir die Reinheit
der RNA und sollte zwischen 1,8 und 2,1 liegen. Bis zur weiteren Verwendung wurde
die RNA bei -80 T gelagert.

2.4.3 Reverse Transkription

RNA kann nicht als Matrize fir DNA-Polymerasen, wie zum Beispiel die Tag-

Polymerase, dienen. Deshalb musste zunachst die gewonnene RNA in
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komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Dieses funktioniert mit Hilfe
von RNA-abhangigen DNA-Polymerasen, welche nach Anlagerung von Primern zur
Transkription der RNA féahig sind.

Zur Quantifizierung der RNA wurde das TagMan®-Prinzip verwendet. Hierfiir wurden
zunachst von jeder Probe, unter Verwendung einer Stammldsung (,Mastermix”), 100

pl cDNA hergestellt.

Mastermix: Wasser,steril 18,5 ul
10x TagMan Puffer RT 10,0 pl
MgCl, 22,0 pl
Deoxy NTPs Mixture 20,0 ul
Oligo-dT 50 ul
RNase Inhibitor 20 ul

Multi Scribe Reverse Transkriptase 25
(alle Applied Biosystems, Weiterstadt)

Fur jede Probe wurde eine RNA-Konzentration von 800 ng/ul eingestellt. Bis 38,5 pl
wurde das fehlende Volumen mit RNase-freiem Wasser aufgefullt. Anschlie3end
wurden 61,5 pl der Stammldsung hinzugefligt. Fir die reverse Transkription wurde
der ,Gene Amp PCR System 9600“ von Applied Biosystems nach dem folgenden
Protokoll verwendet: Zunéchst fand ein zehnminttiger Inkubationsschritt bei 25 C
statt. Es schloss sich die 30-minttige Phase der reversen Transkription bei 48 T an.
Die Inaktivierung der reversen Transkriptase erfolgte schlie3lich durch Erhitzen des
Ansatzes auf 95 T fur funf Minuten.

2.4.4 TagMan® (Reverse Transkriptions-PCR)

Die reverse Transkriptions-PCR basiert nach dem Schritt der reversen Transkription
auf dem gleichen Prinzip wie die konventionelle PCR. Mit ihrer Hilfe l&sst sich cDNA
durch Primer, die spezifisch fur die gesuchte cDNA-Sequenz sind, vervielfaltigen.

Sie folgt auch den drei Schritten der PCR: Denaturierung bei 95 T zur Trennung der
beiden Strange der Matrizen-DNA, Anlagerungen bei 55 T an die einzelstrangige

DNA und Elongation bei 72 T durch die Tag-Polymera se.
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Bei der quantifizierenden reversen Transkriptions-PCR wird kontinuierlich ein
Sondensignal detektiert, dessen Intensitat proportional mit zunehmender Menge der
Amplifikate intensiver wird. Bei der Sonde handelt es sich um eine kurze
komplementére Sequenz, die an die Matrizen-DNA bindet und an einem Ende mit
dem Quencher und am anderen Ende mit einem Reporterfluoreszenzfarbstoff (z. B.
VIC und FAM) markiert istt Da die Taqg-Polymerase, die auch eine
Exonukleaseaktivitat besitzt, bei der Synthese des komplementaren Stranges die
Sonde am 5°-Ende abbaut, werden Quencher und Reporter voneinander getrennt.

Dies fuhrt zu einer steigenden Reporterfluoreszenz, die gemessen werden kann.

2.4.5 Auswertung der reversen Transkriptions-PCR-Da  ten

Die Auswertung der RT-PCR-Daten erfolgte mit Hilfe von Standardkurven, welche fir
das jeweilige Gen berechnet wurden. Es besteht eine lineare, umgekehrt
proportionale Beziehung zwischen dem Logarithmus der eingesetzten Menge und
dem C.. Ist die Ausgangsmenge bekannt, kann eine Standardkurve durch Auftragen
des Logarithmus der Ausgangsmenge gegen den Ci-Wert konstruiert werden. Durch
die Geradengleichung
X=(Ci—b)/m
kann an der Standardkurve fir jede unbekannte Probe der Logarithmus der

Kopienzahl bestimmt werden (m = Steigung der Geraden, b = y-Achsenabschnitt).

LOX-1 Ci=-1,9546 X + 31,712
eNOS Ci=-1,4716 X + 35,033
18S RNA  C;=-2,7133 X + 38,564

Fur jedes Gen wurde auf diese Weise ein Wert fur jede Probe (arteriell und vends)
erstellt. Die Werte fir eNOS und LOX-1 wurden jeweils durch den entsprechenden
Wert fur 18S RNA dividiert und anschlieend als Exponent verwendet (Basis 10). Die
jeweilige Kontrolle wurde als 100% festgelegt und alle Werte prozentual auf die

Kontrolle bezogen.
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2.5 Methoden zur Analyse von Proteinen

2.5.1 Proteinisolierung

Lysepuffer: SDS 1 %
Natriumorthovanadat 1 mM
Tris / HCI pH 7,4 10 mM

Die Zellen wurden in 500 ul Lysepuffer resuspendiert und anschlieRend fur finf
Minuten bei 100 € inkubiert. Es folgte die funfmin ttige Zentrifugation mit 10.000
UpM bei Raumtemperatur. Der die Proteine enthaltende Uberstand wurde in ein
neues GefalR Uberfuhrt, das Sediment verworfen. AnschlieRend erfolgte die

Proteinbestimmung mittels der BCA-Methode.

2.5.2 Proteinbestimmung (BCA-Methode)

Das Prinzip dieser Methode beruht auf dem Nachweis der Bildung eines violetten
Farbkomplexes aus reduziertem Kupfer mit Bicinchoninsaure (BCA). Alkalische
Bedingungen fuhren zur Bildung von reduziertem Kupfer. Auch Cystein, Cystin,
Tyrosin, Tryptophan und die Peptidbindung fiihren zur Reduktion von Cu?* zu Cu*.
Die Menge an reduziertem Kupfer ist proportional der Proteinmenge. Die Bildung des
Farbkomplexes findet bei 37 C statt.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem ,BCA™ Protein Assay Kit* der Firma
Pierce. Nach Anleitung wurden 50 Teile der Losung A mit einem Teil der Losung B
gemischt. Jeweils 1 pl der Proteinlésung wurde mit 49 pul einer isotonen
Kochsalzlésung (0,9%) versetzt und 1 ml des Gemisches aus Lésung A und B
hinzugefugt. Fur den Leerwert wurden 50 pl isotone Kochsalzlésung verwendet. Es
schloss sich eine 30-minttige Inkubationszeit bei 37 T an. AnschlielRend wurden die
Proben auf Raumtemperatur abgekuhlt und die Proteine bei einer Wellenlange von
562 nm, dem Absorptionsmaximum des gebildeten Farbkomplexes, gemessen.

Zur Bestimmung einer Eichkurve wurde in Doppelbestimmung bei Proben
unterschiedlicher Proteinkonzentration (25, 125, 250, 500, 750 und 1000 pg/ml) das
Absorptionsmaximum gemessen. Uber eine lineare Regression wurde dann die

Eichkurve erstellt.
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2.5.3 Denaturierende Polyacrylamidelektrophorese na  ch Laemmli (1970)

Trenngel (10%): 30% Acrylamid (w/v) 16,6 ml
4x Tris, pH 8,8 12,5 ml
10% SDS (w/v) 0,5 ml
Wasser, steril 199 ml
10% APS (w/v) 0,5 mi
TEMED 50,0
Sammelgel: 30% Acrylamid 2,6 mi
4x Tris, pH 6,8 50 mi
10% SDS 200,0 ul
Wasser, steril 12,2 ml
10% APS 100,0 pl
TEMED 20,0 ul

Fur die Gelelektrophoresen wurde eine Gelkammer von Bio-Rad Laboratories,
Minchen, benutzt. Zwischen zwei unterschiedlich grol3e Glasplatten wurden zwel
Abstandshalter gebracht, durch zwei Klemmen aneinander fixiert und in der
Giel3vorrichtung befestigt. Es folgte das Gief3en des Trenngels (10%). Das Gel
wurde mit einem Butanol-Wasser-Gemisch uberschichtet, das beide Anteile in
gleichem Verhéltnis beinhaltete. Diese MalRnahme diente der Verhinderung von
Verdunstung und Austrocknung des Gels. Nachdem das Gel polymerisiert war,
wurde das Butanol-Wasser-Gemisch entfernt. AnschlieBend wurde das Sammelgel
gegossen und ein Kamm mit 15 Geltaschen luftblasenfrei eingesetzt. Die Platten
wurden nach Polymerisation des Gels in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die
Kammer wurde mit 1x SDS-Elektrophoresepuffer gefillt. AnschlieRend wurde der
Kamm vorsichtig entfernt und die Geltaschen mit Puffer gespult. 20 pg der
Proteinproben wurden mit einem Drittel des Probenvolumens vierfach konzentrierten
Laemmli-Puffers fur funf Minuten gekocht und dann auf Eis gestellt. Eine Geltasche

wurde mit 10 ul eines vorgefarbten GroRenstandards (,Precision Plus Protein™
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Standards®, von Bio-Rad Lab) gefillt, wahrend die anderen Geltaschen mit den
denaturierten Proteinproben gefillt wurden. Anschlie3end wurde eine Spannung von
100 Volt angelegt, bis die Banden des GroRRenstandards ausreichend genug
voneinander getrennt waren. Die Elektrophorese wurde beendet und das Gel aus der

Laufapparatur genommen.

