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L. Zusammenfassung

Der akute Myokardinfarkt ist eine der hdufigsten Todesursachen der westlichen Welt. Die
Vorginge, die die Komplikationen eines Herzinfarktes beeinflussen, sind daher von groBem
wissenschaftlichem Interesse. Monozyten, als Zellen der angeborenen Immunantwort,
spielen in der Entziindungsreaktion, und somit der Heilung, nach einem akuten
Myokardinfarkt eine entscheidende Rolle. Diese konnen in der Durchflusszytometrie
anhand der Oberflidchenantigene CD14 und CD16 in drei Subpopulationen unterschieden
werden: Klassische Monozyten (CD 14++, CD16-), intermedidre Monozyten (CD14++,
CD16+) und Nicht-klassische Monozyten (CD14-, CD16++). Klassische Monozyten zeigen
dabei einen proinflammatorischen Phénotyp. Nicht-klassische Monozyten gelten als
protektiv, wihrend die Gruppe der intermedidren Monozyten noch wenig untersucht ist.
Aktivierte Thrombozyten bilden mit Monozyten im Rahmen kardiovaskuldrer
Erkrankungen sogenannte Monozyten-Thrombozyten-Aggregate. Eine erhohte Anzahl dieser
Aggregate nach einem Myokardinfarkt geht mit erhohter Mortalitdt und Herzinsuffizienz
einher. Die pathophysiologischen Zusammenhidnge hierfiir sind jedoch weitgehend
ungekldrt. Ziel der Arbeit war es (1) die Dynamik der Aggregat-Bildung nach einem ST-
Elevationsmyokardinfarkt subgruppenspezifisch zu quantifizieren und (2) einen
Zusammenhang zwischen der Aggregat-Bildung und dem Ausmal} des Myokardinfarktes
sowie dem Ausmal der Inflammation herzustellen.

Wir untersuchten Monozyten von 56 Patienten mit ST-Elevationsmyokardinfarkt und
verglichen diese mit Monozyten von 27 vergleichbaren Patienten mit koronarer
Herzerkrankung ohne Herzinfarkt. Peripher vendse Blutproben zu drei Zeitpunkten (Tag 0,
Tag 1, Tag 5) wurden innerhalb von zwei Stunden nach Blutentnahme zur Analyse
aufbereitet. Durch die Anfarbung der Oberflichenmerkmale CD14, CD16, CD41a wurden
in der Durchflusszytometrie Monozyten und ihre Subpopulationen bestimmt. Als
Monozyten-Thrombozyten-Aggregate wurden Monozyten mit einem zusitzlichen positiven
Ereignis fiir den Thrombozyten-Marker CD41a gewertet. Uber das Oberflichenmerkmal
CD62P konnten wir eine Aussage iiber die Aktivierung der Thrombozyten gewinnen.

Im zeitlichen Verlauf nach einem Infarkt zeigten die Aggregate mit intermedidren
Monozyten als einzige Subpopulation einen signifikanten Anstieg mit dem Maximum an Tag
1. Patienten mit dieser Konstellation an Tag 1 nach STEMI zeigten ein groBeres Infarktareal,
sowie an Tag 5 eine schlechte linksventrikuldre Funktion mit erhdhten enddiastolischen und
endsystolischen Volumina, sowie vermehrte mikrovaskuldre Obstruktion. Ebenso konnte
ein hoheres maximales CRP als Marker der inflammatorischen Reaktion nach STEMI
nachgewiesen werden.

In unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass eine vermehrte Aggregation von Thrombozyten
mit intermedidren Monozyten nach einem Myokardinfarkt mit groeren Infarktarealen sowie
mit Risikomarkern fiir zukiinftige kardiovaskuldre Ereignisse einhergeht. Weitere
experimentelle Studien sind notwendig, um zu kldren, ob diese Beobachtung ein assoziativer
Parameter mit potenzieller prognostischer Aussagekraft ist oder ob die Bildung dieser
Aggregate eine direkte, kausale pathophysiologische Rolle im akuten Myokardinfarkt spielt
und somit ein potenzielles Ziel fiir eine medikamentdse Therapie darstellen konnte.



