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Meiner Familie



Zusammenfassung

Hyaluronsaure (HA) kommt u.a. in der extrazellularen Matrix (EZM) und in der
endothelialen Glykokalyx (eGC) vor. Auch im Rahmen der Atherosklerose scheint sie
Bedeutung zu haben, da die HA-Synthese-Hemmung nachweislich Atherogenitat
fordert. Ihre Funktionen konnten kontextspezifisch charakterisiert werden: Innerhalb des
Myokards und in der eGC scheint die HA eine protektive Funktion innezuhaben,
wohingegen es durch oxidativen Stress zur HA-Degradation in niedermolekulare
Fragmente kommt, die pro-inflammatorisch und somit gewebeschadlich agieren. HA
kann sowohl bei physiologischen als auch pathologischen Zustanden erhéht im

Blutstrom nachgewiesen werden.

Ziel unserer Untersuchung war es die Bedeutung der zirkulierenden HA bei der
koronaren Herzkrankheit (KHK) bzw. der kardialen Ischamie zu charakterisieren.

Bis zur Durchfliihrung unserer Untersuchung in 2015/16 gab es keine veroffentlichte
Studie hinsichtlich zirkulierender HA bei kardialer Ischamie mit koronarangiographisch
gesicherter Koronarsklerose. Wir untersuchten daher in einer prospektiven
unizentrischen Studie am  Universitatsklinikum Duisseldorf die Plasma-HA-
Konzentrationen von Patienten (n=140), die anhand ihres koronarangiographischen
Befundes und ihres klinischen Status in drei Gruppen eingeteilt wurden.

So unterschieden wir Patienten mit nachgewiesener stenosierender KHK, die entweder
eine stabile Angina pectoris oder ein akutes Koronarsyndrom ((non)-ST-segment
elevation myocardial infarction; NSTEMI bzw. STEMI) aufwiesen. Die Referenzgruppe
hatte einen angiographisch unauffalligen Koronarstatus. Plasma-HA-Spiegel wurden
zudem in Hinblick auf KHK-pradisponierende Risikofaktoren analysiert.
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom erniedrigte HA-Werte im Vergleich zu solchen mit stabiler KHK
vorliegen. Ebenso wurden reduzierte Plasma-HA-Werte bei Patienten sowohl mit
aktivem Nikotinabusus, als auch LDL-Hyperlipoproteindmie nachgewiesen. Basierend
auf unseren Ergebnissen kdnnte Plasma-HA als Marker bei kardialer Ischamie dienen.
Ferner lassen unsere Ergebnisse vermuten, dass einem eGC/EZM-schadigenden
Einfluss und einer HA-Degradation durch Nikotinverzicht und medikamentdse
Lipidsenkung entgegengewirkt werden kann. Die Mechanismen fir die Plasma-HA-
Reduktion unter den genannten Bedingungen sind bis jetzt noch unklar. Weitere Studien,
die speziell die HA-Fragmente in der Zirkulation und mogliche Zell-/Rezeptor-

Interaktionen untersuchen, sind erforderlich.
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Summary

Hyaluronic acid (HA) occurs mainly in the extracellular matrix (ECM) and in the eGC.

It also seems to be relevant in the context of atherosclerosis as inhibition of its synthesis
has been shown to promote atherogenicity. Its functions could be characterized in a
context-specific manner: Within the myocardium and in the eGC, HA seems to have a
protective function, whereas oxidative stress leads to HA degradation into low-molecular
fragments, which act pro-inflammatory and thus tissue-damaging. HA can be detected

at increased levels in the bloodstream in both physiological and pathological conditions.

The aim of our study was to characterize the importance of circulating HA in coronary
artery disease (CAD) and cardiac ischemia.

Until our research was carried out in 2015/16, there was no published data regarding
circulating HA in cardiac ischemia with angiographically confirmed CAD.

In a prospective, unicentric study at the University Hospital Disseldorf, we therefore
examined the plasma HA concentrations in patients (n= 140) who were divided into three
groups based on their coronary angiographic findings and clinical presentation.

We differentiated between patients with proven obstructive CAD who either had stable
angina or an acute coronary syndrome ((non)-ST-segment elevation myocardial
infarction; NSTEMI and STEMI).

The reference group showed angiographically unremarkable coronary status.

The plasma HA values were additionally analysed regarding various CAD-promoting risk
factors.

In summary, our results show that patients with acute coronary syndrome have lower
HA levels than those with stable CAD. Reduced plasma Ha levels were also found in
patients with ongoing nicotine consumption as well as LDL hyperlipoproteinemia.
Based on our results, plasma HA could thus serve as a marker in cardiac ischemia.
Furthermore, our results suggest that an eGC / ECM-damaging and HA degradation can
be measurably counteracted by nicotine withdrawal and application of lipid-lowering
agents. The underlying mechanisms for HA reduction in plasma are still unclear. Further
studies, specifically examining HA fragments in circulation and potential cell/ receptor

interactions are required.
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1 Einleitung

1.1 Kardiovaskuldre Erkrankungen

Kardiovaskulare Erkrankungen haben unverandert grol3e Bedeutung fir die Gesundheit,

vor allem der westlichen Bevolkerung. Die koronare Herzerkrankung gehort mit einer

Lebenszeitpravalenz von 9,3% bei 40-79-Jahrigen zu den wichtigsten Volkskrankheiten.

Neben hoherem Lebensalter und mannlichem Geschlecht ist auch ein niedriger sozialer

Status mit einer hoheren Lebenszeitpravalenz einer KHK und einem Herzinfarkt

verbunden [1].

1.1.1 Koronare Herzkrankheit

Die koronare Herzerkrankung (KHK) beschreibt die klinisch relevante Manifestation der

Atherosklerose in den Herzkranzarterien [2].

Folgende kardiovaskulare Risikofaktoren werden unter anderem flir eine vorzeitige

Atherosklerose-Bildung verantwortlich gemacht [3], [4]:

Mannliches Geschlecht

Lebensalter (Manner = 55 Jahre; Frauen = 65 Jahre)

Arterielle Hypertonie (AHTN)

Tabakkonsum bzw. chronisch hohe Feinstaubbelastung

Low-density lipoprotein (LDL)-Cholesterin-Erhdhung bzw. high-density lipoprotein
(HDL)-Cholesterin-Erniedrigung bzw. andere Lipidstoffwechselstérungen
(Hypertriglyzeridamie, Lipoprotein a Erh6hung)

Adipositas (v.a. abdominell betonte Fettspeicherung; Taillenumfang >94 cm bei
Mannern; > 80 cm bei Frauen)

Kdrperliche Inaktivitat

Atherogene Diat

Diabetes mellitus (HbA1c = 7%), bzw. Glukosetoleranzstérung mit einem
Nuchternblutzucker = 100 mg/dl

Chronische Niereninsuffizienz (CKD)

KHK/Herzinfarkte bei erstgradigen Familienangehdrigen vor dem 55. Lebensjahr (LJ;
bei Mannern) bzw. 65. LJ (bei Frauen)

Niedriger soziobkonomischer Status

Chronische Entziindungszustande



1.1.2 Akutes Koronarsyndrom und myokardiale Nekrose

Beim akuten Koronarsyndrom (ACS) liegt atiologisch meist eine Koronarsklerose
zugrunde. Haufigste Ursache fur die Uberwiegend akut eintretende Myokardischamie ist
ein kompletter thrombotischer Verschluss eines Koronararterienastes nach Plaqueruptur
mit konsekutiver absoluter Koronarinsuffizienz [5], [6]. Unter anderem durch Scherkrafte
getriggert, konnen die stabilen Plaqueablagerungen innerhalb der Intima durch
Degradation der endothelialen Glykokalyx destabilisiert und somit vulnerabel werden.
Durch Ruptur der Intimaschicht und Aktivierung pro-koagulatorischer Faktoren [7] bildet
sich ein Thrombus, der das Lumen des HerzkranzgefaRes einengen bzw. komplett
verschlief3en kann.

Neben diesem, als am haufigsten auftretend beschriebenen pathophysiologischen
Mechanismus der Plaqueruptur (60-80%), konnte bei Patienten mit ACS weitere
Morphologien der sogenannten culprit lesion ausgemacht werden [8]. So wird als
zweithaufigste Entitat die Plaqueerosion beschrieben [9], bei der es zur
Thrombusbildung in einem Bereich mit Diskontinuitdt der Endothellzellschicht ohne
Unterbrechung der schiitzend Uber einem lipidreichen Kern liegenden fibrésen Kappe
kommt [10]. Die Plaqueerosion, die ca. in 20-40% der Falle auftritt, wird gehauft bei
Frauen und jliingeren Patienten mit plétzlichem Herztod beobachtet [8].

Zwar ist das Mortalitatsrisiko bei akutem Myokardinfarkt (AMI) Uber die letzten Dekaden
dank effektiverer PraventionsmalRnahmen - u.a. durch Behandlung pradisponierender
Faktoren und Begleiterkrankungen - und verbesserter und gezielterer akuter
Interventionsstrategien zunehmend gesunken, jedoch treten dadurch post-ischamische
Komplikationen wie z.B. Herzinsuffizienz, Klappeninsuffizienz, Herzrhythmusstérungen
oder plétzlicher Herztod haufiger auf [11], [12].

Die Entwicklung innovativer Therapieoptionen, um das Langzeitliberleben flr Patienten
nach AMI oder myokardialer Ischamie/Reperfusion (I/R), insbesondere in Bezug auf
Prohibition post-ischamischer Komplikationen zu verbessern, ist daher von besonders

grol3em klinischem Interesse [13], [14].



1.2 Atherosklerose

Der Pathomechanismus, der der Entwicklung einer KHK bzw. eines Myokardinfarkts
zugrunde liegt, ist die Atherosklerose. Sie beschreibt einen pathologischen,
degenerativen Prozess arterieller Blutgefalte. Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat das
Verstandnis der Atherosklerose viel Wandel durchlaufen, sodass heutzutage nicht mehr
ausschliefllich  von einem chronisch- degenerativen, durch Lipid-Retention
hervorgerufenen, sondern vielmehr auch von einem chronisch-inflammatorischen
Prozess ausgegangen wird [15].

Durch Endothelschadigung kommt es bei der Atherogenese durch Einwanderung von
Entziindungszellen (Neutrophilen, Monozyten und T-Lymphozyten) zur Auslésung einer
lokalen Inflammation. T-Lymphozyten werden durch Zytokin-Stimulation getriggert,
sodass vaskulare glatte Muskelzellen von der Media in die Intima migrieren und dort
proliferieren. Durch die Permeabilitatsveranderungen der Arterienwand lockert sich der
Zellverbund und FlUssigkeit sowie Lipide kénnen eindringen. Lipoproteine wie z.B. LDL
werden in der Intima durch Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies oxidiert (oxLDL)
und fordern die Infiltration von Entziindungszellen in die GefalRwand. Makrophagen
nehmen das oxLDL auf und werden im Verlauf als Schaumzellen bezeichnet. Im
Weiteren unterlaufen die Schaumzellen der Apoptose, das Lipid akkumuliert neben den
proliferierenden vascular smooth muscle cells (VSMC) in der Intima und es formiert sich
eine sogenannte Plaque. In Reaktion auf den Inflammationsstimulus werden Enzyme,
sogenannte Matrix- Metalloproteasen (MMPs) exprimiert, die die extrazellulare Matrix
(EZM) abbauen und dadurch penetrieren kdnnen. Nach proteolytischem Abbau der
MMPs und dadurch generierter Peptide, die sogenannten Matrikine, kommt es zur
Akkumulation dieser in der EZM mit Entfaltung eines pro-inflammatorischen Milieus [16].
Weiterhin wird durch die Kommunikation zwischen T-Lymphozyten und Makrophagen
die Expression pro-koagulatorischer Gewebefaktoren (TF, tissue factor) erhdht, die bei
der Plaqueruptur fur die Thrombusbildung und die nachfolgenden Akutkomplikationen
der Atherosklerose verantwortlich sind [16], [17]. Die fibrose Kappe der Plaque trennt
das Gefallumen vom thrombogenen Kern der Plaque und ist als solche die letzte
Barriere fur die Thrombusbildung. Anders als zuvor angenommen, bestimmt nicht der
Kollagengehalt der fibrosen Kappe die Plaque-Stabilitat, sondern der inflammatorisch-
getriggerte Abbau der Kollagenmatrix und die dadurch fortschreitende Verdiinnung der
Faserkappe mit konsekutivem Intima-Einriss, Freilegung des nekrotischen Plaquekerns
und Freisetzung pro-koagulatorischer Faktoren [15], was wiederum ischamische

Akutkomplikationen hervorrufen kann.



Der inflammatorische Prozess erstreckt sich Uber alle Phasen der Atherosklerose-
Entstehung; von der frilhen vaskularen Atherogenese, der Progression der Lasion bis
hin zu thrombotischen Komplikationen. Im Jahr 2016 machten gemaf der World Health
Organization (WHQO) ischamische Herzerkrankungen die haufigste Todesursache global
aus [18].

1.2.1 Endotheliale Glykokalyx

Die Endothelauskleidung von BlutgefalRen bietet eine grolte Oberflache fir die
Interaktion zwischen Blut und Gewebe und ist mafligeblich an vielen Prozessen wie der
Regulierung des Blutflusses und des Gefaltonus, des Austauschs von Flissigkeiten und
gelésten Stoffen, der Sensorik von Wandscherkraften, der Hamostase und
Blutgerinnung sowie Entziindungsreaktionen beteiligt [19], [20].

In den letzten zwanzig Jahren hat die Glykokalyx in der Gefaliphysiologie und

- pathologie zunehmend an Bedeutung gewonnen. Insbesondere bei Erkrankungen mit
akuter oder chronischer Inflammation, Atherosklerose, Diabetes mellitus oder bei I/R -
Zustanden zeigen sich relevante Veranderungen in der Glykokalyxstruktur, sodass sie

eine mdgliche Zielstruktur fur therapeutische Zwecke darstellen kann [21].

1.2.1.1 Aufbau, Funktion und Shedding

Das unmittelbar luminal dem Endothel anliegende kohlenhydratreiche Netzwerk
membrangebundener Proteoglykane, Glykoproteine und Glykosaminoglykane (GAG) ist
als endotheliale Glykokalyx (eGC) benannt.

Neben der eGC gibt es auch den Ubergeordneten Begriff des endothelial surface layer
(ESL), der zusatzlich den Anteil an Molekullen (Glykoproteinen und Proteoglykanen), die
unmittelbar der Glykokalyx aufsitzen, mit einbezieht. Da der Begriff der ESL nicht
einheitlich in der Literatur benutzt, sondern hauptsachlich eGC synonym verwendet wird,
wird sich im Folgenden der besseren Vergleichbarkeit und Verstandlichkeit halber auf
den Begriff der eGC beschrankt.

Proteoglykane dienen als Rickgrat der Glykokalyx. Sie bestehen aus einem
Kernprotein, an das eine oder mehrere GAG-Ketten gebunden sind und Uber eine
Transmembrandomane mit den Endothelzellen (Syndecan), oder mit einem
Glykosylphosphatidylinositol-Anker fest mit der Zellmembran verbunden ist (Glypikan).
Die anderen Proteoglykane (Mimecan, Perlecan und Biglycan) werden nach Bildung
sezerniert und fugen sich in das Glykokalyx-Netzwerk ein oder diffundieren in den
Blutkreislauf. Es werden finf Arten von GAG-Ketten unterschieden: Heparansulfat,

Dermatansulfat, Keratansulfat, Chondroitinsulfat und Hyaluronsaure.
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Neben den Proteoglykanen mit ihren langen linearen Seitenketten werden bestimmte
Glykoproteine ebenfalls als "Ruckgrat"- Molekile angesehen, die die Glykokalyx mit der
Endothelzellmembran verbinden. Diese Zelladhasionsmolekulen gehéren zu der Gruppe
der Selectine, Integrine und Immunglobuline.