Laemmli-Puffer: 0,25 M Tris pH 6,8
8%  SDS (w/v)
40% Glycerin (v/v)
20% [B-Mercaptoethanol (v/v)
0,02% Bromphenolblau (w/v)

SDS-Laufpuffer (1000 ml): 30,2 g Tris
144 g Glycin
10g SDS

2.5.4 Transfer von Proteinen

10x Blotpuffer: 1,5 M Glycin
0,2 M Tris

Vier Blatter Whatman®-Papier wurden auf die GréRe des Gels zurechtgeschnitten
und zusammen mit zwei Schwammen in 1x Blotpuffer eingeweicht. AuRerdem wurde
eine Hybond-P® PVDF Membran von Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, an
die Gelgrol3e angepasst. Die Membran wurde fur einige Sekunden mit Methanol
benetzt und anschlielend das Methanol mit destilliertem Wasser abgespililt.
Anschlielend wurde die Membran in 1x Blotpuffer gelegt. In die Haltevorrichtung
wurde zunachst ein Schwamm und anschlieRend zweimal Whatman®-Papier gelegt.
Das Gel wurde aus der Elektrophoreseapparatur genommen, zurechtgeschnitten und
auf das Whatman®-Papier gelegt. Die zurechtgeschnittene Membran wurde auf das
Gel platziert und mit zwei Lagen Whatman®-Papier und einem Schwamm bedeckt.

Nach grundlichem Verschliel3en der Vorrichtung wurde sie in die Transferapparatur
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eingesetzt. Dabei zeigte die Membran zur Anode, so dass die Proteine, die von der
Kathode zur Anode wandern, auf die Membran transferiert wurden. Dazu wurde die
Transferapparatur mit 1x Blotpuffer gefillt und eine konstante Spannung von 500 mA

fur zwei Stunden angelegt.

2.5.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Blockierungslésung: 5% Albumin Fraktion V in PBST
Waschpuffer: PBST

Nach dem Proteintransfer auf die Membran wurde sie fiur die zu untersuchenden
Proteine dicht unterhalb der 50 kD-Linie zerschnitten. Die beiden Halften der
Membran wurden jeweils fir eine Stunde mit der Blockierungslésung bei
Raumtemperatur inkubiert. Parallel dazu wurden die priméaren Antikdrper (GAPDH
1:5.000, LOX-1 1:2.000 und eNOS 1:10.000) in PBST (0,5%) mit BSA (1%) verdunnt.
Die Inkubation der Membran mit dem primaren Antikorper erfolgte Gber Nacht bei 4
T in der Kihlkammer. Um den nichtgebundenen Anteil des primaren Antikorpers zu
entfernen, wurden die Membranteile dreimal fir je zehn Minuten mit PBST
gewaschen. Die Inkubation des sekundaren Antikérpers (eNOS 1:20.000; LOX-1 und
GAPDH 1:10.000) erfolgte anschliel3end fiir eine Stunde auf dem Plattenschuttler bei
Raumtemperatur. Es schloss sich ein dreimaliger Waschgang mit PBST an, um den

nichtgebundenen zweiten Antikdrper zu entfernen.

Nachweis mittels verstarkender ,enhanced* Chemilumineszenz (ECL):

Nachweisléosung 1 und 2 (ECL Western Blot Nachweisreagenzien von Amersham
Biosciences, Freiburg) wurden in gleichen Volumina gemischt, wobei 125 pl/cm?
Membranflache bendtigt wurden. Die gewaschenen Membranteile wurden von
Uberschussiger Flussigkeit befreit und mit der Proteinseite nach oben auf ein Stlick
SaranWrap® gelegt. Es wurde so viel Nachweisreagenzgemisch auf die Membran
gegeben, dass die Membran nur durch die Oberflachenspannung komplett bedeckt
war. Die Inkubationszeit betrug exakt eine Minute. AnschlieBend wurde die
Uberschissige Flussigkeit entfernt und die Membranteile zwischen zwei Folien in
eine Filmkassette gelegt. In der Dunkelkammer wurde unter Rotlicht ein Film (AGFA
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CRONEX 5 18 x 24) auf die Membran gelegt. In der geschlossenen Filmkassette
wurde der Film dann fir eine Minute exponiert. AnschlieRend wurde der Film aus der
Kassette genommen und in eine Wanne mit Entwickler gelegt. Danach wurde der
Entwickler mit Wasser abgewaschen und der Film fixiert. Zuletzt wurde der Film noch
einmal fir wenige Minuten in ein Wasserbad gelegt. War die Signalintensitat zu
schwach, wurde die Expositionszeit fir einen zweiten Film entsprechend verlangert.

Abschliel3end wurden die Filme mit einem handelsiblichen Scanner digitalisiert. Zur

quantitativen Auswertung wurde das Programm TINA (Version 2.09g) genutzt.

2.5.6 “Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay” (ELISA)

Alle verwendeten ELISA-Kits beruhen auf dem Prinzip des Sandwich-ELISA. Diese
Abwandlung des ELISA ist besonders dafiir geeignet, sezernierte Produkte wie zum
Beispiel Cytokine nachzuweisen. Der Boden der Vertiefungen der Mikrotiterplatte
wird mit einem antigenspezifischen Antikdrper beschichtet, der mit hoher Affinitat an
die Antigene bindet und somit eine Konzentrierung bedingt, auch wenn die
eigentliche Antigenkonzentration in der Probe sehr gering ist. Ein zweiter mit einem
Enzym markierter Antikérper bindet nun an ein anderes Epitop des Antigens. Nicht-
gebundene Antikdrper werden in mehreren Waschschritten von der Platte
gewaschen. Der Nachweis des Antigens gelingt durch den gebundenen markierten
Antikdrper Uber einen enzymabhangigen Farbwechsel, der detektiert werden kann.

Die Intensitat der Farbreaktion ist proportional zur Antigenkonzentration.

2.5.6.1 Humaner TNF- a-ELISA

Die Bestimmung des humanen Tumornekrosefaktors-a im Patientenserum erfolgte
mit dem Quantikine® human TNF-a-ELISA der Firma R&D Systems. Zur Herstellung
der Standardkurve wurde zunadchst der TNF-a Standard mit 1 ml destilliertem
Wasser versetzt, um eine Stammloésung der Konzentration 10.000 pg/ml
herzustellen. Um eine vollstandige Losung zu erreichen, wurde der Ansatz fur 15
Minuten vorsichtig bei Raumtemperatur geschuittelt. Es wurden sieben
Mikroreaktionsgefal3e bereitgestellt. Ins erste Gefald wurden 900 ul des ,Calibrator
Diluent RD6-35" gegeben, in die Gbrigen Gefal3e jeweils 500 pl. Unter Verwendung
der Stammlosung wurde folgende Verdinnungsreihe hergestellt: 100 pl der
Stammldsung wurden ins Gefald mit den 900 ul des ,Calibrator Diluent* gegeben und
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gut vermischt. Anschlie3end wurden jeweils 500 ul des je hoher konzentrierten
Ansatzes in ein weiteres Gefa3 pipettiert und gemischt, so dass eine
Verdinnungsreihe mit den Konzentrationen 1.000, 500, 250, 125, 62,5, 31,5, und
15,6 pg/ml entstand. Als Nullstandard (0 pg/ml) diente der unverdinnte ,Calibrator
Diluent".

Zunachst wurden in jede Vertiefung der Mikrotiterplatte 50 pl des ,Assay Diluent
RD1F* pipettiert. AnschlieBend wurden 200 pl des Standards bzw. des
Patientenserums dazu gegeben. Dabei wurden Standard und Patientenserum in
Doppelbestimmung bestimmt. Die Platte wurde mit einer selbstklebenden Folie
versehen und fir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es schlossen sich vier
Waschgange an, bei denen jede Vertiefung in jedem Waschgang mit 400 pl
Waschpuffer gewaschen wurde. Durch Ausschlagen der Platte auf Papiertticher
wurde nach dem letzten Waschgang der Waschpuffer komplett entfernt.
Anschliel3end wurden 200 pl des TNF-a-Konjugates in die Vertiefungen pipettiert. Es
folgte eine zweistundige Inkubation bei Raumtemperatur der mit Folie abgedeckten
Mikrotiterplatte. Es schlossen sich wieder vier Waschgéange an. 200 pl der
Substratldsung wurden anschlieRend in die Vertiefungen pipettiert und zwanzig
Minuten, geschutzt vor Licht, bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zufiigen von 50 pl
Stopp-Losung konnte der Farbumschlag von blau nach gelb beobachtet werden. Die
optische Dichte wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm in dem
Mikrotiterplatten-Lesegerat ,Victor 1420 Multilabel Counter® gemessen. Aus der
ermittelten  Standardkurve konnten dann die TNF-a-Konzentrationen der

Patientenseren berechnet werden.