II. Summary

Acute myocardial infarction is one of the leading causes of death in the Western world. The
mechanisms influencing post-infarction complications are therefore of major scientific
interest. Monocytes, as key cells of the innate immune response, play a crucial role in the
inflammatory reaction and subsequent healing process following acute myocardial
infarction. Using flow cytometry, monocytes can be classified into three subpopulations
based on the surface antigens CD14 and CD16: classical monocytes (CD14++, CD16-),
intermediate monocytes (CDI14++, CDI16+), and non-classical monocytes (CD14—,
CD16++). Classical monocytes exhibit a pro-inflammatory phenotype, while non-classical
monocytes are considered protective; the role of intermediate monocytes remains less well
understood.

In the context of cardiovascular disease, activated platelets form so-called monocyte—platelet
aggregates (MPA) with monocytes. An increased number of these aggregates after
myocardial infarction is associated with higher mortality and an increased risk of heart
failure, although the underlying pathophysiological mechanisms remain largely unclear. The
aims of this study were (1) to quantify the subgroup-specific dynamics of MPA formation
following ST-elevation myocardial infarction (STEMI) and (2) to investigate the
relationship between MPA formation, infarct size, and the extent of inflammation.

We analyzed monocytes from 56 patients with STEMI and compared them with monocytes
from 27 matched patients with stable coronary artery disease without myocardial infarction.
Peripheral venous blood samples were collected at three time points (day 0, day 1, day 5)
and processed within two hours of collection. Monocytes and their subpopulations were
identified by flow cytometry using surface markers CD14, CD16, and CD41a. Monocyte—
platelet aggregates were defined as monocytes with an additional positive signal for the
platelet marker CD41a. Platelet activation was assessed using the surface marker CD62P.

Over time following myocardial infarction, a significant increase in aggregate formation was
observed exclusively in intermediate monocytes, with a peak on day 1. Patients exhibiting
this pattern on day 1 after STEMI showed larger infarct sizes, impaired left ventricular
function at day 5 with increased end-diastolic and end-systolic volumes, and a higher degree
of microvascular obstruction. In addition, higher peak C-reactive protein (CRP) levels were
detected, indicating an enhanced inflammatory response after STEMI.

In conclusion, our study demonstrates that increased aggregation of platelets with
intermediate monocytes after myocardial infarction is associated with larger infarct sizes and
markers of increased risk for future cardiovascular events. Further experimental studies are
required to determine whether this observation represents a purely associative parameter
with prognostic value or whether these aggregates play a direct, causal pathophysiological
role in acute myocardial infarction and may therefore constitute a potential target for
pharmacological intervention.
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1 Einleitung:

1.1 Epidemiologie, Definition und Pathophysiologie des akuten
Myokardinfarktes

Kardiovaskuldre Erkrankungen stellen eine der Haupttodesursachen weltweit dar [1]. In
Europa verursacht die koronare Herzerkrankung (KHK) jahrlich 1,7 Mio. Todesfille [2].
Die KHK ist eine chronisch progrediente Erkrankung der Herzkranzgefif3e, die zu einem
Akutereignis wie einem akuten Myokardinfarkt fithren kann. Alleine fiir das deutsche
Gesundheitssystem bedeutet dies jahrliche Kosten in der Hohe von 2,3 Mrd. €, die
aufgrund des Auftreten akuter Myokardinfarkte anfallen [3]. Ursache der KHK ist die
Atherosklerose.

Zu den Risikofaktoren der Atherosklerose zdhlen neben den beeinflussbaren Faktoren wie
Dyslipiddmie, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus, Nikotinabusus, Adipositas,
Bewegungsmangel und ungesunde Erndhrung auch die nicht beeinflussbaren
Risikofaktoren wie eine genetische Pridisposition, das Lebensalters und das ménnliche
Geschlecht [4].

Die Atherosklerose ist eine chronische Schadigung der Gefallinnenwand, der Tunica
intima. Durch chronischen Stress auf die GefdBwand und endotheliale Dysfunktion
entsteht eine Entziindungsreaktion. Begiinstigt durch eine Dyslipiddmie kommt es zur
Ablagerung von Cholesterin in der GefiBwand. Dies zieht die Einwanderung von
Monozyten nach sich, welche im Gewebe zu Makrophagen differenzieren, Cholesterin
aufnehmen und sich als Schaumzellen ablagern [5].