Die Dicke der eGC wird auf ca. 0,5 — 5 um geschatzt. Diese Spannbreite ist zum einen
der herausfordernden Messmethodik, der Fixierung bzw. Farbung der
Glykokalyxstrukturen geschuldet [21]. Zum anderen gibt es Anhalt daflir, dass die Dicke
der eGC ebenso vom Kaliber des Gefalles abhangig ist. So konnten beispielsweise
mittels in vivo Messungen in den versorgenden Kapillaren des Musculus cremaster des
Hamsters eine eGC Dicke von 0,4 — 0,5 um bestimmt werden [22]. Spatere Messungen
bei der Maus stellten in der Arteria carotis communis Dicken von 4,3 - 4,5 um fest [23].
Zwischen der Schicht I6slicher Bestandteile und dem Blutstrom besteht ein dynamisches
Gleichgewicht, welches die Konstitution der eGC kontinuierlich beeinflusst. Die eGC halt
eine vaskuloprotektive Rolle in gesunden Gefallen inne, indem sie die
GefalRpermeabilitat reguliert, die Interaktionen zwischen Blutzellen und Endothel
abschwacht, Scherspannungen detektiert und Signallbertragung ermdoglicht. Den
Startpunkt fir die Atherosklerose-Entstehung bietet die endotheliale Dysfunktion, die an
Stellen turbulenter Scherbelastung in Arterien auftritt und durch die bereits zuvor
genannten Risikofaktoren der Atherosklerose (u.a. Hypercholesterinamie, Hypertonus,
Hyperglykdmie, oxidativer Stress (z.B. durch Nikotinkonsum) und systemische
Inflammation) beginstigt wird.

Die endotheliale Dysfunktion ist durch eine verminderte Fahigkeit der Endothelzellen,
Stickstoffmonoxid (NO) zu bilden und dadurch eine Vasodilatation zu induzieren,
charakterisiert. Wenn das Gleichgewicht der eGC gestort bzw. modifiziert wird, gehen
die vaskuloprotektiven Eigenschaften verloren. eGC-Bestandteile werden degradiert,
und die Dicke der eGC nimmt ab. Diesen Prozess fasst man unter dem Begriff shedding
zusammen [24], [25]. Eine Reduktion der vaskuloprotektiven Fahigkeiten der eGC kann
somit an der Initiierung und Evolution der Atherosklerose beteiligt [26] und die
Wiederherstellung der eGC-Integritat ein therapeutisches Ziel sein [27]. Klinische
Situationen, in denen eine Schadigung des Glykokalyx mit messbarem Nachweis von
zirkulierenden eGC-Bestandteilen berichtet wurde, umfassen u.a. I/R [24], [28]-[30],
Hypoxie [31], Sepsis [32], [33], kardiales Pumpversagen [34], Hyperglykamie [35] und
Atherosklerose [36]. Eine Ubersicht hinsichtlich des eGC-Aufbaus bietet Abb. 1.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der endothelialen Glykokalyx.

Intakte endotheliale Glykokalyx (eGC), Endothelzellschicht (EC) in der Intima und vascular
smooth muscle cells (VSMC) in der Media. Protektive Funktion innerhalb der eGC u.a. von
zirkulierender Superoxid-Dismutase (SOD) und Antithrombin 11l (ATIII). HA: Hyaluronsaure, HS:
Heparansulfat, IG: Immunglobulin, CS: Chondroitinsulfat.

1.3 Extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix (EZM) ist ein dynamisches, nichtzelluldres, quervernetztes
Konstrukt, welches in allen Geweben vorhanden ist und sowohl bei physiologischen als
auch pathologischen Prozessen eine fundamentale Rolle spielt [37].

Die EZM fungiert nicht nur als mechanisches und stabilisierendes Netzwerk fur den
Zellverband, sondern auch als Knotenpunkt fir zelluldre Signalkaskaden. Die
Organhomdostase hangt entscheidend von der EZM ab, indem EZM-Komponenten
kontinuierlich mit zellularen Elementen interagieren und bei Stressbedingungen die
Zellen vor schadlichem Einfluss schitzen und gleichzeitig auch Komponenten zur
Gewebereparatur bereitstellen kénnen. Jedoch kann unter pathologischen Bedingungen
auch das EZM-Netzwerk Anderungen in der biochemischen Zusammensetzung von
Matrixproteinen unterliegen, was wiederum direkt die Zell-/Organfunktion beeintrachtigt
bzw. die einwandfreie Signaltransduktion hemmt [38]. Trotz zunehmender Anerkennung
ihrer Rolle bei der Vermittlung zellbiologischer Reaktionen, wird der Beitrag der EZM in

pathophysiologischen Zustanden unterschatzt.
6



Bestrebungen in der Entwicklung von Agenzien, die EZM-Proteine gezielt modifizieren
kénnen, sind ein vielversprechender Ansatz, um somit pathologische Zustande, wie u.a.
Atherogenese oder Tumorprogression behandeln bzw. diesen vorbeugen zu kénnen
[39], [40].

1.3.1 Myokardiale extrazellulare Matrix und Ischamie

Die myokardiale EZM kann in eine interstitielle, alle Myokardzellen-umgebende,
strukturgebende und in eine perizellulare Komponente eingeteilt werden [38], [41]. Der
perizellulare Bestandteil umfasst die Basalmembran, die aus Lamininen, Kollagenen und
Proteoglykanen besteht und die Kardiomyozyten von der interstitiellen Matrix abtrennt
[42]. Die gesunde myokardiale EZM besteht neben Kollagenen auch aus GAG, wie z.B.
Hyaluronsaure, sowie Glykoproteinen und Proteoglykanen. Sie dient als Reservoir fir
Wachstumsfaktoren und Proteasen, die im Interstitium gespeichert sind und nach einer
Gewebsverletzung freigesetzt oder aktiviert werden konnen. Bei pathologischen
Prozessen unterliegt die EZM drastischen und dynamischen Veranderungen in ihrer
Zusammensetzung und ist zumeist mit einer Ausdehnung der kardialen interstitiellen
Matrix verknupft [43], [44]. Erkrankungen, die als Risikofaktoren einer KHK gelten, wie
z.B. Diabetes mellitus, Adipositas und metabolische Dysfunktion [45], [46] sind mit der
Aktivierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten verbunden und gehen mit der
Ablagerung von Matrix-Makromolektlen und fortschreitender Akkumulation von
fibrilldren Kollagenen im Herzinterstitium einher [47]-[49]. Diese dynamischen
Anderungen in der Komposition der EZM beeinflussen wiederum negativ die Funktion
des Herzmuskels.

Die durch die EZM ausgeldsten Reparaturvorgange nach myokardialer Nekrose kénnen
in drei voneinander abgrenzbare, jedoch sich Uberlappende Phasen eingeteilt werden
[38]: 1. Inflammationsphase, 2. Proliferationsphase und 3. Reifungsphase.

Wahrend der Inflammationsphase kommt es durch EZM-Abbau zur Bildung von
Matrikinen, die zur Aktivierung eines entzindlichen Milieus und Einleitung der
Reparaturprozesse beitragen. Ein provisorisches Matrixnetzwerk auf Fibrinbasis wird
gebildet. Makrophagen befreien die Infarktzone von abgestorbenen Zellen, und tber die
Induktion anti-inflammatorischer Mediatoren wird die weitere Entziindungsreaktion
unterdrickt. In der sich anschlieRenden proliferativen Phase kommt es zur
phanotypischen Modulation von Fibroblasten zu aktivierten Myofibroblasten, die
wiederum extrazellulare Matrixproteine sezernieren und somit zur Stabilisierung der
Ventrikelanatomie beitragen. Gleichzeitig wird die Angiogenese induziert mit

konsekutiver Ausbildung eines Gefalinetzwerkes. In der Reifungsphase wird die EZM
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durch Kollagen quervernetzt, wodurch eine Narbe gebildet wird, und es folglich zur
Bereinigung der zellularen Bestandteile durch Apoptose kommt [38].

Eine reibungslos funktionierende Wundheilung im Bereich des Herzens ist essenziell fir
die Erhaltung der Geometrie, Signaltransduktion und Pumpfunktion. Ein
Ungleichgewicht zwischen Abbau des Herzmatrixnetzwerks und Bildung von neu
synthetisierten Matrixproteinen kann sich auf die mechanischen Eigenschaften des
Herzmuskels so unglnstig auswirken, dass durch ventrikulare Dilatation eine
Verschlechterung der Pumpfunktion, das Auftreten potenziell vital bedrohlicher
Herzrhythmusstorungen und schlieRlich die Entwicklung einer chronischen
Herzinsuffizienz beglnstigt wird [50], [51]. Diese Veranderungen des Herzmuskels
hinsichtlich Form, Volumen und Masse werden unter dem Begriff des remodelings
zusammengefasst und sind prognosebestimmend nach akuter myokardialer Ischamie
[52].

Einen elementaren Bestandteil der eGC und EZM stellt die Hyaluronsaure dar, deren
Funktionen und Interaktionen im folgenden Kapitel kontextspezifisch charakterisiert

werden.

1.4 Hyaluronsaure
Die Hyaluronsaure (hyaluronic acid; HA) ist ein nicht-sulfatiertes GAG, das sich aus sich
wiederholenden Disaccharidgruppen, $-(1,3)- D-Glucuronsaure und B-(1,4)-N-Acetyl-D-

Glucosamin zusammensetzt (Abb. 2).

oo o

R )

D-Glukuronsaure N-Acetyl-D-Glukosamin

Abb. 2: Schematischer Aufbau eines Hyaluronsaure-Molekiils.

Im Gegensatz zu den anderen GAGs (Heparansulfat, Dermatansulfat, Keratansulfat,
Chondroitinsulfat) wird die HA nicht im endoplasmatischen Retikulum bzw. Golgi-
Apparat produziert, sondern an der Plasmamembran durch dort aktivierte HA-Synthasen
(HAS 1-3). Aus Uridindiphosphat (UDP)-Zuckervorstufen wird sie zu einer
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makromolekularen Kette mit bis zu 25.000 alternierenden Dissachariden formiert und
dann in das extrazellulare Kompartiment via Exozytose freigesetzt [53], [54]. Sie ist
daher, anders als die anderen GAGs, nicht an ein Kernprotein gebunden und nicht-
sulfatiert [55], [56]. Die Expression der drei HAS wird wahrend der Morphogenese und
abhangig von pathologischen Zustanden reguliert [57], [58]. Die HAS reagieren sensibel
auf den intrazellularen Glukosemetabolismus, so ist ihre Syntheseleistung von einer
ausreichenden Bereitstellung der zytosolischen Substrate Uripidindiphosphat- (UDP)-
Glukoronsaure (glucoronic acid; GlcA) und UDP-N-Acetyl-D-Glukosamin (N-acetyl-D-
glucosamine; GIcNAc) abhangig [59]. Die HAS koénnen HA mit variablem
Molekulargewicht erzeugen [60], [61] . HAS 1 und 2 sind in der Lage groRe HA-Molekile
zu generieren, wohingegen HAS3 Molekile mit niedrigerem Molekulargewicht generiert
[60], [62]. Sobald HA in den extrazelluldaren Raum extrudiert wird, unterliegt sie
komplexen Wechselwirkungen mit den sie bindenden Proteinen - sogenannten
Hyaladherinen, wie z.B. Aggrecan und Versican — und ihren HA-Rezeptoren [63], [64].
Der CD44-Rezeptor [65] ist hauptsachlich an der HA-Signaltransduktion beteiligt, jedoch
sind auch Signalwege Uber den receptor for hyaluronan mediated motility (RHAMM),
lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1 (LYVE-1), hyaluronan receptor for
endocytosis (HARE) und die toll-like Rezeptoren 2 und 4 (TLR2/4) beschrieben [62]. Die
HA besitzt aufgrund ihrer Negativiladung und ihrer hohen molekularen Masse
hygroskopische Eigenschaften, wodurch ihr Vorkommen in der extrazellularen Matrix
von Geweben, wie zum Beispiel der Gelenkflissigkeit, der Haut und dem Glaskorper
des Menschen zur Bindung von Gewebswasser, Aufrechterhaltung des osmotischen
Gleichgewichts und Prozessregulation wie Migration, Adhasion und Proliferation beitragt
[62], [66]. Die HA ist nicht nur wichtiger Bestandteil der EZM, sondern auch der eGC im
Gefalsystem. Die HA wurde friher lediglich als Strukturmolekil betrachtet, jedoch ist
sie abhangig von ihrer molekularen Masse an zahlreichen zellularen Prozessen beteiligt
und fungiert so als wichtiges Signalmolekul. Durch Balance zwischen Synthese und
Degradation wird die Verfugbarkeit und die Lange der HA-Ketten im Gewebe reguliert.
Die Degradation der HA aulierhalb der Zelle erfolgt durch Hyaluronidasen (HYAL),
innerhalb der Zelle durch Lysosome [61]. Die HYALs sind in der Lage, die B-1,4-
glykosidischen Verbindungen zwischen GIcNAc und GIcA zu hydrolysieren und HA-
Fragmente zu generieren. Beim Menschen sind insgesamt bisher sechs verschiedene
HYALs identifiziert: HYAL1 - 4, PH-20 und HYALP1 [67].

Als Hauptisoformen gelten HYAL1 und 2, bei denen gezeigt werden konnte, dass HYAL2
hauptsachlich hochmolekulare HA (high molecular weight HA; HMW-HA) in Fragmente

von 20 kDa (ca. 100 Saccharide) spaltet und diese anschlielend bis hin zu
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Oligosacchariden durch die PH- 20 [68] verarbeitet werden. Reaktive Sauerstoffspezies
(ROS), Superoxid (SO) oder NO, die typischerweise in entziindeten, verletzten oder
ischamischen Geweben entstehen, kdnnen ebenfalls an einer Degradation der HA und
anderer Matrix-Molekule beteiligt sein [69]-[71]. Durch diese Fragmentierung entsteht
niedermolekulare HA (low molecular weight HA; LMW- HA), deren Funktion sich von
HMW-HA unterscheidet. Bei Inflammation zeigt sich sowohl die HA-Synthese durch
Hochregulation der HAS-Isoenzyme als auch der HA-Katabolismus gesteigert, was
wiederum Degradation und de novo Synthese mit Generierung von LMW-HA induziert.
In der Literatur finden sich fir HMW und LMW je nach Referenz unterschiedlich weite
kDA- und Saccharid-Spektren. Abhangig von der Molekilmasse werden eine Vielfalt von
Signalwegen und Zellen induziert (siehe [67]). HMW-HA liegt im gesunden Gewebe bis
zu einer GréRe von 10° Sacchariden (entsprechend 2x 10* kDa) vor [67]. Davon I&sst
sich die LMW-HA mit einer Masse von etwa 100-500 kDa abgrenzen, die vor allem bei
Gewebsverletzung, der Tumorgenese [72] oder anderen inflammatorischen Prozessen
entsteht [62]. HMW-HA vermittelt eine anti-inflammatorische Wirkung und tragt zur
Erhaltung der Homdostase und Gewebeintegritat bei [67]. Interessanterweise wurde
eine Besonderheit bei intrazellular ausgeldster Inflammation hinsichtlich HMW-HA
beobachtet. Bei mehreren inflammatorischen Erkrankungen [73]-[76] wurde die
Ausbildung groBer, bis zu mehrere Millimeter messender, strangférmiger HMW-HA-
Komplexe beschrieben, an die Leukozyten binden. Es wird davon ausgegangen, dass
durch Bindung von Entziindungszellen an die sogenannten HA-cables Inflammation
begunstigt wird. HA-Molekile mit niedriger Masse (vor allem 4-25, aber auch bis ~1000
Saccharide) wirken durch Makrophagen-Induktion mit konsekutiver Chemo- und
Zytokinsekretion ebenfalls entzindungsférdernd und kénnen die Angiogenese und den
Gewebeumbau im Wundheilungsprozess auslésen [67], [77]. Wahrend der Homdostase
weisen die meisten Immunzellen eine geringe HA-Bindungskapazitat auf. Jedoch im
Inflammationsstatus — stimuliert durch die Freisetzung kleiner HA-Fragmente — werden
CD44 oder alternative HA-Rezeptoren wie z.B. TLR auf Immunzellen (Lymphozyten und
dendritischen Zellen [78]) hochreguliert. HA-Komplexe kénnen Einfluss auf die Zell-
Polarisation, Differenzierung und Funktion nehmen. LMW-HA kann daher als
elementares Signalmolekul fir Gewebsschadigung und Inflammation betrachtet werden.
In einem murinen Lungenmodell konnte gezeigt werden, dass die extrazellulare
Superoxiddismutase (SOD) als intrinsischer Schutzmechanismus durch direkte HA-
Bindung die oxidative Degradation der HMW-HA inhibieren und somit die Immunantwort
hemmen kann; SOD-KO-Mause wiesen hingegen verstarkte pulmonale Inflammation