2.5.6.2 ,Oxidiertes LDL“-ELISA

Die Bestimmung des oxidierten LDL im Patientenserum erfolgte mit dem ,Oxidized
LDL ELISA" der Firma Mercodia nach Vorschrift des Herstellers. Alle Reagenzien
und Proben wurden vor deren Anwendung auf Raumtemperatur gebracht. Die
Patientenseren wurden vor Gebrauch mit ,Sample Buffer* 6.561fach verdinnt.
Anschliel3end wurden jeweils 25 ul des Calibrators, der beiden Kontrollen (L) und (H)
sowie die verdinnten Patientenproben in die entsprechenden Vertiefungen der
Mikrotiterplatte pipettiert. Der Kalibrator diente der spateren Erstellung einer
Standardkurve und war in den Konzentrationen O, 1,8, 3,6, 6,7, 14 und 28 U/ml
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vorhanden. In die Vertiefungen wurden dann 100 ul Assay Buffer gegeben. Es folgte
eine zweistlindige Inkubation bei Raumtemperatur auf einem Plattenschuttler. Durch
sechsmaliges Waschen mit jeweils 350 pl Waschpuffer wurden die nicht-reaktiven
Serumbestandteile entfernt. Durch kraftiges Ausschlagen der Platte auf eine
saugfahige Unterlage wurden die Reste des Waschpuffers vollstandig entfernt. Die
Vertiefungen wurden nun mit jeweils 100 pl ,Enzyme Conjugate” versehen. Daran
schloss sich eine einstiindige Inkubationszeit bei Raumtemperatur auf dem
Plattenschuttler an. Nach sechsmaligem Waschen, wodurch der ungebundene mit
Enzym markierte Antikdrper von der Platte entfernt wurde, wurden 200 pl des
~Substrate TMB* hinzugegeben. Die Platte inkubierte fur 15 Minuten ohne Schitteln
bei Raumtemperatur. Durch die Reaktion mit dem 3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin
(TMB) wurde das gebundene Konjugat nachgewiesen. Diese Reaktion wurde durch
Zugabe von 50 pl Stop Solution nach 15-Sekunden langem Schutteln gestoppt, um
einen kolorimetrischen Endpunkt zu liefern. Die optische Dichte wurde bei einer
Wellenldnge von 450 nm photometrisch mit dem ,Victor 1420 Multilabel Counter”

ermittelt und anhand der Standardkurve die Ergebnisse berechnet.

2.5.7 Durchflusszytometrie (“fluorescence activated cell sorting”, FACS)

Die Durchflusszytometrie wird zum Zahlen und Sortieren von unterschiedlichen
Zellen verwendet. Dieses geschieht, indem Zellen, die mit einem fluoreszierenden
Antikdrper markiert sind, in einem Strom durch einen Laserstrahl wandern. Das vom
Laser ausgesendete Licht wird an den Zellen gestreut. Sind mit einem Farbstoff
markierte Antikbrper an eine Zelle gebunden, werden sie durch das Licht zur
Fluoreszenz angeregt. Das gestreute und das emittierte Licht werden mit
Photodetektoren gemessen. Aus dem gestreuten Licht kdnnen Rickschlisse auf die
GroRe und die Granularitat der Zellen gezogen werden. Das emittierte Licht liefert
Informationen Uber die Bindung mit Antikorpern und damit Gber die exprimierten

Oberflachenproteine.

2.5.7.1 Bestimmungen unterschiedlicher Zytokine und Adhasionsmolekiile
mittels Durchflusszytometrie
Zur Bestimmung von CD40L, P-Selektin, tPA, VCAM-1, IL-6, IL-8 und MCP-1 wurde

das ,FlowCytomix Human Cardiovascular 7plex* der Firma Bender MedSystems,
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Wien, verwendet. Dieser Test beruht auf folgendem Prinzip: ,Mikrosphéaren” werden
mit Antikdrpern, die spezifisch fur die zu untersuchenden Analysanden sind,
beschichtet. Die so entstehenden ,Beads" unterscheiden sich in ihrer Grof3e und
hinsichtlich ihres Spektralbereichs. Ein Gemisch aus den fiir die gesuchten Stoffe
spezifischen ,Beads” und den zu untersuchenden Patientenproben wird inkubiert, so
dass die gesuchten Analysanden mit den Antikdrpern binden kdénnen. Ein zweiter mit
Biotin konjugierter Antikérper wird dem Gemisch hinzugeflgt. Er bindet an die
Analysanden, die bereits an die ,Beads” angelagert sind. Zuletzt wird ein
Streptavidin-Phycoerythrin-Gemisch hinzugefuigt. Dieses bindet an Biotin und
emittiert dann ein fluoreszierendes Signal, welches im FACS gemessen werden
kann.

Der Versuch wurde nach Vorschrift des Herstellers durchgefiihrt. Alle Reagenzien
und Proben wurden zuvor auf Raumtemperatur gebracht. Zunéachst wurde eine
Verdunnungsreihe pipettiert, die bei der spateren Auswertung zur Erstellung einer
Standardkurve diente.

Es folgte die Herstellung der ,Beads". Hierfur wurden die Reagenzien in destilliertem
Wasser geldst und fur fiunf Sekunden auf einem Vortexer gemischt. Anschliel3end
wurden jeweils 300 ul der sieben zu untersuchenden ,Beads” in ein Reaktionsgefal}
pipettiert, so dass ein Volumen von 2,1 ml entstand, und gemischt. Da der Test fur
zehn Analysanden ausgelegt war, aber nur sieben untersucht wurden, musste das
fehlende Volumen mit 900 ul ,Reagent Dilution Buffer* erganzt werden. Zur
Herstellung des Biotin-Konjugat-Gemisches wurden fur die sieben Analysanden
600 ul des jeweiligen Biotin-Konjugates und 1,8 ml ,Reagent Dilution Buffer*
gemischt, um ein Endvolumen von 6 ml zu erreichen. Zum Befeuchten der
Mikrotiterplatte wurden zunachst in jede Vertiefung 50 pl ,Assay Buffer” pipettiert. Mit
Hilfe einer Vakuum-Absaughilfe wurde die Flussigkeit entfernt. Die Platte wurde
kraftig gegen eine saugfahige Unterlage ausgeschlagen, um sie komplett zu
trocknen. AnschlieRend wurden jeweils 25 pl der Lésungen fir die Standardreihe,
25 ul ,Assay Buffer” fir den Leerwert, 25 ul ,Standard 1“ fur die Zytometereinrichtung
und jeweils 25 pl der Patientenproben in die Vertiefungen pipettiert. 25 ul ,Bead-
Losung”, die den ersten Antikdrper enthielten, wurden dann in jede Vertiefung
hinzugegeben. Es folgte die Versetzung jeder Vertiefung mit 50 ul Biotin-Konjugat-
Ldsung. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer selbstklebenden Folie abgedeckt und mit

Aluminiumfolie vor Licht geschitzt. Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fur

26



MATERIAL UND METHODEN

zwei Stunden auf dem Plattenschiittler bei 500 UpM. In der Zwischenzeit erfolgte die
Herstellung des Streptavidin-PE durch Losen von 176 pl des konzentrierten
Streptavidin-PE mit 5342 ul ,Assay Buffer®. Nach Entfernung der Folie wurde die
Flissigkeit mit Hilfe der Vakuum-Absaugeinrichtung von der Platte entfernt. Mit 100
pul ,Assay Buffer wurde die Platte zweimal gewaschen und die Flissigkeit
anschlielBend mit der Vakuum-Absaugeinrichtung entfernt. Die restliche Flissigkeit
wurde mit einem saugfahigen Tuch entfernt. AnschlieBend wurden 100 pl ,Assay
Buffer* und 50 pl Streptavidin-PE in jede Vertiefung pipettiert. Die Mikrotiterplatte
wurde wieder mit einer Folie abgedeckt und mit Aluminiumfolie vor Licht geschitzt.
Es schloss sich eine einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur auf einem
Plattenschuttler bei 500 UpM an. Die Flussigkeit wurde anschlieRend mit einer
Vakuum-Absaugeinrichtung entfernt. Es folgten zwei Waschschritte mit jeweils 100 pl
~Assay Buffer. Nach Absaugen mit der Vakuum-Absaughilfe wurde die restliche
Flissigkeit mit einem saugfahigen Tuch entfernt. Nach Zugabe von 200 pl ,Assay
Buffer* wurde der Inhalt der Vertiefungen durch Aspiration und Ejektion mit der
Pipette gemischt. Die 200 pl wurden in ein firs FACS geeignetes Gefald tberfihrt
und weitere 300 ul ,Assay Buffer* hinzugefuigt. Vor Nutzung des Zytometers wurde
ein Setup durchgefuhrt.

2.6 Statistische Auswertung

Nach Testung mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test ergab sich keine Normalverteilung
der Proben. Der Vergleich der Gruppen untereinander wurde mit dem Mann-
Whitney-Test fur unverbundene Stichproben durchgefinhrt.

Die Angabe der Mal3zahlen erfolgt, wenn nicht anders angegeben, nach folgendem
Schema: Median (10%-Perzentile; 90%-Perzentile) Mittelwert + SEM; Beispiel: 95,1
(21,1; 360,4) 141,8 + 23,9. Zur graphischen Darstellung dienen Saulendiagramme,
bei denen die &ulRRersten Markierungen jeweils die 10%- und 90%-Perzentilen
angeben. Die Begrenzungen der farblich hinterlegten Rechtecke markieren jeweils
die 25%- und 75%-Perzentile. Der Mittelstrich gibt den Median (50%-Perzentile) der
Stichprobe an.

Der Zusammenhang zwischen zwei quantitativen Variablen wurde mit dem
Korrelationskoeffizienten nach Spearman (p) bestimmt, da, wie oben beschrieben,

keine Normalverteilung vorlag, bzw. die Fallzahl den Nachweis einer
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Normalverteilung nicht zulie3. Bei einem signifikant von O unterschiedlichen
p erfolgte die Ermittlung der mathematischen Beziehung mittels Regression.

Alle statistischen Tests wurden zweiseitig durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde
auf 0,05 festgelegt. Ein p-Wert von <0,10 wurde als Kriterium zur Annahme einer
Tendenz angesehen.

Die Datenerfassung erfolgte mit dem Programm SigmaPlot, das auch zur
graphischen Darstellung verwendet wurde. Die statistische Auswertung wurde mit
SigmasStat durchgefihrt.
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Il Ergebnisse

Zur Untersuchung der Effekte von Mediatoren im Blut auf die Expression von LOX-1
und eNOS beim akuten Koronarsyndrom wurde bei 34 Patienten wahrend einer
Koronarangiographie arterielles Blut aus der Aortenwurzel und vendses Blut aus dem
Koronarsinus gewonnen. Bei 24 dieser Patienten wurde ein akutes Koronarsyndrom
(ACS+) diagnostiziert (siehe Kapitel 2.1.1). Als Kontrollgruppe wurden 10 Patienten
ohne nachweisbare koronare Herzkrankheit (ACS-) herangezogen.