Die Entziindungsreaktion setzt sich fort und fiihrt in Folge der weiteren GefaBBschidigung
zu einer Proliferation von glatten Muskelzellen und einer adaptiven Verdickung der
Gefdflinnenwand. Es bilden sich fibrindse Plaques mit einem nekrotischen Kernanteil.
Bereits diese ausgebildeten Plaques konnen eine Gefa3verengung bedingen. Bei
atherosklerotischen Plaques wird zwischen stabilen und instabilen Plaques unterschieden.
Instabile Plaques besitzen nur eine diinne fibrindse Kappe, die leicht aufreilen kann.
Kommt es zu einer Ruptur dieser diinnen Kappe einer instabilen atherosklerotischen
Plaque, kommt der thrombogene Kern der Plaque mit den Zellen des Blutes in Kontakt und
es entstehet ein Thrombus in dem betroffenen Koronargefa3. Auch eine Ulzeration einer
atherosklerotischen Plaque kann zu einer Thrombusbildung fithren. Durch beide
Mechanismen kann es zu einem akuten Verschluss eines HerzkranzgefaBes kommen. Es
folgt ein akuter Myokardinfarkt [6].



1.2 Diagnostik und Therapie des akuten ST-
Elevationsmyokardinfarkt

1.2.1 Einteilung und Diagnostik des akuten Koronarsyndroms

Das akute Koronarsyndrom (ACS) umfasst ein Spektrum von Entitdten der KHK, welche
sich weiter durch Verdnderungen im Elektrokardiogramm (EKG) und den Einsatz von
laborchemischen Markern unterscheiden lassen. Es werden die instabile Angina pectoris
(AP), der Nicht-ST-Elevationsinfarkt (NSTEMI) und der ST-Elevationsmyokardinfarkt
(STEMI) unterschieden.

Die instabile AP ist definiert als eine myokardiale Ischdmie ohne einen unmittelbaren
Untergang von Kardiomyozyten mit einer Dauer von mehr als 20 Minuten, die aus der
Ruhe oder minimaler Belastung heraus entstehen kann. Auch eine neu aufgetretene AP,
sowie eine vorbekannte AP mit steigender Intensitét, langerer Dauer und einer niedrigeren
Schwellenbelastung sowie eine AP nach einem kiirzlichen Myokardinfarkt werden zur
instabilen AP gezihlt [7]. Die Diagnose eines NSTEMI wird bei Symptomen einer
kardialen Ischdmie und einer Troponinerh6hung ohne signifikante Hebungen der ST-
Strecke im 12-Kanal-EKG gestellt [8]. Ein STEMI wird bei Symptomen einer kardialen
Ischdmie in Kombination mit einer ST-Strecken-Hebung in mindestens zwei benachbarten
Ableitungen diagnostiziert. Auch Patienten mit einem neu aufgetretenen Schenkelblock
und typischen Symptomen eines ACS werden wie Patienten mit einer relevanten ST-
Strecken-Hebung behandelt [8].

Die Klassifizierung zwischen NSTEMI und STEMI ist relevant fiir die unmittelbare
therapeutische Konsequenz. Wihrend im Falle eines akuten STEMI unverziiglich eine
revaskularisierende Therapie durchgefiihrt werden muss, kann bei einem NSTEMI die
revaskularisierende Therapie nach individueller Risikoevaluation innerhalb von maximal
24 Stunden erfolgen [7]. Diese Arbeit befasst sich ausschlieBlich mit der Entitdt STEMI.

1.2.2 Chronisches Koronarsyndrom

Liegt eine KHK mit chronischem Verlauf vor, wird diese Krankheitsentitdt seit 2019 als
Chronisches Koronarsyndrom (CCS) bezeichnet. Fiir die Entstehung eines CCS kann
ebenso wie bei einem ACS eine GefdlBverengung durch Atherosklerose ursichlich sein.
Charakteristisch fiir ein CCS ist eine chronische Progredienz einer KHK mit
unterschiedlicher klinischer Symptomauspriagung, die durch ein Missverhéltnis zwischen
Sauerstoff-Bedarf und Sauerstoff-Angebot entsteht und einer dadurch hervorgerufenen
Ischamie resultiert [9].