auf [79]. Um weitere wissenschaftliche Erkenntnisse Uber die HA zu generieren, kann
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man im Tiermodell, auler durch genetisches KO beteiligter Molekile, auch
pharmakologisch Einfluss auf die HA-Synthese nehmen. So kommt es durch
extrinsische, systemische Gabe von 4-Methylumbelliferon (4-MU) zur Stérung des
intrazellularen Pools aktivierter UDP-Zucker-Vorstufen und damit zur multifaktoriellen
Beeintrachtigung der HA-Synthese und Signaltransduktion [80], [81]. So interferiert 4-
MU als kompetitives Substrat und wird anstelle eines UDPs durch die UDP-
Glukuronosyltransferase (UGT) mit GIcA verknlUpft. Konsekutiv kommt es -
dosisabhangig — zur Substratverarmung des UDP-GIcA-Pools und somit zur Hemmung
der HA-Synthese. Ubergeordnet gibt es Anhalt dafiir, dass 4-MU anti-angiogen, anti-
inflammatorisch, anti-proliferativ sowie pro-apopototisch wirkt und die Migration und
Invasion von Tumorzellen stort [82]. Unklar bleibt jedoch, ob beobachtete Effekte alleine
durch Hemmung der HA-Synthese zu erklaren sind [82]. Wie im Verlauf dieses Kapitel
aufgefihrt, sind die biologischen Funktionen der HA hoch komplex und stark
kontextspezifisch. Neben den oben aufgefiihrten Vorkommen in Geweben spielen die
HA, ihre Synthasen und interagierenden Rezeptoren als Bestandteile der EZM und der
eGC eine elementare Rolle, die vor allem auch bei Untersuchungen zur Atherogenese,
hierfir relevanter Komorbiditaten (v.a. Diabetes mellitus, Hypercholesterinamie und
Hypertonie) sowie der myokardialen Ischamie in den Fokus getreten ist. Vielfaltige
physiologische Regulationsmechanismen und bisher eine pharmakologische
Interventionsmaoglichkeit stehen zur Verfligung, die HA- Synthese bzw. -Degradation zu
modifizieren und geben Hoffnung, zukinftig positiven Einfluss auf pathologische
Zustande nehmen zu kénnen. In den weiteren Kapiteln wird detailliert die Relevanz der
HA und ihre Regulation in Bezug auf die Atherogenese und myokardiale Ischamie in

Gewebe und Vaskulatur beleuchtet, sowie ihre Freisetzung in den Blutstrom erlautert.

1.4.1 Rolle der HA innerhalb der eGC

Die HA ist integraler Bestandteil der eGC gesunder Gefalde und wirkt atheroprotektiv.
Die Funktion von HA als Teil der vaskularen Glykokalyx wirkt sowohl
entzindungshemmend als auch anti-thrombotisch [83]. Endotheliale Stressoren
erhdhen die Abscherung der HA [84], was wiederum Thrombozytenaktivitat und deren
Gefallwandankopplung sowie die Makrophagen-induzierte Inflammation foérdert und
dadurch die Atherogenese begunstigt. Speziell auch durch Zytokinausschittung, wie
z.B. des Tumornekrose Faktors alpha (TNFa) wird shedding der eGC hervorgerufen;
eine Blockade der TNFa-Produktion hingegen schiitzt die e GC-Integritat, wie Nieuwdorp

et al. demonstrieren konnten [85].
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Sobald es durch eGC-Abscherung und zunehmende Endothelschadigung dazu kommt,
dass Entzindungszellen wie Monozyten und T-Lymphozyten die VSMC-Migration
beglnstigen, wird HA von aktivierten VSMC in der Neointima produziert. Die EZM-
Umgestaltung durch (V)SMC-Einwanderung wirkt sich nachteilig aus und spielt eine
wesentliche Rolle im Rahmen der Plaquebildung und -expansion. Es konnte gezeigt
werden, dass die interstitielle HA-Matrix neointimale Hyperplasie und Atherosklerose
durch Erleichterung der VSMC- Proliferation und Migration in vivo malgeblich
beeinflusst [86].

Unter der Annahme, dass HA neointimale Hyperplasie und Atherosklerose begunstigt,
untersuchten Nagy et al. [87] den Effekt der HA-Synthese-Hemmung mittels 4-MU in
einem murinen Atherosklerose-Modell. Uberraschenderweise 16ste die Hemmung der
HA-Synthese durch 4-MU einen adversen Effekt aus und verstarkte die Rekrutierung
von Entziindungszellen und thrombotischen Reaktionen mit langfristiger Beglinstigung
der Atherosklerose-Progression. Diese nachteilige Wirkung wurde unter anderem einer
partiellen Schadigung der eGC zugeschrieben [87].

Wie unter anderem schon bei chronisch-inflammatorischen Darmerkrankungen [73], [75]
beschrieben, konnte auch bei VSMCs die Konfiguration von HMW-HA zu Strangen,
sogenannten HA-cables, mit verstarkter Monozyten-Adhasion nachgewiesen und ein
mutmallicher Beitrag zur Atherosklerose zugesprochen werden [88], [89]. Speziell die
HAS-Isoenzym-Expression und HA-Synthese wird durch eine Vielzahl von pro-
atherogenen Wachstumsfaktoren induziert [90]. So konnte beispielweise fir HAS-2 und
HAS-3 eine Involvierung in den Atherosklerose-Prozess nachgewiesen werden. Eine
Has-2 Uberexpression in VSMCs im Mausmodell induzierte Atherosklerose [91], [92],
wohingegen bei Has3-knockout (KO) Mausen die neointimale Hyperplasie und
Atherosklerose gehemmt war [93], [94]. Vor allen Dingen konnte fir die HAS3-vermittelte
HA-Synthese auch gezeigt werden, dass eine durch T-Zell/Makrophagen-Interaktion
vermittelte Inflammation hinsichtlich der Atherogenese von besonderer Bedeutung ist.
So verringerte sich durch Has3-Deletion die Polarisation von T-Zellen in T-Helferzellen
des Typs 1 (TH-1) und somit auch die neointimale Inflammation und
Atherosklerosebildung [93]. Wahrend der Entzindungsreaktion prasentieren viele
Immunzellen den HA-Rezeptor CD44 an ihrer Oberflache. Es konnte im Mausmodell
anhand eines CD44-KO gezeigt werden, dass weniger Inflammation und Atherosklerose
ausgeldst wurde, was wiederum auf einen Zusammenhang der CD44/HA-Signalachse
bei der Atherogenese hindeutet [95]. Auch andere fir die EZM bedeutende und teils mit
HA interagierende Proteoglykane konnten in Zusammenhang mit Atherogenitat gebracht

werden. In Untersuchungen von Plaques an culprit lesions konnte interessanterweise
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eine unterschiedliche Verteilung von HA und Biglykan - einem sogenannten small
leucine-rich repeat Proteoglykan (SLRP) mit zwei N-terminalen Dermatansulfat-Ketten —
nachgewiesen werden. So wurde in erodierten Plaques eine HA-reiche Matrix mit
vermindertem Biglycan-Vorkommen und in sogenannten stabilen Plaques - die durch
eine dicke fibrése Kappe charakterisiert und somit weniger rupturanfallig sind — ein
umgekehrtes Verhaltnis beschrieben [96]. Es wird davon ausgegangen, dass die
Dermatansulfatketten des Biglycans anti-thrombogen agieren [97], [98]. Das mit HA
Bindung eingehende Chondroitinsulfat-Proteoglykan namens Versican konnte vermehrt
in primaren wie auch sekundaren, post-interventionellen Gefafdlasionen nachgewiesen
werden [99], [100] und heizte Spekulationen an, ob Versican zur pro-thrombogenen
Oberflache erodierter Plaques beitragt. Weitere Erkenntnisse hinsichtlich seiner
Beteiligung sind noch ausstehend. Versican unterhalt jedoch eine weitere flir die
Atherogenese bedeutende Interaktion mit LDL, worlber HA einen indirekten Einfluss auf
LDL-Retention /-Modifikation und Inflammation haben kénnte [101].

Von groflem Interesse ist die Frage, ob durch Applikation von Medikamenten die
Synthese von Glykokalyx-Komponenten spezifisch gesteigert, modifiziert, bzw. selektiv
der enzymatische Abbau verhindert und somit Inflammation und Krankheitsentwicklung
entgegengewirkt werden kann. Eine protektive Wirkung auf die eGC konnte u.a. flr
Hydrokortison und Antithrombin gezeigt werden [102], was eine verminderte
Leukozytenadhasion mit reduzierter Gefalleckage, Gewebsdédem und Inflammation
nach I/R zur Folge hatte [103].

1.4.2 Bedeutung der HA fiir die myokardiale extrazellulare Matrix

In mehreren in vitro als auch in vivo Studien konnte gezeigt werden, dass Zellen in
Reaktion auf schnelle Umbauprozesse — wie etwa im Rahmen von Inflammation [104]
und Wundheilung [105] — erhéhte HA-Produktion und Bildung abnormaler HA-Matrices
induzieren konnen. Das Konstrukt kann folgend CD44-vermittelt von Immunzellen
(Monozyten, Makrophagen) erkannt, phagozytiert und durch gesundes Gewebe wieder
ersetzt werden [106]. Die Expression von HA ist in experimentellen Modellen bei
kardialer Ischamie [107], Myokarditis [108] und Hypertrophie [109], [110] hochreguliert.
Nach Myokardischamie akkumuliert HA stark in der perivaskularen, jedoch nur zu einem
sehr geringen Mal3e in der interstitiellen Matrix [111].

In einem in vitro I/R- Versuch mit Peroxid-behandelten Kardiomyozyten konnte erstmalig
ein zellprotektiver Einfluss von HA nachgewiesen werden [112]. In morphologischen
Untersuchungen an Maus- und Hunde-Herzen zeigte sich die HA post-ischamisch bei

der Maus nach 3-7 bzw. 14 Tagen beim Hund in der Infarktzone hochreguliert [113].
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Muller et al. konnten nachweisen, dass sich im Mausmodell bereits innerhalb der ersten
12 Stunden nach AMI Interleukin (IL) -6-vermittelt eine HA-reiche Matrix formiert, die die
Myofibroblasten-Differenzierung begunstigt, die lokale Inflammation moduliert und somit
kardioprotektiv wirkt [114]. IL-6 zeigt sich dabei als wichtiges Zytokin, welches
mafgeblich an der Regulation von Entziindungsreaktionen im Organismus beteiligt ist
und konnte neben chronisch-entziindlichen Erkrankungszustanden oder Malignomen
[115] auch in erhohtem MafRe im Rahmen eines AMIs in humanen Serumproben
nachgewiesen werden. Die Spiegel korrelierten zudem mit dem Ausmal} der
Myokardnekrose [116]. HA nimmt Uber Interaktion mit dem transforming growth factor
(TGF)-B- Einfluss auf die Differenzierung von Myofibroblasten [117]-[120]. Auch fir
CD44 — als bedeutender HA-Rezeptor — wurde eine modulatorische Einflussnahme auf
die Herzreparatur angenommen, da der HA / CD44-Achse bereits bei der Wundheilung
eine bedeutende Rolle zukommt [121]. Die CD44-Expression ist nachweislich in der
Infarktzone deutlich erhéht und vorwiegend auf Leukozyten, Myofibroblasten und
GefalRzellen  hochreguliert, was wiederum eine langere und  starkere
Entzindungsreaktion nach AMI induziert [122]. CD44-Deletion zeigte zudem eine
gestorte Interaktion auf TGF-B, was eine deutlich reduzierte Myofibroblasten-
Rekrutierung und Kollagenbildung mit beeintrachtigter Wundheilung und nachteiligem
remodeling in der Infarktzone hervorrief [122]. Da CD44 sich vor allem auch essenziell
fur die Auflésung von Entzindungen gezeigt hat [106], wurde postuliert, dass die
Heilungsstérungen womoglich durch eine verminderte Befreiung von pro-
inflammatorisch agierenden HA-Fragmenten im Bereich des infarzierten Gebietes
hervorgerufen sein kdnnten [123].

Dartber hinaus wurde spater von Petz et al. [111] anhand einer murinen Has-2-KO-
Studie demonstriert, dass eine HAS-2-Deletion mit einer gestorten Infarktheilung und
hamodynamischer Dysfunktion des Herzmuskels zusammenhangt. Die Bedeutung der
HAS2- vermittelten HA-Synthese wird auch basal bei Has2-Defizienz im Mausmodell
deutlich, die aufgrund einer fehlerhaften kardiovaskuldaren Morphogenese fir den
Embryo zum Tode fiihrt [124]. Basierend auf den bisherigen Erkenntnissen kann der HA
in der myokardialen EZM nach Ischamie eine Wundheilungs-férdernde und insgesamt
kardioprotektive Rolle zugesprochen werden. Ob die Wundheilungsstérungen bei CD44-
KO durch das Verbleiben mdglicher residueller HA-Fragmente im Infarktbereich

ausgeldst sind, bleibt bis jetzt unbeantwortet und bedarf weiterer Investigation.
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1.4.3 Im Blutstrom zirkulierende HA

HA wird physiologisch durch steten Umbau und Erneuerung von Gewebematrices in den
Blut- und Lymphstrom freigesetzt. Im Jahr 1985 wurde erstmalig von Engstrom-Laurent
et al. die Serum-Konzentration von HA bei einem gesunden Erwachsenen mit einem
Wert in Hohe von 10 bis 100 ng/ml (Mittelwert (MW) 30 - 40 ng/ml) ermittelt [125].

Bei Neugeborenen lassen sich Werte von bis zu 700ug/l nachweisen [126]. Nach
Erreichen des 1. LJ fallen die Serum-HA-Werte stark ab und finden ihren Nadir zwischen
dem 1.-16. LJ. Mit zunehmendem Alter steigen die Werte wieder an, sodass bei alteren
Probanden (> 60. LJ) HA-Konzentrationen von 117+ 80 ug/l festgestellt werden konnten
[125]. Ein nennenswerter geschlechtsspezifischer Unterschied zeigte sich nicht [125].
Auch bei Nahrungsaufnahme [127] und koérperlichem Training [128] kommt es zur
Beeinflussung zirkulierender HA, a.e. durch Freisetzung aus dem Gewebe und durch
erhohten Lymphfluss [129]. In der Untersuchung zwischen HA-Leveln in Serum bzw.
Plasma, konnten im Plasma durchschnittlich um 5% héhere Werte festgestellt werden
[125]. Fraser et al. ermittelten nach Injektion von HA eine Eliminationszeit von 2,5 bis
5,5 min aus dem Plasma. Die Elimination erfolgt hauptsachlich extrarenal [130]. Eine
wichtige Rolle bei der Elimination der HA aus dem Blutstrom spielt die Leber,
insbesondere Uber die Endothelzellen in den Lebersinusoiden, die tber einen Rezeptor
>90% der zirkulierenden HA aufnehmen und dann in den Lysosomen abbauen [130],
[131]. Bei hohen HA- Werten im Blutstrom wird angenommen, dass sich auch die
Kupffer-Zellen der Leber an der clearance der HA beteiligen [130]. Ein deutlich kleinerer
Anteil wird von der Milz und den Nieren aufgenommen und Uber den Urin ausgeschieden
[130], [132]. An diesem Abbauweg sind vor allem die HA-Rezeptoren wie HARE [133],
auch Stabilin-2 genannt [134], und LYVE-1 [135] beteiligt.

Im Rahmen pathophysiologischer - insbesondere bei inflammatorischen und malignen
Zustanden — kann es durch Gewebsschaden und Freisetzung von HA-Fragmenten in
den Blutstrom, eGC-shedding bzw. durch verminderte Eliminierung von HA Uber Leber
und Nieren zu einem signifikant erhohten Nachweis zirkulierender HA kommen.