In den Abbildungen sind die Gruppen durchgehend farblich markiert. Die Daten der
Effekte in der Kontrollgruppe sind durch die Farbe Blau, die Effekte der Gruppe mit
akutem Koronarsyndrom sind durch die Farbe Rot dargestellt. Zur Unterscheidung
zwischen arteriellen und vendsen Blutproben wurden Daten, die auf vendsen
Blutproben beruhen, zusatzlich zur Farbe gestreift dargestellt.

Aufgrund des teilweise fehlenden  Probenmaterials ist in  einigen

Untersuchungsergebnissen die Anzahl der untersuchten Proben reduziert.

3.1 LOX-1 Expression

3.1.1 Bestimmung der LOX-1 mRNA-Expression

Die Bestimmung der mRNA-Expression von LOX-1 und 18S RNA erfolgte mittels
quantitativer RT-PCR. Die Kopienzahl wurde anhand von Eichkurven ermittelt, die
Uber Verdunnungsreihen des klonierten PCR-Fragmentes generiert wurden.

Zellen, die mit Serum von Patienten mit akutem Koronarsyndrom behandelt wurden,
zeigten fur arterielle und vendse Blutproben im Vergleich zur Kontrollgruppe eine im
Trend leicht erhohte Expression der LOX-1 mRNA (Abb. 1, Tab. 6). Der Unterschied
war nicht signifikant (arteriell p = 0,57; venos p = 0,318).

In der Gruppe mit akutem Koronarsyndrom zeigte sich kein Unterschied in den
Effekten auf die Expression bei Inkubation der Zellen mit venésem Blut (0,5 + 0,2; n
= 23) verglichen mit arteriellem Blut (0,5 + 0,2; n = 23). Bei der Kontrollgruppe
konnten ebenfalls keine Unterschiede in den Effekten der arteriellen und vendsen
Blutproben auf die Expression (arteriell: 0,4 = 0,2; venés: 0,4 £ 0,1; n = 10; n. s.)

nachgewiesen werden.
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Abbildung1 LOX-1 mRNA-Expression. Konfluente HUVEC wurden vier Stunden mit den
Blutproben (Serum) inkubiert. Danach wurden die Kopienzahl der LOX-1 und 18S
RNA Expression mit quantitativer RT-PCR bestimmt. Die Daten zeigen das Verhaltnis
zwischen LOX-1 und 18S RNA Expression. Die Unterschiede zwischen den Proben
von Patienten mit akutem Koronarsyndrom und den Proben der Kontrollgruppe sind
nicht signifikant (n. s.). Die auReren Markierungen der Box-Plots zeigen die 10%- und
90%-Perzentile. Die Begrenzung der farblich hinterlegten Rechtecke markieren jeweils
die 25%- und 75%-Perzentile, der Mittelstrich gibt den Median (50%-Perzentile) der
Stichprobe an. Die Schraffierung gibt an, dass vendse Blutproben untersucht wurden.
Tabelle 6 LOX-1 mRNA-Expression. Im oberen Teil der Zellen wird jeweils der Median mit
10%- und 90%-Perzentile dargestellt. Der untere Teil zeigt jeweils den Mittelwert mit
Standardabweichung.
Akutes Koronarsyndrom Kontrollgruppe
Aorta
Median (25%- und 75%-Perzentile) 0,48 (0,26; 0,53) 0,39 (0,25; 0,49)
Mittelwert + Standardabweichung 0,45+ 0,19 0,39+ 0,15
Koronarsinus
Median (25%- und 75%-Perzentile) 0,48 (0,27; 0,64) 0,43 (0,26; 0,47)
Mittelwert + Standardabweichung 0,48 £ 0,21 0,39 +0,12

30



ERGEBNISSE

3.1.2 Bestimmung der LOX-1 Proteinexpression

Die Bestimmung der Proteinexpression von LOX-1 erfolgte immunologisch Uber
Western-Blot-Analysen (Abb. 2A), die anschlieRend digitalisiert und Uber
Densitometrie ausgewertet wurden.

Es zeigte sich eine deutliche Erhéhung der Proteinexpression von LOX-1 in den
Zellen, die mit arteriellem Blut von Patienten mit akutem Koronarsyndrom (1,83 +
0,81; n = 24) behandelt wurden, verglichen mit den Zellen, die mit arteriellem Blut der
Kontrollgruppe (0,81 + 0,48; n = 9) versehen wurden (p = 0,001). Ebenfalls zeigte
sich eine erhdhte LOX-1-Proteinexpression bei Zellen, die mit venésem Blut von
Patienten mit akutem Koronarsyndrom behandelt wurden (2,15 + 1,28; n = 24), im
Vergleich zur Kontrollgruppe (0,94 £ 0,67; n = 10; p = 0,003).

Keine Unterschiede im Effekt auf die Proteinexpression wurden zwischen arteriellen
und vendsen Serumproben gefunden (Abb. 2B, Tab. 7). Dies traf sowohl fur Proben,
die mit Serum von Patienten mit akutem Koronarsyndrom (arteriell: 1,8 £ 0,8, n = 24;
vends: 2,2 = 1,3, n = 23) als auch fur die Proben, die mit Serum der gesunden
Kontrollgruppe behandelt wurden, zu (arteriell: 0,8 + 0,5, n = 9; ven6s: 0,9 £ 0,7, n =
10).
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Abbildung 2 LOX-1 Proteinexpression. Konfluente HUV ~ EC wurden fir 4 Stunden mit den
Serumproben inkubiert. Um die Effekte auf die LOX-1 und GAPDH-Expression
zu ermitteln, wurde die Proteinexpression mittels W estern-Blot bestimmt.

A: Darstellung eines reprasentativen Western-Blots. Das Molekulargewicht des
Proteinstandards ist rechts in kDa angegeben.

B: Densitometrische Auswertung der Western-Blots. Die Daten zeigen eine deutliche
Erhéhung der Proteinexpression von LOX-1 durch Serumproben von Patienten mit
akutem Koronarsyndrom, sowohl arteriell (p = 0,001) als auch vends (p = 0,003). Die
auReren Markierungen der Box-Plots zeigen die 10%- und 90%-Perzentile. Die
Begrenzung der farblich hinterlegten Rechtecke markieren jeweils die 25%- und 75%-
Perzentile, der Mittelstrich gibt den Median (50%-Perzentile) der Stichprobe an
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Tabelle 7 LOX-1 Proteinexpression Im oberen Teil der Zellen wird jeweils der Median mit 10%-
und 90%-Perzentile dargestellt. Der untere Teil zeigt jeweils den Mittelwert mit
Standardabweichung.

Akutes Koronarsyndrom Kontrollgruppe
Aorta
Median (25%- und 75%-Perzentile) 1,71 (1,13; 2,29) 0,73 (0,41; 1,14)
Mittelwert + Standardabweichung 1,83+0,81 0,81 +0,48
Koronarsinus
Median (25%- und 75%-Perzentile) 1,83 (1,41; 2,64) 0,74 (0,55; 1,27)
Mittelwert + Standardabweichung 2,15+1,28 0,94 + 0,67

3.1.3 Vergleich der LOX-1 mRNA- und Proteinexpressi  on

Auch wenn die Effekte der Serumproben von Patienten mit akutem Koronarsyndrom
im Vergleich zu Effekten der Serumproben der Vergleichsgruppe zu einer Erhéhung
der LOX-1 mRNA- und Proteinexpression fuhrten, konnten untereinander keine
signifikanten Zusammenhange nachgewiesen werden (Abb. 3).
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Abbildung 3  Vergleich der mRNA- und Proteinexpressi on von LOX-1 im arteriellen (A) und
vendsen (B) Blut. In Blau werden die Daten der Kontrollgruppe, in Rot die Daten der
Gruppe mit akutem Koronarsyndrom dargestellt, arterielles Blut (Kreis), vendses Blut
(Quadrat).
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3.2 eNOS-Expression

3.2.1 Bestimmung der eNOS mRNA-Expression

Die Effekte der Serumproben auf die mRNA-Expression der endothelialen NO-
Synthase wurden ebenfalls mittels quantitativer RT-PCR und der Bestimmung der
Kopienzahl anhand einer Eichkurve ermittelt. Es konnten keine signifikanten
Anderungen der eNOS mRNA-Expression fiur die Proben von Patienten mit akutem
Koronarsyndrom gezeigt werden (Abb. 4, Tab. 8). Dies traf sowohl fur die arteriellen
als auch fur die ventsen Blutproben zu. Allerdings waren die Effekte von Proben von
Patienten mit akutem Koronarsyndrom, die aus dem Koronarsinus gewonnen
wurden, auf die eNOS-Expression starker (venés: 1,0 £ 0,5) als die Effekte der
arteriellen Blutproben (arteriell: 0,9 + 0,2; n = 23). Bei Blutproben der Kontrollgruppe
zeigten sich keine Unterschiede in den Effekten auf die Expression (arteriell: 0,8
0,2; vends: 0,8 £0,2; n = 10).
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Abbildung 4 mRNA-Expression der endothelialen NO-Sy

n=23 n=10 n=23
Koronarsinus

nthase. Konfluente HUVEC wurden

vier Stunden mit Patientenserum inkubiert. Danach wurde die eNOS und 18S mRNA
Expression mit quantitativer RT-PCR bestimmt. Die auf3eren Markierungen der Box-
Plots zeigen die 10%- und 90%-Perzentile. Die Begrenzung der farblich hinterlegten
Rechtecke markieren jeweils die 25%- und 75%-Perzentile, der Mittelstrich gibt den

Median (50%-Perzentile) de

Tabelle 8 mMRNA-Expression der endothelialen NO-Synt

r Stichprobe an.

hase Im oberen Teil der Zellen wird

jeweils der Median mit 10%- und 90%-Perzentile dargestellt. Der untere Teil zeigt

jeweils den Mittelwert mit St

andardabweichung.