1.2.3 Management und Therapie des akuten ST-Elevationsmyokardinfarkt

Im akuten Management eines STEMI soll bereits priklinisch eine kausale Therapie durch
die medikamentose Hemmung der Thrombozytenaggregation begonnen werden. Dabei



werden insbesondere gerinnungshemmende Medikamente wie Aspirin (ASS) und Heparin
eingesetzt. Aulerdem werden verschiedene Medikamente zur Symptomkontrolle
eingesetzt. Dazu gehdren Opiate zur Analgesie und Benzodiazepine zur Beruhigung
angstlicher Patienten. Nitrate werden nicht mehr standardméBig eingesetzt, konnen aber
individuell zur symptomatischen Therapie angewendet werden. Betablocker kdnnen bei
Patienten mit Tachykardie ohne akute Herzinsuffizienz eingesetzt werden. Bei Hypoxie
mit einer peripheren Sauerstoffséttigung unter 90% soll Patienten Sauerstoff zugefiihrt
werden [7].

Angestrebt wird eine umgehende perkutane Koronarintervention (PCI) mit dem Ziel einer
Rekanalisierung und einer Stentimplantation im betroffenen Blutgefdf3 innerhalb von 120
min. Bei einer PCI werden die verschlossenen Herzkranzgefd3e durch Drug-Eluting-Stents
(DES), Bare-Metal-Stents oder eine Ballonangioplasie wiedererdffnet, wobei DES als
Standardverfahren etabliert sind [10, 11]. Ist eine PCI in nahem zeitlichen Rahmen nicht
moglich, steht als zweitrangiges Therapieverfahren eine Fibrinolyse innerhalb von 12h
nach Symptombeginn zur Verfligung [7].

Eine zentrale Sdule der Sekundérpravention ist die Fortfiihrung der medikamentdsen
Thrombozytenaggregationshemmung nach einem akuten Myokardinfarkt. Dabei wird in
der Regel fiir 12 Monate eine duale Thrombozytenaggregationshemmung (DAPT)
durchgefiihrt und anschlieend eine lebenslange Therapie mit ASS angestrebt [7, 12-14].
Erginzend wird mittels weiterer medikamentdser Therapie das Risiko erneuter
kardiovaskulérer Ereignisse gesenkt. Eingesetzt werden Statine zur Senkung des
Cholesterinspiegels, Hemmer des Angiotensinkonversionsenzym (ACE-Hemmer) zur
Blutdruckkontrolle und zur Pravention eines negativen Remodelings sowie Betablocker zur
Kardioprotektion und Priavention von malignen Arrythmien.. Zur Sekundérpravention wird
dariiber hinaus eine umfassende Lebensstilmodifikation empfohlen, die den Rauchstopp,
eine konsequente Blutdruckkontrolle, Gewichtsreduktion, regelméBige korperliche
Aktivitit sowie eine angepasste Erndhrungsweise umfasst [7].

1.2.4 Beurteilung der Prognose nach ST-Elevationsmyokardinfarkt

Zur Abschétzung der Prognose nach STEMI hinsichtlich der Entwicklung einer
Herzinsuffizienz, Rehospitalisierung, Reinfarkten und der kardiovaskuldren Mortalitat
eignen sich sowohl bildgebende als auch laborchemische Marker. Bei allen Patienten wird
wihrend des stationdren Aufenthaltes eine Echokardiografie empfohlen, um die rechts-,
und linksventrikuldre Funktion sowie die Funktion der Herzklappen einzuschitzen und
gleichzeitig postischdmische mechanische Komplikationen oder das Vorliegen eines
Ventrikelthrombus auszuschlieBen [7]. Einer der wichtigsten Prognoseparameter fiir das
kardiale Outcome die linksventrikuldre Funktion (LVF). Zur Beurteilung wird die
linksventrikuldre Ejektionsfraktion (LV-EF) bestimmt. Eine reduzierte LV-EF im
Indexaufenthalt nach STEMI sowie eine ausbleibende Erholung der LV-EF im Verlauf von
6 Monaten geht mit einer erhohten Mortalitdt einher [15-17]. Daneben kénnen erhdhte
linksventrikuldre endsystolische Volumina (LV-ESV) und linksventrikuére enddiastolische
Volumina (LV-EDV) als Priadiktoren einer erhohten Langzeitmortalitit und
Rehospitalisierung im Rahmen einer Herzinsuffizienz gewertet werden [18].