Da die Produktion von HA mit der Zellproliferation korreliert, und die HA-Synthese
wahrend der Mitose ihr Maximum erreicht [136], wurde die Bedeutung der HA ab Ende
der 1980er Jahre vor allem auch bei sich schnell teilenden Zellen im Rahmen von
Malignitat untersucht. In zahlreichen Studien konnten gezeigt werden, dass HA neben
ihrer verstarkten Expression im Tumorgewebe, auch im Blut bei diversen
Tumorerkrankungen, wie z.B. dem Kopf-Hals-Karzinom [137], dem Pankreaskarzinom
[138], (metastasiertem) Brustkrebs [139], dem Pleuramesotheliom [140] als auch bei

diversen hamatologischen Neoplasien [141]-[143] signifikant erhoht ist und sowohl
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positiv mit dem klinischen Tumorstadium [137], [139], [144] korreliert, gleichwohl auch
als prognostischer Marker fiir das Uberleben dienen kann [143], [145]. Auch bei
gesunden Probanden kann LMW-HA zwischen 100-300 kDA im Blut detektiert werden
[146]. Bei Brustkrebs korrelierte der erhdhte Nachweis zirkulierender LMW-HA (< 50
kDA) mit dem Vorkommen von Metastasen [139]. Der Nachweis von LMW-HA konnte
bei kolorektalem Karzinom sowohl im befallenen Gewebe (< 30 kDA) als auch im Serum
(~ 6 kDa) erbracht werden [144].

Erhéhte LMW-Serum-HA korrelierte mit einer gesteigerten Frih-Rezidiv-Rate,
fortgeschrittenem lokalen Tumorstadium, Lymphknotenbefall sowie dem Vorhandensein
von Fernmetastasen. Da der LMW-HA-Nachweis nach Tumorresektion signifikant
reduziert war, proklamierten Zhang et al. [144], dass LMW-HA mit einer Molekilmasse
von 6 kDA als Serum-Detektor fir Tumorprogression, Vorhersage von
Lymphknotenmetastasen und Tumorrezidiv dienen kénnte.

Zirkulierende HA gilt bisher als etabliertester Serum-Marker flr die Leberfibrose bzw. -
zirrhose  [147]-[149]. Erhdéhte  Serum-HA  konnten bei  Patienten  mit
Leberfunktionsstérungen, wie z.B. Hepatitis, Leberzirrhose oder toxischem
Leberschaden [150]-[153] nachgewiesen werden, sodass dies eine Involvierung der
Leber in den HA-Abbauprozess vermuten lield [154], [155]. Die orale Administration von
Ketanserin, einem Seretoninderivat, oder Alkohol beeinflusst die hepatische sinusoidale
Durchblutung negativ mit konsekutiver Reduktion der HA-clearance aus dem Blutstrom,
was die Bedeutung der Endothelzellen in diesem Rahmen hervorhebt [156], [157].
Serum-HA korrelierte mit der Schwere der hepatischen Inflammation, dem Ausmal} der
Leberfibrose und der Schwere der hepatischen Fibrogenese bei Patienten mit
alkoholischer Lebererkrankung [148]. Gleichwohl eignete sich Serum-HA als
prognostischer Marker fur Leberzirrhose mit Entwicklung spaterer Komplikationen [147].
Dies konnte auch von Li et al. hinsichtlich des Schweregrades einer Myokardfibrose bei
chronischer Herzinsuffizienz gezeigt werden [158]. Sie konnten einen signifikanten
Anstieg der Serum-HA-Konzentration mit Zunahme des Schweregrades eines
chronischen Herzversagens nachweisen und postulierten, dass HA als empfindlicher
Marker zur Detektion einer Herzfibrose und Einteilung deren Schweregrads eingesetzt
werden konne [158].

Neben der Leber spielt auch die Niere eine wichtige, wenn auch gegenuber der
Erstgenannten, untergeordnete Rolle bei der Eliminierung der HA aus dem Blutstrom.
Bei Patienten mit Nierenversagen (unabhangig von der Entitat) und unter
Hamodialysetherapie konnten in mehreren Studien aus den 1980/90er Jahren erhohte

Serum-HA nachgewiesen werden [159], [160], die auch mit dem klinischen Zustand und
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der Mortalitat korrelierten [161]. Patienten mit vorbestehender dialysepflichtiger Uramie
konnten nach Nierentransplantation normale Serum-HA-Spiegel erreichen [159]. Wie
schon bei rheumatoider Arthritis gezeigt [162], kdnnte die Kortikosteroid-Gabe zur
Vermeidung einer AbstolRungsreaktion nach Nieren-Transplantation eine mogliche
Erklarung fur die Reduktion zirkulierender HA geben. Insgesamt wurde fir das
vermehrte Vorkommen von HA im Blutstrom bei Niereninsuffizienz, neben einer
verminderten Exkretion von HA Uber die Nieren, auch postuliert, dass ein erhdhter HA-
Umsatz im Gewebe zu einer erhohten Akkumulation im Blut fihren kénne und eine
Elimination auch abhangig vom Molekulargewicht der HA erfolge. AbschlieRende
Erklarungen fur die erhohten HA-Werte bzw. eine vermehrte Ausscheidung von LMW-
HA Uber die Glomerula konnten jedoch nicht getroffen werden. Padberg et al. [163]
fanden im Jahr 2014 einen weiteren Faktor fiir erhohte zirkulierende HA, namlich die
Schadigung der eGC bei chronischer Nierenerkrankung. Abhangig vom Grad der
Niereninsuffizienz wurden steigende Spiegel von HA und Syndecan-1 im Blut
beobachtet, die auch positiv mit etablierten Markern fir endotheliale Aktivierung und
Dysfunktion, wie z.B. dem von Willebrand-Faktor (vWF), soluble vascular cell adhesion
molecule-1 (sVCAM-1), soluble vascular endothelial growth factor receptor-1 (sVEGFR-
1) und Angiopoetin-2 (Ang-2) korrelierten [163]. Patienten hingegen mit der hochsten
glomerularen Filtrationsrate (GFR) und der niedrigsten Proteinurie wiesen die
niedrigsten zirkulierenden Syndecan- und HA-Werte im Blut auf. In Bezug auf
kardiovaskulare Komorbiditaten (AHTN, Diabetes, Nikotinabusus, Ubergewicht,
Dyslipidamien) ergab sich bis auf Diabetes — ein bedeutender Treiber einer
Niereninsuffizienz — kein Unterschied in Abhangigkeit vom Schweregrad der
Niereninsuffizienz. Um die Ergebnisse zu der endothelialen Schadigung bei
Niereninsuffizienz zu untermauern, fihrten Padberg et al. im Rattenmodell eine 5/6
Nephrektomie durch. 14 Tage postoperativ konnte eine deutliche Reduktion der eGC-
Dicke und Zunahme der Steifigkeit in der Aorta nachgewiesen werden. In der
Kontrollgruppe konnte der gleiche Effekt durch Verabreichung von Heparinase,
Chondroitinase und Hyaluronidase induziert werden [163]. Mehrere in vivo Studien
konnten bei akuter Inflammation wie bei der Sepsis [164], als auch bei Patienten nach
Blutverlust, massivem Trauma, im post-operativen Setting [165], oder mit schweren
Verbrennungen [166] erhdhte Spiegel zirkulierender HA nachweisen, die mit dem
Schweregrad und der Prognose der Erkrankung korrelierten [167]. Sallisalmi et al.
fanden bei Patienten im septischen Schock an Tag 1 bis zu 10fach erhéhte HA-Werte
mit einer Masse von 50 — 2500 kDa. Mit Verbesserung der Organfunktion unter Sepsis-

Therapie sanken die HA-Werte kontinuierlich ab [168]. Als mdgliche Grinde fur die
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erhdhten Spiegel wurde zum einen eine verminderte hepatische Aufnahme und renale
Ausscheidung, als auch eine erhdhte periphere Synthese unter septischen Bedingungen
angegeben [169], [170]. Ebenso wurden Auswirkungen auf den HA-Umsatz im Gewebe
bedingt durch den gestérten Gewebswasserhaushalt mit erhdhter Kapillarextravasation,
Gewebsddem und erhdéhten Lymphfluss angenommen. Die Ausschittung von HA in den
Blutstrom wurde auch als regulatorischer Mechanismus im Sinne eines naturlichen
Blutexpanders verstanden [67]. Festzuhalten ist, dass durch Gewebsverletzung bei
Sepsis (u.a. Endothelzelldysfunktion und Organdysfunktion durch
Mikrozirkulationsstérung, mitochondriale Dysfunktion bei oxidativem Stress und
Immunparalyse) bzw. durch direktes Trauma des Gewebes z.B. durch Verbrennung
erhdhte HA-Werte im Blutstrom nachgewiesen werden kénnen. Diesen Zustanden
gemein ist, dass zur Behandlung Uberwiegend eine hohe Infusionsmenge zum
Volumenausgleich mit dem Ziel der Aufrechterhaltung des intravasalen Drucks
notwendig wird; verstarktes eGC-shedding durch Gabe grof’er Mengen intravasaler
Flissigkeit wurden durch Berg et al. [171] bereits nachgewiesen. Auch bei anderen
Pathologien, wie z.B. bei hypertensiven Schwangeren mit Gefahr der Entwicklung einer
Praeklampsie bzw. des HELLP-Syndroms — das mit einer obstruktiv-thrombotischen
Mikroangiopathie mit Hamolyse, Thrombozytopenie und konsekutiver Leberschadigung
einhergeht — zeigten sich in Beobachtungsstudien stark erhéhte Blutspiegel von HA und
Syndecan als Bestandteile der eGC [172]-[175], sodass vermehrtes shedding als
mdglicher Ursprung der erhdht auftretenden Glykokalyxkomponenten benannt wurde.

HA wurde auch bei chronisch-inflammatorischen Zustanden verstarkt im Blut
nachgewiesen. So konnte bei chronischen Atemwegserkrankungen wie dem Asthma
bronchiale [176] bzw. der chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung (chronic obstructive
pulmonary disease, COPD) [177], HA in erhdhtem Mal3e im Sputum bzw. gewonnener
bronchoalveolarer Lavage nachgewiesen werden. Vor allem im Stadium der
Exazerbation — die haufig durch Infekte der oberen Atemwege getriggert wird — konnten
Papakonstantinou et al. erhdhte Spiegel zirkulierender HA auch im Blut feststellen; der
Schweregrad der COPD sowie das overall survival (OS) korrelierten positiv [178]. Nach
experimenteller Auslésung eines Asthmaanfalls hielten die erhéhten HA-Werte im Blut
fur mindestens funf Tage an, was auch bei direkter pulmonaler Schadigung, wie z.B. der
Pneumonie gezeigt werden konnte [176], [179], [180]. Es ist final nicht geklart, ob die in
den Blutstrom gelangende HA lediglich aus dem submukdsen Bindegewebe gespult
wird, oder ob sie aktiv durch Einfluss von Entziindungszellen degradiert und als HA-

Fragmente in den Blutstrom abgegeben wird [176]. Studien hierzu stehen aus.

18



Ebenso konnten bei autoimmun-reaktiven Erkrankungen, wie der rheumatoiden Arthritis
(RA) [162], [181]-[183], der systemische Sklerose (SSc) [184], [185], der Psoriasis [186]
und der Vaskulitis [187] erhdhte zirkulierende HA-Spiegel im Blut gemessen werden.
Uberwiegend wird bei diesen Autoimmunerkrankungen von einer durch die Inflammation
getriggerten Akkumulation und dem konsekutiven Ausstrom von HA aus der Matrix
beteiligter Gewebe ausgegangen — z.B. im/vom Synovialraum beteiligten Gelenken bei
der RA bzw. bei der SSc, einer Erkrankung mit pathologisch gesteigerter

Kollagensynthese.

Zirkulierende HA kann bei verschiedensten physiologischen als auch pathologischen
Zustanden im Blutstrom nachgewiesen werden. Der erhéhte Nachweis von HA im
Blutstrom scheint multifaktoriell bedingt zu sein: Hochregulation der HA-Synthese in
verletztem bzw. entziindetem Gewebe und Freisetzung in den Blutstrom, Freisetzung
aus der Gefallwand bzw. HA-shedding aus der eGC. Zudem scheint auch die
molekulare Masse der HA eine relevante Rolle hinsichtlich ihrer Funktion auf
Entziindungsmechanismen im Gewebe zu haben.

Bis zur Durchfihrung unserer Untersuchung gab es keine veroffentlichte Studie
hinsichtlich der Bedeutung zirkulierender HA im Rahmen der kardialen Ischamie mit

einer koronarangiographisch gesicherten Koronarsklerose.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

In dieser Dissertation werden folgende zentrale Fragen untersucht:

- Welche Bedeutung haben zirkulierende Plasma-HA-Spiegel bei Patienten mit KHK-
beginstigenden Risikofaktoren und Komorbiditaten?

- Zeigen sich Unterschiede zirkulierender Plasma-HA-Level zwischen Patienten mit
stabiler KHK und ACS?

- Kann zirkulierende Plasma-HA als Biomarker bei nekrotischem Myokarduntergang

dienen?
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2 Patienten und Methoden

2.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine prospektive Observationsstudie.
Der Studienantrag wurde durch die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf (Studien-Nr.: 4739R, Registrierungs-1D:2014072639) genehmigt.

2.2 Patienten und Gruppen
Fir die Studie wurden die Teilnehmer in der kardiologischen Klinik der Universitatsklinik

Dusseldorf zwischen Marz 2015 und September 2016 rekrutiert.

Drei Patientengruppen wurden fir diese Studie definiert:

1. Patienten mit stabiler koronarer Herzerkrankung (KHK); d.h. mit angiographisch
gesicherter koronarer Herzerkrankung und ohne akutes Koronarsyndrom in den

letzten 3 Monaten; n=49

2. Patienten mit akutem Koronarsyndrom (ACS) und positiven Nekrosemarkern;
n=42

a. STEMI; d.h. Troponin positiv, ST-Hebungen im EKG, Angabe von typischen
korperlichen Beschwerden des Patienten und leitliniengerechter akuter PCI;
siehe [188].

b. NSTEMI; d.h. Troponin positiv, keine ST-Hebungen im EKG, Angabe von
typischen kdrperlichen Beschwerden und leitliniengerechter akuter perkutaner

Koronarintervention (PCI); siehe [189]

3. Altersgematchte gesunde Kontrollgruppe ohne koronarangiographisch-

apparente Koronarsklerose; n = 49

Bei den im Rahmen des Klinikaufenthaltes durchgefiihrten Blutentnahmen wurden
zusatzlich fir dieses Projekt ca. 4 Ethylendiamintetraacetat (EDTA) - Réhrchen a 5 ml
(insgesamt 20ml) Blut entnommen. Fur die koronargesunde Kontrollgruppe und die

Gruppe mit stabiler KHK wurde jeweils nur am Aufnahmetag Blut abgenommen,
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wohingegen bei den Patienten der ACS-Gruppe (STEMI/NSTEMI) max. 5 Blutproben
(zu Stunde 0- 24 - 48- 72- 96) nach stationarer Aufnahme bei Infarktereignis
abgenommen wurden.

Diese Zeitpunkte sind so gewahlt, dass die Blutentnahmen im Rahmen der Ublichen
Blutkontrollen, im Speziellen der Infarkt-Nachsorge entnommen wurden. Bei zudem
relativ kleiner zusatzlicher Blutenthahmemenge konnte angenommen werden, dass den

Patienten kein weiteres Komplikationsrisiko entstand.

Die Aufklarung erfolgte ausfihrlich miandlich sowie schriftlich mittels eines
Aufklarungsbogens und einer Einverstandniserklarung, die in Kopie an die Patienten

ausgehandigt wurden.

Die Patienten wurden Uber das Projekt, mdgliche Risiken bei der Blutabnahme und die
pseudonymisierte  Verarbeitung ihrer Daten unter Berlcksichtigung des
Bundesdatenschutzgesetzes informiert. Alle Patientendaten (Basis-Patientendaten,
Diagnose, Begleittherapie, Komorbiditaten, Ergebnisse der Funktionsdiagnostik etc.)
wurden pseudonymisiert gespeichert und entsprechend den gesetzlichen
Bestimmungen des Datenschutzes vertraulich behandelt sowie nicht an Dritte

weitergegeben.