Akutes Koronarsyndrom

Kontrollgruppe

Aorta
Median (25%- und 75%-Perzentile)
Mittelwert + Standardabweichung

0,88 (0,78; 0,93)
0,85 + 0,19

0,88 (0,72; 0,92)
0,81 + 0,19

Koronarsinus
Median (25%- und 75%-Perzentile)
Mittelwert + Standardabweichung

0,95 (0,82; 1,07)
1,00 +0,55

0,83 (0,77; 1,91)
0,84 +0,24
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3.2.2 Bestimmung der eNOS-Proteinexpression

Die Effekte auf die Expression der endothelialen NO-Synthase wurden mittels
Western-Blot analysiert.

In der Western-Blot-Analyse wurde eine vermehrte Proteinexpression der
endothelialen NO-Synthase fur die Zellen ersichtlich, die mit Proben von Patienten
mit akutem Koronarsyndrom behandelt wurden (arteriell: 1,11 + 0,46 vs. 0,82 + 0,26;
venos: 1,13 + 0,54 vs. 0,94 = 0,23). Die Unterschiede waren statistisch nicht
signifikant (Abb. 5, Tab. 9).
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A: Darstellung eines reprasentativen Western-Blots. Konfluente HUVEC wurden vier
Stunden mit Serumproben inkubiert. Danach wurde die Expression von eNOS und
GAPDH mittels Western-Blot bestimmt. Das Molekulargewicht des Proteinstandards
ist rechts in kDa angegeben.

B. Zellen, die mit Serum von Patienten mit akutem Koronarsyndrom behandelt
wurden, zeigten eine vermehrte Expression der eNOS verglichen mit der
Kontrollgruppe. Allerdings war dieser Zusammenhang nicht signifikant. Die duf3eren
Markierungen der Box-Plots zeigen die 10%- und 90%-Perzentile. Die Begrenzung
der farblich hinterlegten Rechtecke markieren jeweils die 25%- und 75%-Perzentile,
der Mittelstrich gibt den Median (50%-Perzentile) der Stichprobe an.
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Tabelle 9 Proteinexpression der endothelialen NO-Sy  nthase. Im oberen Teil der Zellen wird
jeweils der Median mit 10%- und 90%-Perzentile dargestellt. Der untere Teil zeigt
jeweils den Mittelwert mit Standardabweichung.

Akutes Koronarsyndrom Kontrollgruppe
Aorta
Median (25%- und 75%-Perzentile) 0,97 (0,80; 1,35) 0,86 (0,57; 1,03)
Mittelwert + Standardabweichung 1,11 £ 0,46 0,82 + 0,26
Koronarsinus
Median (25%- und 75%-Perzentile) 0,87 (0,75; 1,46) 0,90 (0,74; 1,15)
Mittelwert + Standardabweichung 1,13+0,54 0,94 + 0,23

3.2.3 Vergleich der eNOS mRNA- und Proteinexpressio n

Im Western-Blot zeigte sich fur HUVEC, die mit Serumproben von Patienten mit
akutem Koronarsyndrom inkubiert wurden, eine positive Korrelation zwischen der
MRNA-Expression und der Proteinexpression der Koronarsinusproben (p = 0,0259, r
= 0,496, n = 20; Abb. 6B). Eine positive Korrelation konnte ebenfalls fur HUVEC, die
mit arteriellen Proben behandelt wurden, nachgewiesen werden (p = 0,0208; n = 22;
Abb. 6A).

HUVEC, die mit Serumproben von Patienten der Vergleichsgruppe behandelt
wurden, zeigten im Trend eine negative Korrelation zwischen der mRNA-Expression
und der Proteinexpression, sowohl arteriell (p = 0,13; n = 9; Abb. 6A) als auch venoés
(p =0,096; n = 10; Abb. 6B).
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ression. Im arteriellen (A) und venésen

(B) Blut. Diese Zusammenhange wurden mit dem Korrelationskoeffizienten nach
Spearman bestimmt.
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3.3 Zusammenhang LOX-1 und eNOS

Es konnte gezeigt werden, dass arterielle und vendse Blutproben Mediatoren
enthalten, die sowohl die LOX-1 als auch die eNOS-Expression bei Patienten mit
akutem Koronarsyndrom im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe erhéhen, wenn
HUVEC mit den Blutproben inkubiert werden (Abb. 7 und 8). Ein signifikanter
Zusammenhang lie3 sich allerdings nicht nachweisen. Es zeigten sich lediglich
Trends bei der Korrelation der Expression der LOX-1 mRNA sowie der eNOS
Proteinexpression bei den Koronarsinusproben der Patienten mit akutem

Koronarsyndrom (p = 0,078; Daten nicht gezeigt).
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3.4 Vergleich der Konzentration von oxidiertem LDL mit der
Expression von LOX-1

Da nicht von allen Probanden ausreichend Material fir die Untersuchung zur
Verfigung stand, konnte mittels ELISA nur bei 20 Patienten (12 Probanden mit
akutem Koronarsyndrom, 8 Probanden der Kontrollgruppe) die Konzentration von
oxidiertem LDL bestimmt werden. Mit steigender Konzentration von oxidiertem LDL
stieg auch die LOX-1 Proteinexpression in HUVEC, die mit Seren von Patienten mit
akutem Koronarsyndrom behandelt wurden. Fir ventse Serumproben waren die
Ergebnisse statistisch signifikant (p = 0,011; Abb. 10); fur arterielle Serumproben

zeigte sich im Trend eine positive Korrelation (p = 0,07; Abb. 9).

44



ERGEBNISSE

41 r=0,524
p = 0,075

Relative Proteinexpression von LOX-1

O T T T T T 1

50 60 70 80 90 100 110

Konzentration des oxidierten LDL in mU/I

Abbildung 9 Vergleich der Konzentration von oxidier tem LDL mit der LOX-1
Proteinexpression beim akuten Koronarsyndrom in den arteriellen Proben. Die
Daten zeigen im Trend eine positive Korrelation (p = 0,07).
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Abbildung 10 Vergleich der Konzentration von oxidie rtem LDL mit der LOX-1
Proteinexpression beim akuten Koronarsyndrom in den vendsen Proben. Die
Daten zeigen eine positive Korrelation (p = 0,011).
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Auf mRNA-Ebene lie3en sich keine statistisch signifikanten Zusammenhange zeigen.

Im Trend zeigte sich jedoch in beiden Gruppen, dass bei steigender Konzentration

an oxidiertem LDL die mRNA-Expression von LOX-1 abnahm, wenn eine
Statintherapie vorlag (Abb. 11).
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3.5 Bestimmung von Risikofaktoren

Des Weiteren wurden in den Serumproben Uber Durchflusszytometrie mit dem
~FlowCytomix Human Cardiovascular 7plex* folgende kardiovaskulare Risikofaktoren
bestimmt: sP-Selektin, tPA, sVCAM-1, IL-8, MCP-1.

Hierbei zeigte sich zuné&chst eine signifikante Erh6hung der Konzentrationen von sP-
Selektin [arteriell: 267 + 689 ng/ml (ACS-) vs. 426 + 261 ng/ml (ACS+), p = 0,010;
vends: 92 + 82 ng/ml (ACS-) vs. 438 = 273 ng/ml (ACS+), p = 0,001; Abb. 12, Tab.
10] und tPA [(arteriell: 214 + 504 pg/ml (ACS-) vs. 1080 £ 1000 pg/ml (ACS+), p =
0,011; vends: 235 + 482 pg/ml (ACS-) vs. 995 + 857 pg/ml (ACS+), p = 0,009; Abb.

13, Tab. 11] bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom.
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Abbildung 12 sP-Selektinkonzentration.

Stichprobe an.

Tabelle 10 sP-Selektinkonzentration in pg/ml.

n=24 n=9 n=23
Aorta Koronarsinus

Die sP-Selektin-Konzentration in den Serumproben wurde
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Es zeigt sich eine erhdhte Konzentration des
sP-Selektins beim akuten Koronarsyndrom sowohl arteriell (p < 0,001) als auch vends
(p = 0,001). Die aul3eren Markierungen der Box-Plots zeigen die 10%- und 90%-
Perzentile. Die Begrenzung der farblich hinterlegten Rechtecke markieren jeweils die
25%- und 75%-Perzentile, der Mittelstrich gibt den Median (50%-Perzentile) der

Median mit 10%- und 90%-Perzentile dargestellt. Der untere Teil zeigt jeweils
Mittelwert mit Standardabweichung.

Im oberen Teil der Zellen wird jeweils der

den

Akutes Kor onarsyndrom

Kontrollgruppe

Aorta

Median (25%- und 75%-Perzentile) 449 (220; 617) 44 (0,00; 86)
Mittelwert + Standardabweichung 426 £ 261 267 + 689
Koronarsinus

Median (25%- und 75%-Perzentile) 455 (225; 568) 78 (34; 148)
Mittelwert + Standardabweichung 454 + 268 91+78
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Abbildung 13 tPA-Konzentration. Die tPA-Konzentration in den Serumproben wurde mittels

Durchflusszytometrie bestimmt. Es zeigt sich eine erhdhte tPA-Konzentration beim
akuten Koronarsyndrom sowohl arteriell (p = 0,011) als auch vends (p = 0,009). Die
auBBeren Markierungen der Box-Plots zeigen die 10%- und 90%-Perzentile. Die
Begrenzung der farblich hinterlegten Rechtecke markieren jeweils die 25%- und 75%-
Perzentile, der Mittelstrich gibt den Median (50%-Perzentile) der Stichprobe an.