Als ergénzendes bildgebendes Verfahren kann neben der Echokardiografie die kardiale
Magnetresonanz-Tomographie (CMR) genutzt werden. Diese bietet eine hohere



untersucherunabhingigen Reproduzierbarkeit und ermoglicht eine prazise Beurteilung der
die Struktur des Myokardgewebes. Der optimale Zeitpunkt fiir das Durchfiihren einer
CMR mit Kontrastmittel ist Tag 5+2 nach STEMI [19]. Als Surrogatparameter fiir die
InfarktgroBe gilt das Late Gadolinium Enhancement (LGE). Nach intravendser Gabe
reichert sich das Kontrastmittel in gesundem Myokard iiber die Kapillaren gleichméfig an
und wird rasch ausgewaschen. Durch die Ischdmie kommt es zum Zelluntergang von
Myokardgewebe. Im infarzierten Bereich verbleibt mehr Kontrastmittel im interstitiellen
Raum, was zu einem verspéteten Auswaschen des Kontrastmittels fiihrt. Das verbliebene
Kontrastmittel kann ca. 10-15 min. nach Applikation als heller Bereich und als
sogenanntes LGE in der CMR-Aufnahme identifiziert werden. Uber den prozentualen
LGE-Anteil am Gesamtvolumen des Ventrikels kann die Infarktgrof3e bestimmt werden
[19]. Ein erhohte LGE InfarktgroBe (%) wird als Pradiktor fiir eine erhdhten Mortalitét und
das Auftreten kardialer Ereignisse gewertet [19, 20].

Als weiterer relevanter Prognoseparameter der CMR, das Auftreten einer mikrovaskuliren
Obstruktion (MVO) bestimmt werden [19]. Bis zu 30% der Patienten mit einem
Myokardinfarkt entwickeln im infarzierten Areal Mikrozirkulationsschdden, sodass
einzelne Bereiche des Infarktes trotz erfolgreicher makrovaskulédrer Revaskularisierung nur
unvollstindig reperfundiert werden. Dies wird als No-Reflow-Phidnomen bezeichnet [21].
Ursédchlich fiir dieses Phdnomen ist das Auftreten einer MVO. Die Entstehung einer MVO
ist multifaktoriell. Entscheidend ist die Dauer der Ischdmie mit konsekutiven endothelial
swelling, die Mikroembolisation, eine vermehrte Aktivierung von Thrombozyten sowie
eine verstirkte inflammatorische Reaktion [22]. Fiir den nichtinvasiven Nachweis einer
MVO ist das CMR aktuell das bevorzugte diagnostische Mittel [19]. In der mit
Kontrastmittel-unterstiitzen CMR-Untersuchung kann die MVO im LGE 10-15 Minuten
nach der Gadolinium Applikation als nicht Kontrastmittel aufnehmende Region innerhalb
des Infarktareals dargestellt werden [23, 24]. Das Auftreten einer MVO ist mit einer
schlechteren Langzeitprognose hinsichtlich des Auftretens von Reinfarkten,
kardiovaskuldren Todesfillen und der Entwicklung einer Herzinsuffizienz verbunden [24].

Laborchemische Biomarker spielen nicht nur in der initialen Diagnostik eines
Myokardinfarktes eine Rolle, sondern dienen auch im Verlauf der Risikostratifizierung
nach einer erfolgten PCI und Akuttherapie. Aufgrund ihrer breiten Verfiigbarkeit sind
héufig genutzte Biomarker in der Initial- und Verlaufsdiagnostik eines STEMIs das
kardiale hoch sensitive Troponin T (hsTnT), die Creatinkinase (CK), das Akute-Phase-
Protein C-reaktive Protein (CRP) sowie die Leukozytenzahl. Gleich wie das kardiale
Troponin nimmt die Bestimmung der CK nicht nur in der initialen Diagnostik, sondern
auch im Verlauf eines Myokardinfarktes eine relevante Rolle ein. Das CK-Maximum und
das Troponin-Maximum konnen im Verlauf nach einem STEMI als laborchemische
Parameter fiir das Abschitzen der Infarktgrofe genutzt werden [25, 26]. Wobei hierbei das
CK-Maximum als iiberlegen und zudem als Pradiktor fiir eine erh6hte Mortalitét
anzusechen ist [26, 27].