Die durchgefihrte Untersuchung berlcksichtigte die aktuelle Fassung der Deklaration
von Helsinki und alle weiteren ethischen und rechtlichen Vorgaben fir klinische Studien,
die nicht dem Arzneimittelgesetz unterliegen, sowie die Berufsordnung fir Arzte.

Alle verwendeten Gerate waren flr die medizinische Anwendung zugelassen und

unterlagen einer gesetzlich geregelten regelmaRigen Kontrolle.

Das klinische Vorgehen beruhte auf den 2015 gtiltigen Leitlinien der European Society
of Cardiology [188], [189].
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2.3 Ein-/Ausschlusskriterien

Es galten folgende Ein- und Ausschlusskriterien bei der Rekrutierung:

Einschlusskriterien:

e Alter > 18 Jahre

e Patienten mannlichen und weiblichen Geschlechtes mit mindlicher und schriftlicher
Einwilligung zur Studienteilnahme nach ausfiihrlicher Aufklarung

o Stabile KHK; hier: angiographisch gesicherte koronare Herzerkrankung und kein
akutes Koronarsyndrom in den letzten drei Monaten

e ACS; hier: NSTEMI bzw. STEMI bzw. eine

¢ Gesunde Kontrollgruppe ohne Hinweis auf eine koronarangiographisch manifeste

kardiovaskulare Atherosklerose

Ausschlusskriterien:

e Maligne Grunderkrankung

e Schwangerschaft

o Akute Entziindungen/Infekte oder abgelaufene Infektionen < 10 Tage

e Vorbekannte Leberzirrhose oder rheumatoide Arthritis

o Alle weiteren Behandlungen oder Erkrankungen, die nach Einschatzung der

Studienleiter eine Teilnahme verbieten.

Abbruchkriterien:

Abbruchkriterien waren mit Auftreten der aufgefihrten Ausschlusskriterien, einer non-

Compliance der Patienten oder dem Entzug der Einverstandniserklarung erfullt.
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272
Patienten

Ausschluss aufgrund von:

AMI < 3 Monate (n=8)

Lebererkrankungen (n= 2)

Erkrankung aus rheumatischem Formenkreis (n= 3)
Takotsubo Kardiomyopathie (n= 1)

nicht auswertbarer Blutproben (n= 4)

254
Patienten

Fiir die bessere Vergleichbarkeit der Gruppen
(matching), Ausschluss

. aller Probanden jiinger als 46 und élter als 90 Jahre
(n=20)

. nicht in die statistische Analyse eingegangenen
Proben (n=94)

140
Patienten

2| A\

Gruppe mit stabiler,
angiographisch gesicherter
kardiovaskularer

Gruppe mit akutem
Koronarsyndrom und
nachfolgender,
leitliniengerechter,

Kontrollgruppe ohne
manifeste
kardiovaskulare

Atherosklerose perkutaner,

Koronarintervention
Atherosklerose

n=49

=49 n=42

Abb. 3: Ubersicht der ein-/ ausgeschlossenen Patienten.

Insgesamt wurden fur die Studie 272 Patienten rekrutiert (s. Abb. 3). Aufgrund strikter
Kriterien wurden nachfolgend 140 Patienten (86 Manner und 54 Frauen)
eingeschlossen. Besonderes Augenmerk wurde auf die Erflllung aller vordefinierten
Kriterien bei der ACS-Gruppe gelegt (s.0.) sowie auf den angiographischen Nachweis
einer > 50%igen Diameter-Stenose mindestens eines Koronargefal3es in der stabilen
KHK-Gruppe. Zur besseren Vergleichbarkeit der Gruppen wurden nur Patienten
zwischen 46 und 90 Jahren in die statistische Analyse eingeschlossen. Das
Durchschnittsalter unseres Studienkollektivs liegt bei 69,6 +1,0 (MWSEM).
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2.4 Ermittlung des Koronarstatus

Bei allen Patienten war ein Koronarstatus durch invasive angiographische Untersuchung
dokumentiert worden.

Bei den Patienten mit ACS im Akutstadium, bei den stabilen KHK-Patienten und der
Vergleichsgruppe ohne KHK innerhalb der letzten 6 Monate.

Als Kriterium flr das Vorliegen einer koronaren Herzkrankheit wurde eine mindestens
50%ige Stenose in einem oder mehreren Koronargefaen zugrunde gelegt. Der Grad

der Stenose wurde visuell vom Untersucher beurteilt.

2.5 Probenverarbeitung

2.5.1 Vorversuch

Das Ziel dieses Vorversuchs war die Festlegung eines Standards bei der Zentrifugation
von EDTA-Proben zur Bestimmung von Plasma-HA, da es dazu bisher keine
Untersuchungen bzw. Standardverfahren gibt.

Hierflir wurde das Plasma von sieben mannlichen, gesunden Probanden im Alter von
21 — 30 Jahren (MW +SEM 25,86 + 1,1) untersucht. Die Blutabnahme erfolgte unter
sterilen Bedingungen an einer Ellenbogen- oder Handvene mittels einer 21G Butterfly
Nadel (BD Vacutainer® Safety-Lok™, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey,
USA) in vier 3ml EDTA-Rdhrchen (BD Vacutainer® Safety-Lok™, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, New Jersey, USA). Nach Probengewinnung erfolgte die Zentrifugation
pro Réhrchen bei jeweils unterschiedlicher Zentrifugationsstufe (800, 1700, 2800 und
3150 g*x) bei 4°C fur 10 Minuten mittels Eppendorf Centrifuge 5810 R (Seriennummer:
5811AH962972). Danach wurde das Plasma vorsichtig abpipettiert und in
handelstbliche Aliquots Uberfuhrt. Die Lagerung der Proben erfolgte konsequent bei

-80°C bis zur Durchfuhrung des HA-assays.
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2.5.2 Hauptuntersuchung

Die Probenentnahme bei den kardiologischen Patienten erfolgte in der Klinik fur
Kardiologie, Pneumologie und Angiologie des Uniklinikums Dusseldorf.

Bei Patienten der ,stabilen KHK“-Gruppe sowie der gesunden Vergleichsgruppe erfolgte
nur eine Blutabnahme. Innerhalb der ACS-Gruppe (STEMI/NSTEMI) erfolgten nach
initialer Blutabnahme repetitive Laborbestimmungen im Rahmen der regularen taglichen
Blutkontrollen zu Stunde 24, 48, 72 und 96 nach stationarer Aufnahme bei Akutereignis
zur Evaluation einer mdglichen Dynamik. Die abgenommenen EDTA-Blutproben wurden
auf Trockeneis gekiihlt von der kardiologischen Klinik in das Institut fir Pharmakologie
und klinische Pharmakologie der Universitat Dusseldorf transportiert. Daraufhin erfolgte
die Zentrifugation (Eppendorf Centrifuge 5810 R, Seriennummer: 5811AH962972) bei
4°C fr 10 Minuten bei 1750 g * x. Danach wurde das Plasma vorsichtig abpippetiert und
in handelsubliche Aliquots Uberflhrt. Die Lagerung der Proben erfolgte konsequent bei

-80°C bis zur Durchflihrung der Analyse.

2.5.3 Messung der HA im EDTA-Plasma

Die Messung der HA im Plasma wurde mit Hilfe des Hyaluronic Acid Test Kit der
Corgenix Incorporation (Broomfield, Colorado 80020, USA; European Patent Number
(EP) 283779) durchgefuhrt. Basierend auf der enzymatischen Verknupfung zwischen
der HA und dem Hyaluronsaure-bindenden Protein (HABP), das als spezifischer
Rezeptor fur HA dient, erfolgte die quantitative Bestimmung der HA im Probanden-
Plasma. Die verwendeten Mikrotiterplatten wurden bereits vom Hersteller mit aus
Nasenknorpel von Rindern extrahierten, enzym-konjugierten, immobilisierten HABP
benetzt. Nach Aufwarmen der Patientenproben und Kitreagenzien auf Raumtemperatur
(20 - 26°C), wurden die Mikrovertiefungen mit Patientenplasma und den jeweiligen
Standards beimpft und fir 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen
erfolgte die spezifische Bindung zwischen HABP und HA. Nach vorsichtigem Umdrehen
der Mikrotiterplatte und Entleerung des Uberstandes wurde die vierfache Waschung der
microwells mit phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlésung (PBS; phosphate-
buffed saline) durchgefiihrt, sodass ungebundene Molekiile des Plasma-Uberstandes
entfernt wurden. Nach anschlieBendem Hinzufigen von 100 pl an Meerrettich-
Peroxidase (HRP, horseradish peroxidase) konjugiertes HABP, welches Komplexe mit
der bereits gebundenen HA bildet, erfolgte eine 30minitige Inkubation. Ungebundenes
konjugiertes HABP wurde anschliefend durch erneutes vierfaches Waschen mit PBS

entfernt.
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Die Anfarbung wurde mittels Zugabe einer vom Hersteller bereitgestellten
Substratldsung — bestehend aus Tetramethylbenzidin und stabilisiertem
Wasserstoffperoxid — induziert und die Enzymreaktion nach 30-mindtiger Inkubation
durch Hinzufligen von 100 ul Stoppldsung (Schwefelsaure) pro Vertiefung beendet. Die

optische Dichte der einzelnen Vertiefungen wurde im Photometer bei 450nm gemessen.

2.6 Statistik

Die statistische Analyse der Ergebnisse sowie die Erstellung der Graphiken erfolgte
mithilfe der GraphPad-Software Version 8.0.2 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA) bzw. mit Microsoft PowerPoint (Version 16.57).

Der Grubb’s Test wurde zur Identifizierung von Ausrei3ern (outlier) verwendet, welche
folglich von der statistischen Analyse ausgeschlossen wurden. Das Signifikanzniveau
wurde flr * p < 0,05 festgelegt.

Die Daten wurden auf Normalverteilung tberprift und bei Abweichung fur die statistische
Auswertung logarithmiert.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind prinzipiell angegeben als arithmetischer MW
+ Standardfehler des MW (SEM).

Zum Vergleich zweier Datensatze wurde der students t-Test bzw. zum Vergleich
mehrerer Datensatze eine one-way analysis of variance (ANOVA) mit anschlieRendem

Bonferroni multiple comparisons test bzw. Tukey-Test durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

In diesem Kapitel werden zunachst die Ergebnisse unseres Vorversuches zur
Etablierung eines Zentrifugationsstandards von Plasma-HA vorgestellt. Danach werden
die epidemiologischen Daten der drei Kohorten (koronarangiographisch keine KHK,
stabile KHK und ACS) prasentiert, gefolgt von den einzelnen Subgruppenanalysen
hinsichtlich des Geschlechtes, Alters sowie flir die Entwicklung einer Atherosklerose
relevanten Komorbiditaten. Als finaler Punkt wird der zeitliche Verlauf zirkulierender HA
bis zu 96 Stunden nach akuter kardialer Ischamie im Vergleich zu klinisch-etablierten

Nekrosemarkern (Troponin/Creatinkinase) aufgezeigt.

3.1 Vorversuch
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Abb. 4: Spiegel zirkulierender Plasma-Hyaluronsadure (HA) bei gesunden Probanden
abhangig von der Zentrifugationsstufe (g*x).

n =7. Angegeben: MW + SEM.

Ziel dieses Vorversuches war herauszufinden, ob es einen Unterschied hinsichtlich
gemessener HA-Plasma-Level gibt, wenn die Blutproben unterschiedlich stark
zentrifugiert werden. Von je sieben gesunden Probanden wurde EDTA-BIut jeweils auf
800, 1700, 2500 bzw. 3150 g*x bei 4°C zentrifugiert. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (p = 0,87), sodass die HA- Plasmaproben der Folgeuntersuchungen bei
1750 g*x — unserem Laborstandard fir EDTA-Proben entsprechend — zentrifugiert

wurden.
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3.2 Epidemiologische Daten

Keine KHK KHK ACS

Geschlecht (m/w) 19/30 34/15 33/9
Lebensalter 69,1+1,7 729+1,6 66,4 +1,8
Leukozyten [G/I] 71+0,3 6,8+0,3 11,0+ 0,6
Hamoglobin [g/dI] 13,2+0,3 12,8 £0,8 13,56+£1,0
Thrombozyten [G/I] 229,5+9,2 223,2+12,9 247,1£15,7
CRP [mg/dlI] 1,1+0,3 0,8+0,2 1,4+04
Niereninsuffizienz 26 (53,1%) 29 (59,1%) 12 (28,6%)
Kreatinin [mg[d'] 1,1+ 0,1 1,3+0,1 1,0+ 0,1
BMI [kg KG/m?] 27,0+0,6 28,2+0,7 252+0,5
Adipositas 10 (20,4%) 19 (38,8%) 3 (7,1%)
Raucher 7 (16,7%) 11 (22,4%) 13 (31%)
Ex-Raucher 9 (21,4%) 15 (39,5%) 8 (27,6%)
AHTN 31 (63,3%) 39 (79,6%) 29 (69,1%)
T2DM 8 (16,3%) 13 (26,5%) 9 (21,4%)
HbA1c [%] 59+0,2 59%0,2 5,8+0,2
Cholesterin [mg/dl] 182,3+ 8,4 174 £ 121 182,8 + 10,0
LDL [mg/dI] 113,3+5,9 106,5 + 10,3 117,7 £ 8,6
STEMI 28 (66,7%)
NSTEMI 14 (33,3%)
hs-TnT initial [ng/l] 827,9 +241,8
maximal 2578 + 488,3

.. 621,4 +137,4
CKinitial [U/1] ’ '
maximal 1134 + 199,3
Prior Mi 0 16 (32,7%) 6 (14,3%)
Plasma-HA [ng/ml] 846114 179,4 + 44,3 72,5+10,7

Tabelle 1: Patientencharakteristika. Angegeben: MW + SEM. KHK: koronare Herzkrankheit, ACS:
akutes Koronarsyndrom, m: mannlich, w: weiblich, CRP: C-reaktives Protein, BMI: body-mass Index,
KG: Koérpergewicht; Ex-Raucher: Rauchverzicht > 4 Wochen, AHTN: arterielle Hypertonie, T2DM:
Typ-2 Diabetes mellitus, LDL: Lipoprotein geringerer Dichte, N-/STEMI: nicht-/ ST-Strecken-
Hebungsinfarkt, hs-TnT: high-sensitive Troponin, CK: Creatinkinase, Prior MI: Myokardinfarkt in der
Anamnese > 3 Monate, HA: Hyaluronsaure.
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Die Patientencharakteristika unserer Studienkohorte (n=140) wurden kategorisiert nach
Entitat (keine KHK, stabile KHK und ACS). Insgesamt betrachtet, waren 61,4% der
Probanden mannlichen Geschlechts und das mittlere Alter betrug 69,1 + 1,0 Jahre.

In die Auswertung unserer Studie wurden nur Patienten zwischen 46 und 90 Jahren
eingeschlossen. Das mittlere Alter zeigte sich in der Gruppe ,stabile KHK* am hochsten
und in der ACS-Gruppe am niedrigsten. Die meisten Frauen waren in der Gruppe ,keine
KHK* vertreten, prozentual am wenigsten in der ACS-Gruppe.

Die Inzidenz von nahezu allen traditionellen Risikofaktoren dominierte in der KHK-
Gruppe deutlich im Vergleich zu den Gruppen ,keine KHK* und ,ACS*.

In der ACS-Gruppe fallen tendenziell héhere Werte flr Leukozyten, Thrombozyten und
CRP auf (Tabelle 1).

Wir fuhrten zunachst eine Querschnittsanalyse der gesamten Kohorte hinsichtlich
Plasma-HA in Abhangigkeit von Geschlecht bzw. Alter durch, gefolgt von Atherogenese-
begilnstigenden Erkrankungen.