Tabelle 11 tPA-Konzentration in ng/ml.  Im oberen Teil der Zellen wird jeweils der Median mit
10%- und 90%-Perzentile dargestellt. Der untere Teil zeigt jeweils den Mittelwert mit
Standardabweichung.

Akutes Koronarsyndrom Kontrollgruppe
Aorta
Median (25%- und 75%-Perzentile) 1034 (128; 1808) 27 (0,00; 144)
Mittelwert + Standardabweichung 1080 £+ 1000 214 + 504
Koronarsinus
Median (25%- und 75%-Perzentile) 926 (147; 1752) 80 (0,00; 129)
Mittelwert + Standardabweichung 995 + 857 235 +482

Fur sVCAM-1, MCP-1 und Interleukin-8 konnten keine signifikanten Unterschiede in
den Konzentrationen zwischen arteriellen und venésen Proben der Versuchsgruppen
nachgewiesen werden (Abb. 14, Tab. 12-14).
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Abbildung 14 Konzentration von sVCAM-1 (A), Interle ukin-8 (B) und MCP-1 (C). Die
Konzentrationen in den Serumproben wurden mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
Es konnten keine statistisch signifikanten Zusammenhange aufgezeigt werden. Die
auBBeren Markierungen der Box-Plots zeigen die 10%- und 90%-Perzentile. Die
Begrenzung der farblich hinterlegten Rechtecke markieren jeweils die 25%- und 75%-
Perzentile, der Mittelstrich gibt den Median (50%-Perzentile) der Stichprobe an.
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Tabelle 12 sVCAM-1-Konzentration in ng/ml.  Im oberen Teil der Zellen wird jeweils der Median
mit 10%- und 90%-Perzentile dargestellt. Der untere Teil zeigt jeweils den Mittelwert
mit Standardabweichung.

Akutes Koronarsyndrom Kontrollgruppe
Aorta

Median (25%- und 75%-Perzentile)
Mittelwert + Standardabweichung

2672 (1602; 3201)
2485 + 1477

2218 (1826; 3940)
2922 + 1643

Koronarsinus
Median (25%- und 75%-Perzentile)
Mittelwert + Standardabweichung

2272 (1589; 3312)

2401 £ 1364

2635 (2262; 2935)
2642 + 832

den

Tabelle 13 Interleukin 8-Konzentration in pg/ml. Im oberen Teil der Zellen wird jeweils der
Median mit 10%- und 90%-Perzentile dargestellt. Der untere Teil zeigt jeweils
Mittelwert mit Standardabweichung.
Akutes Koronarsyndrom Kontrollgruppe

Aorta

Median (25%- und 75%-Perzentile) 87 (41; 141) 91 (36; 124)

Mittelwert + Standardabweichung 113+ 88 84 + 50

Koronarsinus

Median (25%- und 75%-Perzentile) 100 (46; 192) 86 (34; 141)

Mittelwert + Standardabweichung 143+135 95 + 64

Tabelle 14 MCP-1-Konzentration in pg/ml.  Im oberen Teil der Zellen wird jeweils der Median mit
10%- und 90%-Perzentile dargestellt. Der untere Teil zeigt jeweils den Mittelwert mit
Standardabweichung.

Akutes Koronarsyndrom Kontrollgruppe
Aorta

Median (25%- und 75%-Perzentile)
Mittelwert + Standardabweichung

1358 (686; 2212)
1445 + 884

1112 (988; 169)
1261 + 563

Koronarsinus
Median (25%- und 75%-Perzentile)
Mittelwert + Standardabweichung

1481 (617; 2454)
1551 + 919

1294 (1063 ; 1537)
1246 + 435
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HUVEC, die mit Serum von Patienten mit akutem

Koronarsyndrom behandelt wurden, gezeigt werden, dass eine positive Korrelation
fur die sP-Selektin- und MCP-1-Konzentration sowie fur die MCP-1- und sVCAM-1-
Konzentration besteht (Abb. 15).
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A: sP-Selektin- und MCP-1-Konzentration in arteriellen Blutproben.
B: sP-Selektin- und MCP-1-Konzentration in venésen Blutproben.
C: MCP-1- und cVCAM-1-Konzentration in arteriellen Blutproben.
D: MCP-1- und cVCAM-1-Konzentration in vendsen Blutproben.
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3.6 Korrelation zwischen LOX-1 Expression und tPA-S  piegel

Beim akuten Koronarsyndrom nahm mit steigender LOX-1 mRNA-Expression der

Spiegel an tPA im arteriellen Blut ab. Diese Abnahme verfehlte knapp das

statistische Signifikanzniveau (p = 0,0623; n = 20; Abb. 16A). Im vendsen Blut beim

akuten Koronarsyndrom sowie bei arteriell und venés in der Kontrollgruppe lie3en

sich keine signifikanten Korrelationen nachweisen.
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Abbildung 16 Vergleich der LOX-1 mRNA Expression mi  t der tPA-Konzentration.
A: In den arteriellen Serumproben beim akuten Koronarsyndrom nimmt mit steigender
LOX- mRNA Expression die Konzentration von tPA ab.
B: In den arteriellen Blutproben der Kontrollgruppe.
C: In den vendsen Blutproben beim akuten Koronarsyndrom.
D: In den vendsen Blutproben der Kontrollgruppe.
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Auf Proteinebene wurden keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen (Daten
nicht gezeigt).

3.7 Korrelation zwischen LOX-1 Expression und tPA-S  piegel bei

einem weiteren Probandenkollektiv

Da mit einem deutlichen Trend gezeigt werden konnte, dass mit steigender LOX-1
MRNA-Expression die tPA-Konzentration beim akuten Koronarsyndrom im arteriellen
Blut abnimmt, wurden die Blutproben aus der Vena mediana cubiti 27 weiterer
Probanden analysiert und die tPA-Konzentration und die mRNA- und
Proteinexpression von LOX-1 bestimmt. Bei diesen Probanden lag keine koronare
Herzkrankheit vor. 16 Probanden waren mannlichen Geschlechts, 26 litten unter

einer arteriellen Hypertonie und 9 an Diabetes mellitus (siehe Tab. 5).
Hierbei konnte sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene eine negative

Korrelation zwischen LOX-1 Expression und dem tPA-Spiegel aufgezeigt werden
(Abb. 17).
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Abbildung 17 Vergleich der LOX-1 mRNA- und Proteine  xpression und tPA-Konzentration

A: Auf mMRNA-Ebene zeigen die Daten eine negative Korrelation (p = 0,034, r = -0,409,

n = 27).

B: Auf Proteinebene zeigen die Daten ebenfalls eine negative Korrelation (p = 0,04, r
=-0,398, n = 27).
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IV Diskussion

Das akute Koronarsyndrom ist die Akutmanifestation der Arteriosklerose. Da die
Arteriosklerose und ihre Folgeerkrankungen eine der haufigsten Todesursachen in
der westlichen Welt zukommt, steht sie in bedonderem Interesse der Forschung.
Dabei kommt der Erforschung des Einflusses von LOX-1 als einer der
Hauptrezeptoren fur oxidiertes LDL und von der eNOS als Enzym, welches NO mit

wichtigen anti-arteriosklerotischen Eigenschaften bildet, eine besondere Rolle zu.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von Mediatoren im Blut auf die
Expression von LOX-1 und eNOS beim akuten Koronarsyndrom untersucht. Bereits
zuvor konnten Mediatoren identifiziert werden, die die Expression von LOX-1
erhohen. Hierzu gehéren bestimmte Cytokine wie bspw. Interleukin-1a und -B sowie
TNF-a (Hofnagel et al., 2004). Aber auch durch proinflammatorische, oxidative und
mechanische Einflisse kann die Expression von LOX-1 erhoéht werden (Chen et al.,
2002, Mehta et al., 2002). Diese vermehrte Expression von LOX-1 findet sich in
Makrophagen, glatten Muskelzellen der GefalRe sowie in Endothelzellen (Draude et
al.,, 1999, Moriwaki et al., 1998, Nagase et al., 1998). In der Pathogenese der
Arteriosklerose spielen diese Zellen eine besondere Rolle. Es kommt zur Apoptose
von glatten Muskelzellen (Kataoka et al., 1999, Kume et al., 2004) und zur
Produktion von Matrixmetalloproteinasen (Li et al.,, 2003). Die hierdurch erhéhte
Proteaseaktivitdt ist eine Erklarung fur die vermehrte Abspaltung von LOX-1.
AulRerdem fuhrt, als weitere Ursache, die Aktivierung der Gerinnung auf
Thrombozyten im Rahmen der Thrombusbildung zur vermehrten LOX-1-Expression
(Chen et al., 2001). Auch durch die Mediatoren Endothelin und Norepinephrin,
welche beide durch Ischamie oder proinflammatorische Prozesse vermehrt
exprimiert werden, wird die Expression von LOX-1 in Kardiomyozyten induziert (lwai-
Kanai et al., 2001). Unter der Hypothese, dass LOX-1 als Marker fir die Diagnose
des akuten Koronarsyndroms dienen konnte, konnte die Arbeitsgruppe um
Hayashida ebenfalls eine erhohte Expression von LOX-1 beim akuten
Koronarsyndrom zeigen (Hayashida et al., 2005). Auch in dieser Arbeit zeigte sich,
dass die Expression von LOX-1 auf Proteinebene in HUVEC durch Mediatoren im

Blut von Patienten mit akutem Koronarsyndrom sowohl arteriell als auch vends
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erhoht war (siehe Kapitel 3.1.2). Dies bestatigt die bereits oben erwahnten
Ergebnisse. Auf mMRNA-Ebene liel3 sich kein Unterschied in der Expression von LOX-
1 zwischen akutem Koronarsyndrom und Kontrollgruppe nachweisen (siehe Kapitel
3.1.1). Hierfur konnten posttranslationelle und -transkriptionelle Faktoren urséchlich

sein.

Eine weitere Zielstellung dieser Arbeit war, die Unterschiede der Mediatorenwirkung
auf die LOX-1-Expression im arteriellen und venésen Blut darzustellen. So wird LOX-
1 bekanntermal3en in vivo hauptsachlich in groRen Arterien (z. B. Aorta, Karotiden
und Koronarien) sowie Venen exprimiert (Chen et al., 2002, Sawamura et al., 1997).
In dieser Arbeit konnten als Bestatigung fir diese Ergebnisse keine Unterschiede
hinsichtlich der Effekte von venésem und arteriellem Blut auf HUVEC gezeigt
werden. Folglich mul3 die Mediatorenwirkung sowohl in Arterien als auch in Venen

gleichermal3en vorhanden sein.

Da beim akuten Koronarsydnrom in der vorliegenden Studie nur eine vermehrte
Proteinexpression, nicht aber eine vermehrte mMRNA-Expression von LOX-1
nachgewiesen werden konnte, zeigte sich auch kein Zusammenhang zwischen
MRNA- und Proteinexpression von LOX-1 (siehe Punkt 3.1.3). Ursachlich fur dieses
Ergebnis kdonnte die Expressionskinetik von LOX-1 sein. Wird LOX-1 mit Endothelin
1, welches bekanntermal3en zu einer vermehrten LOX-1-Expression fuhrt, inkubiert,
zeigt sich die hdchste Expression nach einer Stunde im Vergleich zu langerer
Inkubation (Morawietz et al., 2001). Da fur die hier vorliegende Arbeit eine
vierstiindige Inkubationszeit gewahlt wurde, kénnte die LOX-1-Expression schon

wieder abgefallen sein.

Es konnte gezeigt werden, dass der endothelialen Dysfunktion eine wichtige
Schlusselrolle in den frihen Stadien der Entwicklung einer Arteriosklerose zukommt.
Hierbei ist sie beteiligt an der Progression der Plaqueentwicklung sowie an der
Entstehung arteriosklerotischer Komplikationen (Kinlay et al., 1997, Ross, 1999). Die
endotheliale  Dysfunktion ist gekennzeichnet durch einen Mangel an
vasodilatatorischen Substanzen, allen voran NO, wahrend ,endothelial derived
contracting factors” vermehrt nachweisbar sind (Lerman et al., 1992). Wahrscheinlich
spielt die endotheliale Dysfunktion eine wichtige Rolle bei der Entwicklung eines
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akuten Koronarsyndroms mit instabiler Angina pectoris oder akutem Myokardinfarkt
(Libby, 2001).

Hinsichtlich der Expression der endothelialen NO-Synthase konnte in dieser Arbeit
eine vermehrte Proteinexpression beim akuten Koronarsyndrom gezeigt werden.
Vaziri et al. (1999) konnten zeigen, dass die Expression von eNOS unter Inkubation
mit einem NO-Donor herunter reguliert wird. Im Gegensatz dazu fuhrt NO-Mangel zu
einer vermehrten Expression von eNOS. Dies fihren die Autoren auf einen negativen
Feedbackmechanismus zuriick, der auch bei den hier vorliegenden Ergebnissen
zugrunde liegen konnte. Unter der Minderperfusion beim akuten Koronarsyndrom
kommt es zu einem NO-Mangel, der zu einer starkeren Expression der eNOS flhrt.
Desweiteren zeigte sich in der vorliegenden Arbeit im vendsen Blut eine hdhere
MRNA-Expression der eNOS beim akuten Koronarsyndrom im Vergleich zum
arteriellen Blut. Da das vendse Blut poststenotisch entnommen wurde, kbnnte es
verstarkend auf den negativen Ruckkopplungsmechanismus wirken.

Zudem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass bei den Proben von Patienten
mit akutem Koronarsyndrom mit steigender mRNA-Expression auch die
Proteinexpression der endothelialen NO-Synthase zunimmt. Dies bestatigte als
Kontrolle, dass das experimentelle System fir die Analysen geeignet war.

Obwohl in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass es beim akuten
Koronarsyndrom zu einer Zunahme der LOX-1- und eNOS-Expression kommt, zeigt
sich untereinander nur im Trend eine positive Korrelation. Beim akuten
Koronarsyndrom herrscht ein Mangel an Stickstoffmonoxid (Yazici et al., 2007). Dies
ist neben dem oben beschriebenen Mechanismen auch bedingt durch den Abbau
von LDL in der Gefaldwand, der zu einer gesteigerten Superoxid-Anionen-Produktion
und Inaktivierung von NO fuhrt (Hamsten, 1995, Palmer et al., 1988). Ausgehend
davon, dass die Hochregulierung der eNOS-Expression auf einen NO-Mangel
zurtckzufihren ist, kbnnen hiermit die Ergebnisse von Smirnova et al. (2004)
bestatigt werden. Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass es bei Mangel an
Stickstoffmonoxid zu einer Hochregulierung von LOX-1 in Endothelzellen kommit.

Mehta et al. (1998) konnten zeigen, dass oxidiertes LDL die Expression von LOX-1
auf mRNA- und Proteinebene konzentrationsabhangig erhoht. Li et al. (2001)
bestatigten diese Ergebnisse und zeigten aul3erdem, dass oxidiertes LDL tUber LOX-

58



DISKUSSION

1 zur Apoptose fuhrt. Auch in der hier vorliegenden Arbeit bestatigen sich diese
Ergebnisse. Es konnte eine positive Korrelation zwischen der Konzentration von
oxidiertem LDL und der LOX-1 Proteinexpression beim akuten Koronarsyndrom
sowohl in den arteriellen als auch in den venésen Blutproben nachgewiesen werden.
Auf mRNA-Ebene lielen sich keine signifikanten Zusammenhange zeigen. Unter
Bertcksichtigung der schon im Vorfeld bestehenden Statintherapie konnen hier die
Ergebnisse von Li et al. (2001) bestatigt werden. Statine inhibieren die durch
oxidiertes LDL hervorgerufene Expression von LOX-1 (Landsberger et al.,

Manuskript in Vorbereitung).

Biomarker finden in den unterschiedlichen Mechanismen der Entwicklung bzw.
Ruptur einer arteriosklerotischen Plague wie endotheliale Dysfunktion, Inflammation,
oxidativer Strel3, Proteolyse und Thrombose unterschiedliche Aufgaben (Martin-
Ventura et al., 2009).Wie bereits erwdhnt spielen Lipide eine besondere Rolle in der
Entwicklung der endothelialen Dysfunktion. Durch erhéhte Plasmaspiegel stimulieren
sie die Expression von Adhasionsmolekilen. Bei der endothelialen Dysfunktion weist
das Endothel einen inflammatorischen Zustand auf, der durch Antikdrper, oxidativen
Stress, kardiale Risikofaktoren oder Zytokine ausgelost wird (Merten, 2006). Dies
fuhrt zur Bildung von Zytokinen, Interleukinen sowie Adhasionsmolekilen wie E-
Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 (Ruggeri, 2000). Selektine gehoren zu der Gruppe der
Adhasionsmolekiile, welche durch Entziindungsreaktionen auf aktiviertem Endothel
induziert werden (Moro et al.,, 1994). Wechselwirkungen zwischen Endothel und
Leukozyten kénnen so ausgelost werden. In dieser Arbeit zeigt sich, dass die
Konzentrationen von sP-Selektin in den Blutproben der Patienten mit akutem
Koronarsyndrom sowohl arteriell als auch vends signifikant erhdht sind. Bei dieser
Gruppe der Zelladhasionsmolekile handelt es sich um membranstandige
Glykoproteine mit einer distalen lectindhnlichen Domane, die spezifische
Kohlenhydratgruppen bindet. Induziert werden sie auf durch Entziindungsreaktionen
aktiviertem Endothel, so dass Wechselwirkungen zwischen Endothel, Leukozyten
und aktivierten Thrombozyten ausgelost werden (Anwaruddin et al., 2007). Bereits
viele Studien zuvor haben sich mit der Konzentration von Adhasionsmolekilen und
dem Risiko des Auftretens kardiovaskularer Ereignisse beschéftigt. So konnte
gezeigt werden, dass zukunftige kardiovaskulare Ereignisse bei erhohten sP-
Selektinkonzentrationen bei gesunden Frauen vermehrt auftraten (Ridker et al.,
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2001). Eine weitere Studie zeigte, dass anhand der sP-Selektinkonzentration
zwischen stabiler Angina pectoris und akutem Koronarsyndrom unterschieden
werden kann (Guray et al., 2004). Dass sich die Konzentration von sP-Selektin als
Marker fur die Thrombozytenaktivierung eignet, konnte allerdings nicht gesichert
werden (Anwaruddin et al., 2007). Die prognostische Wertigkeit der Konzentration
von Adhésionsmolekilen muss jedoch nach Auswertung der ,British Regional Heart
Study* kritisch gesehen werden (Malik et al., 2001). In dieser Studie konnte lediglich
fur 36 % der Probanden, die ein kardiovaskulares Ereignis erlitten, eine positive

Vorhersage getroffen werden.