Im Weiteren untersuchten wir Plasma-HA bei akuter kardialer Ischamie (ACS-Gruppe)
im Vergleich zu Patienten mit stabiler KHK, sowie im Verlauf von 96 Stunden nach
kardialem ischamischem Akutereignis im Vergleich zu etablierten kardialen

Nekrosemarkern.
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3.2.1 HA-Spiegel in Abhangigkeit vom Geschlecht und Alter

Wie bereits in vorherigen Studien gezeigt, konnte in unserer Studienpopulation
bestatigt werden, dass kein Unterschied der Plasma-HA in Abhangigkeit vom
Geschlecht vorliegt. Mit steigendem Alter jedoch kam es zu einem signifikanten
Anstieg zirkulierender Plasma-HA mit einem Maximum in der Alterskohorte 76-90
Jahre (Abb.5)
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Abb. 5: Spiegel zirkulierender Plasma-Hyaluronsaure (HA) abhidngig vom Geschlecht (a)
und Lebensalter (b/c).

a) n=85,54

b) n=36, 50, 53; ** p < 0,01, *** p <0,0001. One-way ANOVA multiple comparisons.

c) Positive Pearson-Korrelation: n= 140; *** p = <0,0001. r= 0,49; r2= 0,24; 95%iges
Konfidenzintervall [0,35 — 0,60].

Angegeben: MW + SEM; ein outlier exkludiert.
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3.2.2 HA-Spiegel in Abhangigkeit von Atherogenese-begiinstigenden

Erkrankungen

Entsprechend der Auflistung der in den ESC-Guidelines [189] gelisteten
pradisponierenden Erkrankungen fir eine KHK bzw. einer myokardialen Ischamie
untersuchten wir zirkulierende HA-Spiegel bei Patienten mit AHTN, Nikotinabusus,

Dyslipidamien, Typ-2-Diabetes-mellitus (T2DM) und chronischer Niereninsuffizienz.

3.2.2.1 Arterielle Hypertonie

Zwischen Hypertonikern und Blutdruckgesunden Patienten konnte interessanterweise

kein Unterschied hinsichtlich zirkulierender HA festgestellt werden.
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Abb. 6: Spiegel zirkulierender Plasma-Hyaluronsaure (HA) abhédngig vom Vorliegen
einer diagnostizierten arteriellen Hypertonie (AHTN).

n= 40, 99; p= 0,34; Angegeben MW + SEM,; ein outlier exkludiert.
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3.2.2.2 Tabakkonsum
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Abb. 7: Spiegel zirkulierender Plasma-Hyaluronsaure (HA) in Abhangigkeit vom Vorliegen
eines Nikotinabusus.

a) n=78, 28, 32; **p= 0,005. Beendeter Nikotinkonsum > 4 Wochen.
b) n=79, 35, 24; * p = 0,035.
Angegeben: MW + SEM; zwei outlier exkludiert.

Es zeigen sich erniedrigte Werte zirkulierender Plasma-HA bei Patienten mit aktivem
Nikotinkonsum, die sich signifikant von denen unterscheiden, die noch nie geraucht
haben. Nach andauerndem Rauchstopp > 4 Wochen scheinen die Werte der ehemaligen
Raucher sich denen der Nichtraucher wieder anzugleichen (Abb. 7a)

Eingeteilt wurde der anamnestisch erhobene Nikotinkonsum in ,noch nie geraucht* (n=
78), aktiver Nikotinkonsum (n= 28) und beendeter Nikotinkonsum (> 4 Wochen; n= 32).
Pack years dienen im Klinischen Alltag der Erhebung und Quantifizierung des
Nikotinabusus, berechnet anhand der Anzahl konsumierter Zigarettenschachteln
(packs) multipliziert mit der Anzahl der Jahre des durchgefiihrten Nikotinkonsums.
Zirkulierende Plasma-HA-Spiegel zeigten sich abhangig von der Dauer des
Tabakkonsums bzw. Menge an konsumierten Zigaretten signifikant niedriger als die bei
Nichtrauchern (Abb. 7b).
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3.2.2.3 Body-Mass-Index (BMI) und Dyslipidamien
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Abb. 8: Spiegel zirkulierender Plasma-Hyaluronsaure (HA) abhangig vom Body-Mass-
Index (BMI; a), dem Vorliegen einer Dyslipoproteinamie (b/c/d/f) und unter Einnahme einer
Lipid-senkenden Medikation (e).

a) n=55,54,24,6

b) n=54, 32

Cc) n=64,23

d) n=28,41,9; *p=0,05; LDL = low-density protein

e) n=71,65; p=0,06; Lipid-senkende Med.: Statine, Cholesterinresorptionshemmer, Fibrate.

=

n= 33, 13
Angegeben: MW + SEM,; ein outlier exkludiert.

Fettleibigkeit und erhohte Blutfettwerte zahlen zu wichtigen Katalysatoren einer KHK.

Zirkulierende HA-Spiegel zeigen sich mit zunehmendem BMI (Abb.8a), erhdéhtem
Gesamt-Cholesterin, Triacylglyceriden (TAG) und Lipoprotein a nicht signifikant
verandert. Jedoch konnte mit steigendem LDL abnehmende HA-Spiegel festgestellt
werden. Invers hierzu verhalten sich die HA-Spiegel unter lipidsenkender Therapie.
Unter Therapie mit Statinen, Cholesterinresorptionshemmern oder Fibraten zeigen sich

hoéhere zirkulierende HA-Spiegel.
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3.2.2.4 Diabetes mellitus
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Abb. 9: Spiegel zirkulierender Plasma-Hyaluronsaure (HA) in Abhangigkeit vom HbA1c (a),
bei Patienten mit Typ-2 Diabetes mellitus (T2DM) (b) und der antidiabetischen Therapie
(c/d).

a) n=44, 25, 14; p= 0,2; zwei outlier exkludiert

b) n=108, 30; *p= 0,002; zwei outlier exkludiert
c) n=11, 20; p= 0,4; ein outlier exkludiert

d) n=11,7,10, 3; p= 0,4; ein outlier exkludiert

Angegeben: MW + SEM.

Mit steigendem HbA1c als Indikator fir die durchschnittlichen Blutzuckerwerte der
vergangenen zwei bis drei Monate, ist auch tendenziell, jedoch nicht signifikant mehr

zirkulierende HA im Plasma nachweisbar (Abb. 9a). Bei Patienten mit einem bekannten
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T2DM (n= 30) zeigen sich im Vergleich zu gesunden, normoglykédmen Patienten (n=
108) signifikant hdhere Plasma-HA-Spiegel (Abb. 9b).

Es lassen sich bei T2DM-Patienten, die orale Antidiabetika (OAD) einnehmen (n= 10),
vor allem in Kombinationstherapie, tendenziell niedrigere Werte im Vergleich zu den
Diabetikern, die keine medikamentdse Therapie (n = 11) oder nur Insulin (n= 7) erhalten,

nachweisen. Diese Unterschiede stellen sich jedoch als nicht signifikant dar (Abb. 9c/d).
3.2.2.5 Chronische Niereninsuffizienz

Das Vorliegen einer chronischen Niereninsuffizienz (CKD) ist mit zunehmendem
Schweregrad ein relevanter Risikofaktor flir das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse.
Wie bereits in vorherigen Studien gezeigt, kénnen wir signifikant erhdhte zirkulierende
HA-Werte in Abhangigkeit von der Schwere der CKD bestatigen (Abb.10).
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Abb. 10: Spiegel zirkulierender Plasma-Hyaluronsaure (HA) in Abhangigkeit von der
Schwere einer diagnostizierten chronischen Niereninsuffizienz (CKD).

n=71, 15, 53; ****p < 0,0001. Angegeben: MW + SEM.
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3.2.3 Zirkulierende HA bei stabiler KHK und ACS

Unter der Annahme, dass Patienten mit angiographisch gesicherter KHK und akuter
myokardialer Ischamie mehr Endothelschadigung und eGC-shedding aufweisen und
somit mehr HA im Blutstrom zirkuliert, untersuchten wir die beiden Kohorten im Vergleich

zu Patienten ohne KHK.

ns

2.5 2.5 1.0
p=0,07 ]
_ 204 e 2.0 - —
E
? I ] —|_
< 154 1.5 ]
g 0.5 —-
8 10 1.0 1
S ]
S ]
< 054 0.5 1
0.0 i 0.0 - | ; 0.0 |
a ¢ & o P O € > \
& & ¢ & & & & & &
o e N \g'o ) éfb )
@ ¢ &

)

Abb. 11: Spiegel zirkulierender Plasma-Hyaluronséure (HA) bei koronarer Herzkrankheit
(KHK) und akutem Koronarsyndrom (ACS = N/STEMI = (Nicht)-ST-Strecken-Hebungs-
Infarkt) gegeniiber einer gesunden Vergleichsgruppe (keine KHK).

a) n=48,49,42; p=0,07

b) n=48, 49, 14, 28

c) n=14,28;p=0,5

Angegeben: MW £ SEM,; ein outlier exkludiert.

Bei Patienten mit stabiler KHK zeigten sich im Vergleich zur Gruppe ohne KHK hdhere
Werte zirkulierender HA (Abb.11a). Beim ACS stellten sich erstaunlicherweise
tendenziell eher niedrigere Werte als bei der KHK oder der Vergleichsgruppe ohne KHK
dar. Der Unterschied zwischen KHK und ACS erreicht das Signifikanzniveau nur knapp
nicht (p= 0,07). Innerhalb der ACS-Gruppe lasst sich kein signifikanter Unterschied
zwischen Patienten mit NSTEMI bzw. STEMI darstellen (Abb.11c)

Die naheliegende Annahme, dass die vergleichsweise hoheren HA-Spiegel bei
nachgewiesener Koronarsklerosierung positiv mit der Gefalbeteiligung (1, 2 bzw. 3
Gefalde) korrelieren, konnte in unserer Analyse nicht bestatigt werden. Jedoch zeigt sich
bei Patienten mit Koronarsklerose (Kohorte KHK + ACS, n= 91), abhangig von bereits in
der Vorgeschichte aufgetretenen ischamischen Komplikationen (ACS/Apoplex)
signifikant hdhere Spiegel zirkulierender HA (Abb. 12b).
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Abb. 12: Plasma-Hyaluronsaure (HA)-Level bei Patienten mit KHK/ACS abhéangig von der

GefdBRbeteiligung der KHK (a) und von vorausgegangenem ischamischem Ereignis
(ACS/Apoplex; b).

a) n=20, 18, 53; p=0,09
b) n=63, 28; *p= 0,015; ein outlier exkludiert.
Angegeben: MW + SEM.
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3.2.4 Verlaufsmessungen von CK, TnT und Plasma-HA nach ACS

Wir untersuchten, ob zirkulierende HA mit anderen, in der klinischen Praxis gangigen
Nekrosemarkern korreliert. Daflr beobachten wir den Verlauf 96 Stunde nach

Krankenhausaufnahme bei gesicherter Diagnose eines ACS.
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Abb. 13: Verlaufsmessungen bis 96 Stunden nach akutem Koronarsyndrom (ACS)
(a) Creatinkinase (CK), (b) high-sensitive Troponin-T und (c) Plasma-Hyaluronsaure (HA).

Angegeben: MW + SEM

Oberer Norm-Grenzwert/-bereich angegeben durch rotgestrichelte Linie fir (a) CK < 171 U/,

(b) hs-Troponin-T <14 ng/l und (c) Plasma-HA; dargestellt im grau-schattierten Bereich der MW
der Kohorte ohne KHK 78,5 + 9,9 ng/ml (= MW + SEM der Kohorte ohne KHK)

CK (Abb.13a) zeigte sich im Mittel bei Aufnahme mehr als funffach erhdht in Bezug auf
das Ausgangsniveau. In Stunde 24 kam es zu einer weiteren leichten Erhéhung, bevor

der Blutspiegel konsequent bis Stunde 96h — bis auf oberes Normniveau — abfiel.
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Hs-TnT (Abb. 13b) zeigte sich bei stationarer Aufnahme bei den Patienten ca. 135fach
hoéher als das Normalniveau. Nach Koronarintervention stieg hs-TnT weiter an (Stunde
24) und blieb im Verlauf bis zu Stunde 96 auf etwa stabilem Niveau.

Der Verlauf von zirkulierender Plasma-HA (Abb. 13c) nach kardialer Ischamie stellte
sich anders da.

Da es keinen definierten Normwertbereich fur zirkulierende Plasma-HA gibt, errechneten
wir diesen anhand der MW koronargesunder Patienten (Gruppe ,keine KHK": 78,5 + 9,9
ng/ml).

Die Ausgangwerte (Werte bei Vorstellung bei ACS im Notfallzentrum; 61,7 £11,6 ng/ml)
waren im Vergleich zu dem errechneten Normbereich koronargesunder Patienten
niedriger und flachten auf ein Minimalniveau von ca. 20 ng/ml zu Stunde 48h ab.

In Stunde 72 kam es zu einem erneuten Anstieg, nun oberhalb des kalkulierten
Normbereichs (89,9 £ 28,1 ng/ml). Zu Stunde 96 zeigte sich dieser Trend wieder
ricklaufig auf etwa das Wertniveau zu Stunde 48. Diese zeitlichen Schwankungen

zeigten sich jedoch nicht statistisch signifikant.
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4 Diskussion

Durch die zunehmende Erforschung der HA, ihrer Synthasen und interagierenden
Rezeptoren als elementare Bestandteile der EZM und der eGC, ist ihre bedeutende
Rolle bei Inflammation und in der Entwicklung und Progression von Atherosklerose
belegt [190]. Vielfaltige physiologische Regulationsmechanismen und bisher eine
(unspezifische) pharmakologische Interventionsmaoglichkeit stehen zur Verfliigung, die
HA- Synthese bzw. -Degradation zu modifizieren und geben Hoffnung, zuklnftig
positiven Einfluss auf pathologische Zustdnde nehmen zu kénnen. Fir die HA konnte
kontextspezifisch — abhangig von ihrem Vorkommen in eGC, EZM bzw. im Interstitium —
unterschiedliche Funktionen nachgewiesen werden. Dies macht das Verstandnis ihrer
Funktionen abhangig von molekularen Interaktionspartnern komplex. Abb. 14 fasst die
wichtigsten, bisher entschlisselten Funktionen der HA in den verschiedenen
Kompartimenten in Hinblick auf Atherogenese und Inflammation zusammen. Die
atheroprotektive Funktion der HA konnten schon durch HA-Beschichtung in

Koronarstents therapeutisch genutzt werden [191].

eGC

+ atheroprotektiv
+ anti-inflammatorisch
+ anti-thrombogen

- pro-inflammatorisch
(HA cables)

- Induktion durch

pro-atherogene GF

+ kardioprotektiv
- pro-inflammatorisch?
(HA-Fragmente)

EZM
(intestinal/dermal)
exemplarisch

Myokardiale
EZM

Abb. 14: Auswahl relevanter Funktionen der Hyaluronsdure (HA) in Bezug auf
Inflammation und Atherogenese in Abhédngigkeit vom Zell-Kompartiment.

+ : schitzender Effekt auf das Gewebe / - : schadigender Effekt auf das Gewebe;
eGC: endotheliale Glykokalyx, EZM: extrazellulare Matrix, GF: growth factors
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Zirkulierende HA kann bei verschiedensten physiologischen als auch pathologischen
Zustanden im Blutstrom nachgewiesen werden. Der erhéhte Nachweis von HA im
Blutstrom scheint multifaktoriell bedingt zu sein: Hochregulation der HA-Synthese in
verletztem bzw. entziindetem Gewebe und Freisetzung in den Blutstrom, Freisetzung
aus der GefalBwand bzw. HA-shedding aus der eGC.

Da die eGC eine bedeutende Determinante der vaskuldaren Permeabilitat fir
Makromolekiile, so z. B. Lipoproteine ist, kann der Glykokalyxverlust die Atherogenese
beglnstigen [192].

Risikofaktoren, die die Entwicklung einer Atherosklerose Uber schadigenden Einfluss auf
das Endothel mit konsekutiver Leukozytenadhdsion provozieren, sind u.a.
physikalischer Stress durch Scherkrafte und Zirkulation von ROS. Dies ist bei
Erkrankungen wie z.B. der arteriellen Hypertonie, beim Rauchen, Hyperlipoproteinamie,
Diabetes mellitus und chronischer Entziindung gegeben — siehe Abb. 15.

Neben dem Abscheren von eGC-Bestandteilen kommt es zur endothelialen Dysfunktion.

Blutstrom

LMW-HA

eGC

Normales BlutgefaR mit
intakter eGC, EC- und
VSMC-Schicht

Abb. 15: Schematische Darstellung des eGC-sheddings und der Atherogenese.

Links: intakte endotheliale Glykokalyx (eGC), Endothelzellschicht (EC) in der Intima und
vascular smooth cells (VSMC) in der Media. Protektive Funktion innerhalb der eGC u.a. von
zirkulierender Superoxid-Dismutase (SOD) und Antithrombin 111 (ATHI).

Rechts: Durch Storfaktoren (roter Pfeil) ausgeldstes eGC-Shedding mit Generierung von in
die Zirkulation freigesetzten eGC-Fragmenten wie z.B. high- bzw. low- molecular weight
Hyaluronsaure (HMW/LMW-HA). Zunehmende Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) mit negativem Einfluss auf die Endothelintegritat. Endotheliale Dysfunktion mit
Einwanderung von Entziindungszellen (beispielhaft hier Monozyt) in die Media. Aktivierung
zum Makrophagen und zunehmende intrazellulare Akkumulation von oxidiertem LDL (oxLDL),
dann als Schaumzelle benannt. Konsekutive Plaqueformation mit negativer EZM-
Umgestaltung (remodeling), siehe roter Kasten.

HA: Hyaluronsaure, HS: Heparansulfat, 1G: Immunglobulin, CS: Chondroitinsulfat, ATHN:
arterielle Hypertonie, I/R: Ischamie/Reperfusion
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4.1 Bedeutung zirkulierender Plasma-HA-Spiegel bei KHK beglinstigenden
Risikofaktoren und Komorbiditaten

Unter den in Kapitel 1.1.1 aufgefiihrten kardiovaskularen Risikofaktoren, die eine
frihzeitige Atherosklerose-Bildung begtinstigen, gehéren auch mannliches Geschlecht
und das Lebensalter (> 55 Jahre). Wie bereits in vorherigen Studien gezeigt wurde,
konnten wir bestatigen, dass es keine signifikanten geschlechterspezifischen
Unterschiede hinsichtlich zirkulierender Plasma-HA gibt - hier auch nicht zwischen
Patienten mit nachgewiesener KHK oder ACS. Bezogen auf Zunahme des Lebensalters
[125] und Schwere einer CKD [163] zeigt sich, wie bereits vorbeschrieben, eine starke
Korrelation von zirkulierender HA. Wir konnten zeigen, dass diese sowohl bei
koronargesunden Patienten als auch bei solchen mit koronarangiographisch
nachgewiesener KHK vorliegt.

Papanastasopoulou et al. haben in ihrer Studie aus dem Jahr 2016 die HA als mdglichen,
empfindlichen Indikator far das kardiovaskulare Risiko benannt.
Sie kalkulierten das kardiovaskulare Risiko flr eine gesunde Population mithilfe des
Framingham-Scores, der das Risiko fur die Entwicklung einer KHK innerhalb der
nachsten zehn Jahre vorhersagt [193]. Signifikant erhéhte HA-Werte konnten hierbei im
Zusammenhang mit dem metabolischen Syndrom (Adipositas, erhdhte
Nuchternblutzuckerwerte > 120 mg/dl, manifester Diabetes mellitus, Hyperlipidamie und
erhdhte Triacylglyceride) festgestellt werden [193].

Bezulglich Diabetes — als bedeutende Komorbiditat bei der KHK — konnten wir in unserer
Studie zeigen, dass Patienten mit einem bekannten T2DM im Vergleich zu gesunden,
normoglykdmen Patienten signifikant héhere Plasma-HA-Spiegel aufweisen. Abhangig
von steigendem HbA1c und unter oraler antidiabetischer Therapie (OAD), vor allem in
Kombinationstherapie, lieRen sich tendenziell niedrigere Werte im Vergleich zu den
Diabetikern ohne medikamentdse Therapie nachweisen. Diese Unterschiede stellten
sich jedoch als nicht signifikant dar, was jedoch insgesamt in der geringen n-Zahl
begrindet liegen konnte.

Erhohte Serum-HA-Werte, speziell bei solchen Patienten mit bereits manifesten
Komplikationen (Nephropathie, Neuropathie, Retinopathie) konnten bereits von Mine et
al. nachgewiesen werden [194]. Zur Untersuchung, ob es Unterschiede zwischen Typ-1
(T1DM) und Typ-2 (T2DM) hinsichtlich zirkulierender HA gibt, analysierten Nagy et al.
[195] in ihrer im Jahr 2019 veréffentlichten Studie, die Menge von HA im Muskel und
Serum bei Maus und Mensch. HA war im Serum und in den Muskeln sowohl bei an
T2DM erkrankten Mausen als auch beim Menschen erhoht; es fand sich keine

Korrelation zwischen HA-Leveln und dem C-Peptid-Niveau, dem BMI, oder der Dauer
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der T2DM-Erkrankung. Interessanterweise konnte bei an T1DM erkrankten Individuen
in dieser Studie keine erhéhten Serum-HA-Spiegel nachgewiesen werden [195] . Davon
abweichend wurden von Chajara et al. [196] im Jahr 2000 bei T1DM- Ratten erhéhte
zirkulierende Serum-HA Werte nachgewiesen. Die zirkulierenden HA-Level konnte
durch Insulin-Gabe reduziert werden, erreichten jedoch nicht das niedrige Level
gesunder Ratten [196]. Auch Nieuwdorp et al. fanden bei gesunden Patienten wahrend
eines normo-insulinamisch-hyperglykamischen Klemmversuchs einen akuten Anstieg
der Plasma-HA mit Glykokalyx-Stérung [35]. Daruber hinaus konnten sie bei Patienten
mit TIDM eine inverse Korrelation zwischen Plasma-HA und Plasma-HYAL zum
Glykokalyx-Volumen darstellen [197], die eine durch Hyperglykamie induzierte Stérung
des HA-Stoffwechsels und erhéhte endotheliale Vulnerabilitat (mit Beglnstigung einer
Atherosklerose) durch gesteigerte HYAL-Aktivitat und konsekutiv erhéhte Plasma-HA-
Spiegel nahelegt [198]. Hinsichtlich T1DM kénnen wir keine valide Aussage treffen, da
lediglich ein Proband einen T1DM aufwies und nicht in die statistische Analyse mit
einging.

Wir konnten in unserer Studie bei den Patienten mit angiographisch nachgewiesener
KHK keinen relevanten Zusammenhang zwischen zirkulierender Plasma-HA und dem
Vorliegen einer AHTN feststellen.

Umso erstaunlicher lief3 sich in unseren Untersuchungen eine signifikante Reduktion
zirkulierender HA bei Patienten mit aktivem Nikotinabusus demonstrieren. Diese
Reduktion zirkulierender HA zeigte sich auch abhangig von der Dauer und Intensitat
(gemessen in PY) des fortgeflihrten Tabakkonsums. Unterschiede zwischen aktiven
koronargesunden Rauchern und solchen mit stabiler KHK bzw. ACS waren nicht
vorhanden. Wir konnten ebenfalls demonstrieren, dass sich zirkulierende Plasma-HA-
Werte nach andauerndem Rauchstopp (> 4 Wochen) den Werten der Nichtraucher
tendenziell wieder anglichen. Unsere Daten stimmen mit den Erkenntnissen von
McDevitt et al. [199] Uberein, die in vitro eine prompte Reduktion der Kettenlange von
HA durch Exposition mit Zigarettenrauch nachweisen konnten. Dieser Effekt zeigte sich
ebenfalls abhangig von der Menge an Zigaretten. Die Kettenlangenreduktion schwachte
sich Uber die Zeit nach beendeter Zigarettenrauchexpositon ab [199]. Savas et al.
konnten in vivo bei Patienten mit ACS und aktiver Rauchanamnese eine verstarkte
HYAL-2 Genexpression feststellen. HYAL sind in der Lage HMW-HA in pro-
inflammatorische Fragmente bis zu 20 kDA enzymatisch zu zersetzen. Wir konnten in
unserer Untersuchung keine Unterschiede zirkulierender Plasma-HA bei aktiven

Rauchern ohne KHK, mit stabiler KHK respektive ACS nachweisen.
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Ebenso lie sich fur Patienten mit erhéhtem LDL-Blutspiegel eine signifikante Reduktion
zirkulierender Plasma-HA darstellen.  Zirkulierende HA-Spiegel waren mit
zunehmendem BMI, erhéhtem Gesamt-Cholesterin, Triacylglyceriden (TAG) und
Lipoprotein a nicht signifikant korreliert. Die Plasma-HA-Spiegel von Patienten mit
Hyperlipoproteindmie unter lipidsenkender Therapie (Statine,
Cholesterinresorptionshemmer oder Fibrate) zeigten sich annahernd signifikant héher
(p= 0,06) als von Therapie-naiven.

Hinsichtlich Hyperlipoproteinamie konnten Berg et al. [23] im Mausmodell bei
atherogener Diat — sprich fett- und cholesterinreich — eine inverse Korrelation zwischen
eGC-Dicke und dem Intima-Media-Verhaltnis feststellen. Vink et al. [200] zeigten darauf,
dass die Verabreichung von ox-LDL zu einer Degradation der eGC mit Abbau endogener
Schutzenzyme, wie z.B. der SOD, mit Stérung der Mikrozirkulation durch lokale
Plattchenadhasion im Cremaster-Muskel beim Hamster fiuhrte. Eine gleichzeitige
Infusion dieser Schutzenzyme zusammen mit ox-LDL hob den schadigen Effekt auf und
reduzierte den oxidativen Stress auf die Endothelzellen.

Sowohl Zigarettenrauch als auch LDL nehmen Uber freie Radikale schadigenden
Einfluss auf die Integritat der eGC und EZM. Die Annahme lage nahe, dass durch den
schadigen Einfluss wie auch bei anderen Erkrankungszustanden mehr zirkulierende
Plasma-HA in den Blutstrom freigesetzt und somit messbar wird.

An unseren in vivo Ergebnissen ist bemerkenswert, dass T2DM und
Hypercholesterinamie — primar als eGC-schadigend angesehene Erkrankungen — einen
gegenteiligen Effekt in Hinblick auf zirkulierende HA zu haben scheinen.

Uber mégliche Ursachen fiir die deutliche Reduktion zirkulierender Plasma-HA I&sst sich
nur spekulieren. Moglicherweise konnte neben der HYAL-vermittelten Degradation von
HA, die durch ROS-vermittelte in noch kleinere Fragmente (< 6,4 kDA) erfolgen, sodass
diese Fragmente durch unser HA-Test-Kit nicht detektierbar waren und folglich deutlich
weniger zirkulierende HA > 6,4 kDA gemessen werden konnte. Fragmente < 6 kDA
konnten bereits bei malignen Tumorerkrankungen im Blut [144] — jedoch mit einem
anderen als dem von uns genutzten Test-Kit — nachgewiesen werden.

Auf Basis unserer Erkenntnisse kann womdglich einem schadigenden Einfluss mit
eGC/EZM-Destruktion und HA-Degradation unter Nikotinverzicht und mit
medikamentdser Reduktion zirkulierenden LDLs messbar entgegengewirkt werden.
Zukunftige Elektrophorese-Untersuchungen hinsichtlich der GréRRe der freigesetzten HA-

Molekule im Blut waren von groRem wissenschaftlichem Interesse.
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4.2. Zeigen sich Unterschiede zirkulierender Plasma-HA-Level zwischen
Patienten mit stabiler KHK und ACS?

In unserer Studie konnten wir tendenziell hdhere, wenn auch nicht das Signifikanzniveau
erreichende Werte zirkulierender HA bei Patienten mit koronarangiographisch
nachgewiesener KHK im Vergleich zur koronargesunden Gruppe feststellen.
Ubereinstimmend konnten Grundmann et al. bei Patienten mit stabiler KHK in
Blutproben, die aus Koronarkollateralen wahrend der Herzkatheteruntersuchung
gewonnen wurden, erhdhte HA-Werte im Vergleich zu systemisch gewonnenem Blut
feststellen [84]. Bei nicht-diabetischen Patienten mit angiographisch nachgewiesener
stabiler KHK im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe mafien Kucur et al. [201] erhohte
Werte von Serum-HYAL, die wohlimdglich an der vermehrten Degradation und
Freisetzung von HA in den Blutstrom beteiligt sind.

Hinsichtlich Patienten mit stabiler KHK und ACS konnten wir mit marginaler Korrelation
erniedrigte Werte beim ACS nachweisen (p= 0,07). Eine deutlicheres Signifikanzniveau
wulrde vermutlich bei hdherer n-Zahl erreicht werden. Die Entitat — ob NSTEMI oder
STEMI — sowie das Ausmal} der KoronargefalRbeteiligung (1, 2 oder 3 Gefalie) scheint
unseren Ergebnissen nach keinen Einfluss auf die Héhe zirkulierender HA zu haben.
Passend zu unseren Erkenntnissen konnten auch Li et al. [202] bei Patienten mit STEMI
im Vergleich zu koronargesunden Patienten signifikant niedrigere Werte von
zirkulierender Plasma-HA als auch seines Rezeptors CD44 nachweisen. Die Beurteilung
des Grads der Koronarsklerose erfolgte via optischer Koharenztomographie (OCT).
Dariiber hinaus zeigten sie, dass sich in Abhangigkeit von der Atiologie des ACS —
Plagueerosion versus Plaqueruptur — eine signifikante Reduktion von Plasma-HA bei
Patienten mit Plaqueerosion, nun auch gegenlber Patienten mit stabiler KHK und
Plaqueruptur nachweisen lie3. Plaqueerosionen weisen hdhere Konzentrationen von HA
[10] und CD44 [10], [96] auf und werden haufiger bei jingeren und weiblichen Patienten
beobachtet, weshalb eine geringere KHK-pradisponierende Komorbiditatslast als
ursachlich angenommen wurde [202].

Uber die zugrundeliegenden Mechanismen der Reduktion von Plasma-HA bei Patienten
mit ACS lasst sich auch hier nur spekulieren. Die Reduktion von Plasma-HA bzw. ihre
Fragmentierung kann im Rahmen der Koronarischamie durch ROS [71] bzw.
Hochregulierung von HYAL, u.a. auch auf aktivierten Blutplattchen am Thrombus [203],
ausgeldst werden. Blutplattchen exprimieren auch den HA-Rezeptor CD44 [204], der an
freies HA im Plasma binden kdnnte und somit nicht mehr frei messbar ware.

Darlber hinaus konnte im entzindeten Gewebe, wie auch bei der Atherosklerose

nachgewiesen werden, dass HA mit Monozyten sogenannte HA-cables [88], [89] bildet,
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sodass freigewordenes HA hypothetisch in Interaktion mit zirkulierenden Blutzellen
Komplexe bilden und so aus dem Plasma gebunden werden kdnnte. Ein entsprechendes
Phanomen ist bisher jedoch nur interstitiell und nicht im Blutstrom beschrieben.

Die meisten der vorherigen Studien haben sich im Rahmen kardialer Ischamie auf HA
im Gewebe bzw. im Plaque konzentriert. Daher sind Untersuchungen in diesem Kontext
sowohl in Bezug auf freiwerdende Fragmente, als auch mogliche Zell-/Rezeptor-

Interaktionen zum weiteren Verstandnis unerlasslich.
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4.3 Kann zirkulierende Plasma-HA als Biomarker bei nekrotischem
Myokarduntergang dienen?

Biomarker im Allgemeinen sind korpereigene Molekile, die anhand objektiv gemessener
Abweichungen eines vordefinierten Normbereiches einen Krankheitsprozess oder eine
Organschadigung anzeigen kénnen.

Ein optimaler Biomarker muss spezifisch, in hoher Konzentration exprimiert und bei
Zellschadigung in ebenfalls hoher Konzentration in den Blutstrom freigesetzt werden,
sodass durch die gemessenen Veranderungen physiologische von pathologischen
Prozessen abgegrenzt werden konnen. Herzbiomarker sind degradierte
Proteinkomplexe zellularer Strukturen, die in den Blutstrom Ubergehen, wenn es zur
Schadigung von Myokardzellen kommt. Dies kann sowohl bei akutpathologischen als
auch bei chronischen Prozessen auftreten. Die Bestimmung kardioischamischer
Biomarker spielt eine besonders wichtige Rolle bei der spezifischen Diagnostik,
Klassifizierung und Risikostratifizierung bei vermutetem ACS, die die Einleitung einer
zeitnahen therapeutischen Revaskularisierung ermoglicht und somit
prognosebestimmend ist.