Der ,tissue-type plasminogen activator* (tPA) ist ein Protein, das aus Endothelzellen
der GefaBRwand freigesetzt wird. Er wirkt als korpereigener Aktivator der Fibrinolyse.
Es handelt sich hierbei um eine Serinprotease, die Plasminogen in Plasmin
umwandelt und so die Blutgerinnung hemmt. Das aktivierte Endothel weist, bedingt
durch den Verlust an NO, verminderte antikoagulative Eigenschaften auf (Merten,
2006). Das Ausmald an Erhoéhung der tPA-Konzentration ist ein Indikator fur die
Stoérung der Fibrinolyse und sagt die Prognose von Patienten mit akutem
Koronarsyndrom voraus (Ridker et al., 1993). tPA spielt eine wichtige Rolle in der
Entwicklung der Arteriosklerose durch Aktivierung des inflammatorischen Systems
durch Freisetzung von Mediatoren wie z. B. Interleukin-6 (Biasucci et al., 1996). In
dieser Arbeit konnten fur tPA signifikant erhohte Konzentrationen in den arteriellen
und vendsen Blutproben beim akuten Koronarsyndrom im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Dies bestatigt die Ergebnisse von Ehlers et al.
(2001).

Fur sVCAM-1, Interleukin-8 und MCP-1 konnten in dieser Arbeit keine signifikant
erhohten Konzentrationen beim akuten Koronarsyndrom nachgewiesen werden.
VCAM-1 ist ein Adhasionsmolekil. Es kann in der Zellkultur durch inflammatorische
Zytokine wie Interleukin-1b oder TNF-a in der Expression induziert werden, naive
Zellen exprimieren kein oder nur sehr wenig VCAM-1 (Osborn et al.,, 1989). Die
Konzentration von VCAM-1 ist nach Induktion fir zwei bis drei Stunden am hdchsten
und fallt dann tber mehrere Tage wieder ab (Collins et al., 1995). Dies kénnte auch
die Erklarung fur das vorliegende Ergebnis sein. Zum einen ist nicht bekannt, wie viel

Zeit zwischen Infarktbeginn und Gewinnung des Serums vergangen ist, zum anderen
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lag die Inkubationszeit in dieser Arbeit bei vier Stunden, so dass die Expression
wieder fallend gewesen sein konnte und somit kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Gruppen zu messen war.

Interleukin-8 ist ein Chemokin, welches von Endothelzellen, Monozyten und
Fibroblasten gebildet wird. Im Rahmen von Entzindungen dient es als Mediator bei
der chemotaktischen Rekrutierung von Leukozyten in das entzindete Gewebe.
Bereits 2007 konnten Wang et al. darlegen, dass die Konzentration von Interleukin-8
bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe sowie zu Patienten mit stabiler Angina pectoris signifikant erhéht ist.
Zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe mit stabiler Angina pectoris zeigte sich
kein Unterschied. MCP-1 ist ebenfalls ein Chemokin, welches als Mediator der
chemotaktischen Rekrutierung von Monozyten in entzindetes oder verletztes
Gewebe dient. So konnte gezeigt werden, dass viele unterschiedliche Stimuli,
Endothelzellen, glatte Muskelzellen der Gefal3e und Kardiomyozyten zur Bildung von
MCP-1 bringen konnen und somit die Ausbildung einer chronischen
Entzindungsreaktion bedingen kénnen (Gerszten et al., 2000). In der Arterienwand
befindliches oxidiertes LDL kann die Produktion von MCP-1 in Gefal3zellen erhdéhen
und somit die Adhasion von Monozyten an die Endothelzellen férdern (Han et al.,
1998). Folglich konnte auch gezeigt werden, dass die Plasmaspiegel von MCP-1
beim akuten Koronarsyndrom erhoht sind (Aukrust et al., 2001). Zusétzlich zeigten
Studien, dass erhohte MCP-1-Plasmakonzentrationen mit anderen kardiovaskularen
Risikofaktoren assoziiert sind und ein hoheres Risiko fur das zukinftige Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse vorhersagten (de Lemos et al., 2003; Deo et al., 2004).
Somit kommt der erhdhten Plasmakonzentration von MCP-1 auch ein prognostischer
Vorhersagewert zu. In dieser Arbeit zeigt sich kein Unterschied in der Konzentration
von Interleukin-8 und MCP-1 zwischen der ACS- und Kontrollgruppe. Ursachlich
hierfir konnte die Wirkung von Statinen sein. Dje N'Guessan et al. konnten 2009
zeigen, dass in der Zellkultur die Zellen, die mit Statinen behandelt wurden,
Interleukin-8 und MCP-1 geringer sezernieren.

Es konnte mit deutlichem Trend gezeigt werden, dass mit steigender LOX-1 mRNA-
Expression der Spiegel an tPA im arteriellen Blut beim akuten Koronarsyndrom

abnimmt. Um diese These zu uberprufen, wurden bei weiteren 27 Blutproben, die im
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Rahmen einer anderen Untersuchung gewonnen wurden, mRNA- und
Proteinexpression von LOX-1 sowie die tPA-Konzentration bestimmt. Hierbei zeigte
sich sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene eine signifikante negative
Korrelation zwischen der LOX-1 Expression und der tPA-Konzentration. Diese
Ergebnisse sprechen dafir, dass bei erhthter LOX-1-Expression eine gestorte
Gerinnung vorliegen konnte und somit prothrombotische Effekte ausgebildet werden

kdnnten.
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V  Zusammenfassung

Der Rezeptor fur oxidiertes LDL (LOX-1) und die endotheliale NO-Synthase spielen
bei der Entstehung und dem Voranschreiten der Arteriosklerose eine wichtige Rolle.
Viele Faktoren, welche die Expression von LOX-1 und eNOS beeinflussen, wurden
identifiziert. In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte von Mediatoren im Blut auf

die Expression von LOX-1 und eNOS beim akuten Koronarsyndrom untersucht.

Hierfir wurden Patienten wéahrend einer Koronarangiographie Serumproben aus der
Aorta sowie dem Koronarsinus entnommen. Es erfolgte die Inkubation der
Serumproben mit humanen venésen Endothelzellen der Nabelschnurvene (HUVEC)

fur vier Stunden.

Die LOX-1 Expression zeigte sich beim akuten Koronarsyndrom auf Proteinebene
signifikant erhoht, auf mRNA-Ebene lieBen sich keine Unterschiede in der
Expression nachweisen. Hierfir kdnnen posttranslationale und —transkriptionale
Effekte verantwortlich sein. Korrespondierend zu diesem Ergebnis zeigte sich mit
steigender Konzentration von oxidiertem LDL die LOX-1 Proteinexpression beim
akuten Koronarsyndrom erhoht. Im Trend nahm die LOX-1 mRNA-Expression bei

steigender Konzentration an oxidiertem LDL unter Statintherapie ab.

Auch fur die eNOS zeigten sich ahnliche Ergebnisse. Auf Proteinebene kam es zu
einer signifikant erhéhten eNOS-Expression bei Zellen, die mit Serum von Patienten
mit akutem Koronarsyndrom behandelt wurden. Auf mRNA-Ebene zeigt sich auch
hier kein Unterschied in der Expression verglichen zur Kontrollgruppe. Zugrunde
liegen konnte ein negativer Rickkopplungsmechanismus. Durch einen beim akuten
Koronarsyndrom entstehenden NO-Mangel kénnte die Expression der eNOS erhdht

werden.

Fur die Effekte auf die LOX-1 und eNOS-Expression sind Mediatoren im Blut

verantwortlich.
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AulRerdem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Konzentration von
oxidiertem LDL mit der LOX-1 Proteinexpression bei HUVEC, die mit Seren von
Patienten mit akutem Koronarsyndrom behandelt wurden, korreliert. Auf mRNA-
Ebene lie3 sich dieser Zusammenhang nicht nachweisen. Im Trend zeigte sich
jedoch bei steigender Konzentration an oxidiertem LDL eine abnehmende mRNA-
Expression von LOX-1 unter einer Statintherapie.

In der Bestimmung kardiovaskularer Risikofaktoren mittels Durchflusszytometrie
zeigten sich beim akuten Koronarsyndrom signifikant erhéhte Konzentrationen an
sP-Selektin und und tPA, sowohl in den arteriellen als auch in den vendsen
Serumproben. sP-Selektin gehort zur Gruppe der Adhasionsmolekile, die durch
Entzindungsreaktionen, wie sie beim akuten Koronarsyndrom vorliegen, auf
aktiviertem Endothel induziert werden. tPA ist ein wichtiger Teil der Blutgerinnung
und dient als Indikator fir die Stérung der Fibrinolyse. AuRerdem kommt es durch
tPA zur Freisetzung von Mediatoren, die durch Aktivierung des inflammatorischen

Systems zur Entwicklung der Arteriosklerose beitragen.

Fur sVCAM-1, Interleukin-8 und MCP-1 konnten in dieser Arbeit keine signifikant
erhohten Konzentrationen beim akuten Koronarsyndrom nachgewiesen werden,
obwohl andere Arbeitsgruppen bereits positive Zusammenhange nachweisen
konnten. Es bleibt weiteren Studien vorbehalten, die Rolle dieser Mediatoren auf die
LOX-1 Expression mit spezifischen Hemmstoffen zu untersuchen.

Mit steigender LOX-1 mRNA- und Proteinexpression nimmt die tPA-Konzentration

ab. Urséachlich scheint eine bei erhthter LOX-1-Expression vorliegende gestorte
Gerinnung mit Ausbildung prothrombotischer Effekte zu sein.
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