Der erster Biomarker, der zur Diagnosefindung des AMI in den 1960er Jahren verwendet
wurde, war die Aspartattransaminase (AST) [205]. Im Laufe der Jahre wurden weitere
Biomarker wie die Laktatdehydrogenase (LDH) und die Creatinkinase (CK) genutzt.
Allen gemein ist, dass sie neben dem Herzmuskel auch von anderen Geweben
synthetisiert werden und sich daher nicht als spezifischer Myokardischamie-Marker
erweisen [206]. Durch Elektrophoreseuntersuchungen konnten  schlieRlich
kardiospezifische Isoenzyme der CK (CK-MB) und LDH (LDH1, LDHZ2) detektiert
werden. Sie haben eine geringere Spezifitdt und hohere Rate an falsch positiven
Ergebnissen im Vergleich zu Markern wie dem kardialen Troponin [207]. Ein weiteres
Protein, das Myoglobin, ein kugelférmiges, Ham-basiertes Protein, welches flr den
Sauerstofftransport innerhalb von Herz- und Sklelettmuskelzellen verantwortlich ist,
versprach spezifischer den ischamischen Muskelzerfall abzubilden. Da jedoch nicht nur
nach Myokardischamie, sondern auch Schadigung der Skelettmuskulatur Myoglobin ins
Blut freigesetzt wird, eignet sich Myoglobin ebenfalls nicht als spezifischer myokardialer
Nekrosemarker [207]. Troponin wurde 1963 als zusatzliches Protein im kontraktilen
Apparat von Skelett- und Herzmuskelzellen erstbeschrieben [208]. Zusammen mit
Calciumionen regulieren die Troponin-Proteine die Wechselwirkung zwischen Aktin- und
Myosinfilamenten bei der Muskelkontraktion. Kardiales Troponin (cTn) ist ein Komplex,
der aus drei Untereinheiten besteht: Troponin T (cTnT; Tropomyosin-bindende

Untereinheit), Troponin C (cTnC; Calcium-bindende Untereinheit), Troponin | (cTnl;
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inhibitorische Untereinheit). cTnT und cTnl werden speziell im Herzmuskel exprimiert,
wohingegen Troponin C auch im Skelettmuskel synthetisiert wird. Daher sind cTnT und
cTnl- Konzentrationen hochspezifische und sensitive Blutserum-Marker als Zeichen
untergegangenen Herzmuskelgewebes, die mit der InfarktgroRe korrelieren [209] und
aktuell den Goldstandard in der myokardialen Infarktdiagnostik ausmachen.

Seit Mitte der 1980-er Jahre wurde an einem zuverlassigen Radioimmuno-Assay zum
Nachweis cTns im Blutserum gearbeitet [210]. Obwohl ¢TnT und cTnl vergleichbare
diagnostische Exaktheit aufweisen, hat sich cTnT gegenlber cTnl durch bessere
prognostische Vorhersagekraft abgegrenzt [211].

Den heutigen Goldstandard macht die sogenannte high-sensitive Messmethode aus, die
im Gegensatz zu den Ublichen Troponin-Bestimmungen hohere diagnostische
Messgenauigkeit aufweist [212].

Um den friheren diagnostischen Ein-/Ausschluss bei vermutetem ACS bzw. eine
prognostische Risikostratifizierung zu ermdglichen, gab es Uberlegungen, ob
erganzende Multimarker-Bestimmungen z.B. von Copeptin, high sensitive C-reactive
protein (hsCRP), heart-type fatty acid binding protein (H-FABP) bzw. growth
differentiation factor 15 (GDF-15) hilfreich sein kdnnten [189].

Denn trotz hoher Test-Spezifitdt kdnnen multiple Variablen [213]-[215] die cTn-
Konzentration beeinflussen. Hierzu gehéren u.a. Lebensalter, akute bzw. chronische
Niereninsuffizienz, Zeit seit Eintreten der thorakalen Beschwerden und das Geschlecht.
Neben diesen kdnnen auch eine Vielzahl anderer kardialer Erkrankungszustande fur
eine myokardiale Zellschadigung sorgen und somit zu einer cTn-Elevation fihren. Hierzu
gehdren z.B. Herzrhythmusstérungen, Herzinsuffizienz, hypertensive Entgleisung,
Myokarditis, Herzklappenerkrankungen, Aortendissektion und medikamentds-toxische
Herzschadigung. Auch nicht-kardiogene Entitdten wie Sepsis, akute neurologische
Ereignisse (Infarkt oder Blutung), Schilddrisenfunktionsstérungen oder extreme
Ausdaueranstrengung kdnnen einen Anstieg des cTns auslésen.

Auch fur zirkulierende HA konnten ahnliche Zustande (so z.B. Lebensalter, CKD, Sepsis,
Ausdaueranstrengung; siehe Kapitel 1.4.3) nachgewiesen werden, die zu einem Anstieg
in den Blutstrom freigesetzter HA flhrten. Tatsachlich gilt Serum-HA bereits seit

mehreren Jahren als etablierter und zuverlassiger Biomarker fur die Leberzirrhose [149].

Zunachst untersuchten wir die Verlaufe von cTnT. Diese zeigten sich kongruent mit der
bereits beschriebenen Kinetik von c¢cTnT nach ACS [216]: So konnte demonstriert
werden, dass bereits eine Stunde nach Einsetzen der Symptome bei einem Patienten

mit AMI cTnT im Serum ansteigt und sein Maximum nach 12 Stunden findet.
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Katus et al. wiesen bei fruh-revaskularisierten Patienten (< 3,5h nach
Beschwerdebeginn) erhdhte Spiegel von frei zirkulierendem zytosolischen c¢TnT mit
einem starken Anstieg an Tag 1 nach Beschwerdebeginn bzw. Intervention
(sogenanntes wash out) nach [217].

In unserer Untersuchung konnte nach perkutaner Koronarintervention ein rascher
Anstieg des hs-cTnT-Niveaus demonstriert werden (Stunde 24) mit in etwa stabilem
Verlauf bis zu Stunde 96. Der Verlauf von zirkulierender Plasma-HA nach kardialer
Ischamie stellte sich fast invers zu den cTnT-Messwerten dar. Die Ausgangwerte bei
Aufnahme in der Notfallambulanz waren im Vergleich zu dem berechneten Normbereich
koronargesunder Patienten (Gruppe ,keine KHK®) niedriger und flachten auf ein
Minimalniveau von ca. 20 ng/ml ab (Stunde 48). In Stunde 72 kam es zu einem erneuten
Anstieg auf etwa den oberen kalkulierten Normbereich der gesunden Vergleichsgruppe.
Zu Stunde 96 zeigte sich dieser Trend wieder ricklaufig. Diese zeitlichen Schwankungen

zeigten sich jedoch nicht statistisch signifikant.

Wir untersuchten bei Patienten mit ACS Level zirkulierender Plasma-HA im Zeitfenster
von insgesamt 96 Stunden nach Krankenhausaufnahme bei Herzinfarkt in Hinblick
darauf, ob Plasma-HA mdglicherweise als zusatzlicher Biomarker bei myokardialer
Nekrose dienen kann.

Wie bereits im Kapitel 4.2 aufgefuhrt, konnten bei Patienten mit ACS im Vergleich zu
Patienten mit stabiler KHK erniedrigte Plasma-HA-Werte nachgewiesen werden.

Im Vergleich zu gangigen kardialen Nekrosemarkern (cTnT und CK) zeigte Plasma-HA
keinen  kongruenten Verlauf innerhalb der ersten 96 Stunden nach
Krankenhausaufnahme, siehe Abb. 13.

Dazu passend konnten Ostrowski et al. keine Korrelation zwischen cTn und
zirkulierendem Syndecan-— einer ebenfalls bedeutenden Komponente der eGC — bei
STEMI-Patienten feststellen [218].

Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen wurden im Jahr 2019 bzw. 2021 zwei
Studien publiziert, die bei Patienten mit akuter kardialer Ischamie (bei STEMI)
zirkulierende Plasma-HA-Level bestimmt haben [202], [219].

Li et al. erklarten, dass Plasma-HA moglicherweise dazu dienen kann, Patienten mit
ACS abhangig von der Atiologie (Plaqueruptur bzw. -erosion) voneinander zu
determinieren, da bei Patienten mit Plaqueruptur deutlich niedrigere Plasma-HA-Werte
festgestellt werden konnten [202].

Savas et al. [219] analysierten Plasma-HA-Level an Tag 0, 7 und 30 nach AMI.

Sie proklamierten, dass es wahrend eines ACS zu einem Plasma-HA-Anstieg komme.
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Bei differenzierter Betrachtung kann man den Daten in der Akutphase ebenfalls niedrige
zirkulierende HA-Level von 33,2 £ 3,1 ng/ml entnehmen, die somit nicht in Widerspruch
zu unseren Daten und denen von Li et al. stehen.

Savas et al. konnten an Tag 7 signifikant steigende Werte (46,2 £ 5,9 ng/ml) zeigen, die
an Tag 30 auf eleviertem Niveau (max. 50,1 + 5,1 ng/ml) verblieben. Weiterhin konnten
sie an Tag 30 erhéhte HA-Werte bei Patienten mit einem Vorderwandinfarkt nachweisen,
was sie in einer anzunehmenden gréleren Infarktzone begriindet sahen [219].

Ein Wiederanstieg der Plasma-HA nach akutem ischamischen Ereignis mit Degradation
von Plasma-HA kann zum einen eine ,Normalisierung® der HA-Spiegel auf ein
anzunehmendes Ausgangshiveau eines Patienten mit stabiler KHK nach
uberwundenem ACS darstellen. Wir konnten bei Patienten mit stabiler KHK, die bereits
in der Vorgeschichte ein ischamisches Ereignis (Schlaganfall oder ACS) erlitten haben,
signifikant hohere zirkulierende Plasma-HA-Spiegel nachweisen, als bei solchen, die
keine ischamische Komplikationen aufwiesen (Abb. 12b).

Es konnte bereits mehrfach gezeigt werden, dass degradierte HA, speziell in der
Grofenordnung 3-10 Disaccharide, die Angiogenese férdern kann, hier speziell auch
nach Myokardinfarkt [220]. Post-ischamisch induzierte Angiogenese fuhrt zur Bildung
von Kollateral-Koronargefalien. Bereits bei Patienten mit stabiler KHK konnten Xi et al.
zeigen, dass je besser die Koronar-Kollateralaste ausgebildet, desto hdher die Plasma-
HA-Level nachweisbar waren [221].

Moglicherweise kann der post-ischamische Wiederanstieg zirkulierender Plasma-HA
Ausdruck von Adaptationsmechanismen im Rahmen des remodelings sein, die den
Erhalt der Organfunktion zum Ziel haben.

Zirkulierende Plasma-HA kann womdglich als ergadnzender kardialer Marker bei
nekrotischem Myokarduntergang dienen, auch wenn sich ihr Verlauf — eher untypisch —
im Vergleich zu bewahrten Nekrosemarkern wie dem cTnT, mit inversem Verlauf
darstellt. Aber gerade dieses Merkmal ist fur die Bestimmung der Plasma-HA — trotz
ihres ubiqutéaren Vorkommens im Organismus — vorteilhaft. Obwohl sie in Abhangigkeit
von Lebensalter, Ausdaueranstrengung und bei den meisten Krankheitszustanden (so
z.B. Leberzirrhose, CKD, Sepsis, Tumoren, T2DM) erhoht im Blut nachzuweisen ist,
zeigt sie sich bei Patienten mit ACS, wie nun in drei Studien bestatigt werden konnte,
erniedrigt im Vergleich zu Patienten mit stabiler KHK. So kdnnte sie zumindest
erganzend zu cTnT (als dem Goldstandard) eingesetzt werden, wobei fir ihre
Bestimmung im Notfall schnellere, validierte und breitverfigbare Testverfahren von

Noten waren.
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4.4 Limitationen

Diese Studie weist mehrere potenzielle Limitationen auf.

Zum einen wurde unsere Studie nur an einem einzigen Zentrum mit begrenzter
Patientenzahl durchgeflihrt. Zum anderen mussten durch die vordefinierten, strengen
Ein- und Ausschlusskriterien einige primar rekrutierte Patienten von dieser Studie wieder
ausgeschlossen werden, siehe Abb. 3. In der KHK-Kohorte wurden nur solche Patienten
eingeschlossen, bei denen mindestens eine > 50%ige Diameter-Stenose eines
Koronargefalles nachgewiesen wurde. Die Koronarangiographie als Luminographie der
Herzkranzgefalie gilt als Goldstandard zur Detektion von Koronarstenosen. Jedoch ist
dieses Verfahren bei rein visueller Beurteilung untersucherabhangig, und so eine
mogliche Unterschatzung der Plaquelast nicht auszuschlieRen.

Die StichprobengroRe ist eher klein und ein mdglicher Auswahlbias trotz der
vordefinierten Kriterien nicht auszuschliefen. Eine multizentrische Studie mit einer
groleren Anzahl von Patienten ist notwendig, um die Gultigkeit unserer
Schlussfolgerungen zu bestatigen.

Zum anderen hat das verwendete Testkit (Hyaluronic Acid Test Kit, Corgenix
Incorporation, Broomfield, Colorado 80020, USA; European Patent Number (EP)
283779) zwar eine geringe Test-Variabilitdt und hohe Akkuranz, jedoch konnten
Haserodt et al. zeigen, dass es fur die Bestimmung von LMW-HA < 6,4 kDA nicht
geeignet ist [222]. Daher kann in dieser Arbeit keine abschlieliende Aussage Uber

Spiegel zirkulierender LMW-HA dieser GroRe getroffen werden.
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4.5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die vorliegende Studie ist eine der ersten, die bei Patienten mit angiographisch
gesicherter KHK zirkulierende Plasma-HA-Spiegel untersucht hat.

Zusammenfassend deuten die vorliegenden Ergebnisse erstmalig in vivo darauf hin,
dass sowohl mit aktivem Nikotinabusus als auch LDL- Hyperlipoproteindmie
zirkulierende HA im Plasma reduziert vorliegt. Ebenso konnte niedrigere HA-Werte bei
Patienten mit ACS im Vergleich zu den beiden anderen Kohorten nachgewiesen werden.
Unseren Erkenntnissen zufolge kann wohlmdglich durch anhaltenden Rauchverzicht
und Einsatz medikamentdser Lipidsenker einem schadigenden Einfluss mit e GC/EZM-
Destruktion und HA-Degradation messbar entgegengewirkt werden.

Zum anderen kénnte Plasma-HA — da sie anders als bei anderen Erkrankungszustanden
nicht erhéht im Blutstrom messbar ist — als erganzender Marker zu cTnT bei kardialer
Ischamie dienen und auch zwischen Plaqueruptur und -erosion diskriminieren [202].
Dies konnte helfen, die therapeutische Versorgung entsprechender Patienten zu
optimieren.

Grinde fur die messbare Reduktion von Plasma-HA bleiben bis jetzt unklar, und Gber
sie Iasst sich spekulieren. Multizentrische Studien mit einem grofReren Patientenkollektiv
sind hinsichtlich zirkulierender HA unerlasslich, um Fragen betreffend der Relevanz von
FragmentgroRe, als auch mdglicher HA-bindender Zell-/Rezeptor-Interaktionen zu
beantworten. Ubergeordnet kénnen die Erkenntnisse zu zirkulierender HA helfen, um
endotheliale Schadigung zu detektieren und therapeutische — bestenfalls praventive —
Médglichkeiten zu entwickeln, die die endotheliale Glykokalyx als wichtigste vaskulare
Schutzbarriere praservieren. Es gibt Hinweise, dass Infusion von eGC-Bestandteilen
helfen kann, geschadigte eGC zu rekonstituieren. Ziel sollte sein, den Prozess der
Atherogenese abzumildern bzw. aufzuhalten, um ischamische Komplikationen, die
jahrlich weiterhin noch zu viele Menschenleben kosten, zu verhindern. Um Plasma-HA
als erganzenden Marker bei Myokardnekrose einzusetzen, musste im Rahmen der
Akutversorgung ein schnelleres, validiertes und flachendeckend verfugbares

Messverfahren fur Plasma-HA entwickelt werden.
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