Das CRP und die Leukozytenzahl dienen der Einschitzung des Ausmaf3es der
inflammatorischen Reaktion. Ein erh6htes CRP bei Patienten mit STEMI ist mit einer
erhohten Komplikationsrate hinsichtlich der Mortalitit, dem Risiko eines Reinfarktes, dem
Auftreten einer Herzinsuffizienz und dem Auftreten einer instabiler AP assoziiert [28]. Die
Inflammationsmarker CRP und Leukozyten als auch das kardiale Troponin sind im STEMI
mit einem grofleren Infarktareal und einer geringeren LV-EF assoziiert. Im Rahmen einer
gesteigerten inflammatorischen Reaktion nach einem STEMI zeigt sich zusitzlich mehr
MVO [29].



1.3 Antwort des angeborenen Immunsystems auf einen akuten ST-
Elevations-Myokardinfarkt

1.3.1 Allgemeine Immunantwort

In Folge eines Myokardinfarktes kommt es zum Untergang des Myokardgewebes und
einer Aktivierung des Immunsystems. Innerhalb des menschlichen Immunsystem
unterscheidet man das angeborene vom erworbenen Immunsystem und folgend die
angeborene von der erworbenen Immunantwort. Das angeborene Immunsystem ist von
Geburt an vorhanden und umfasst Zellen wie eosinophile, basophile und neutrophile
Granulozyten, aulerdem antigenprésentierende Zellen wie dendritische Zellen, natiirliche
Killerzellen sowie monozytire Zellen, wie Makrophagen und Monozyten. Zu den Zellen
des erworbenen Immunsystems werden B-Lymphozyten und T-Lymphozyten gezihlt.
Neutrophile Granulozyten stellen mit ca. 60% den gréften Anteil der im Blut
zirkulierenden Immunzellen dar, auf Lymphozyten entfillt ein Anteil von ca. 30%, auf
Monozyten ca. 6%. Eosinophile Granulozyten machen mit ca. 3% und basophile
Granulozyten mit ca. 1% nur einen vergleichsweise kleinen Anteil der
Leukozytenpopulation aus [30]. Nach einem Myokardinfarkt werden durch die
absterbenden Myokardzellen Zytokine und Chemokine freigesetzt und intrazellulédre
Bestandteile auf Zelloberflache prasentiert. Dadurch werden Leukozyten angelockt und
aktiviert [31]. Die Bestandteile der nekrotischen Zellen werden vom angeborenen
Immunsystem als Signale fiir eine Entziindungsreaktion erkannt. Durch die Bindung an
Rezeptoren auf der Leukozytenoberfldche wird die Entziindungsreaktion ausgelost [32,
33]. Neben diesen rezeptor-abhingigen Signalwegen spielt auch die Komplementkaskade
sowie Reaktive-Sauerstoff-Spezies eine relevante Rolle in der Aktivierung und der
Fortsetzung der Entziindungsreaktion [34].

Als Teil der Reaktion auf eine Ischimie werden neben Immunzellen auch Endothelzellen
aktiviert. Aktivierte Endothelzellen setzten ebenfalls Zytokine und Chemokine frei. Die
kumulative Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen fiihrt zur Ausbildung eines
Konzentrationsgradienten, dem die Immunzellen folgen und so gezielt zum infarzierten
Myokard gefiihrt werden. Gleichzeitig steigert eine Schidigung der Endothelzellen die
Endothelpermeabilitit und erleichtert so die Einwanderung von Leukozyten ins Gewebe
[35]. Durch Adhisionsmolekiie wie Selektine auf der Endotheloberflache wird zunichst
eine lockere Anhaftung der Leukozyten an das aktivierte Endothel vermittelt. Fiir eine
stabilere Adhédsion erfolgt die Interaktion zwischen den Integrinen der Leukozyten mit den
zugehorigen Rezeptoren auf aktivierten Endothelzellen. AnschlieBend wandern die
anhaftenden Leukozyten in das infarzierte Gewebe ein und beseitigen nekrotische Zellen
[36]. Daran schlieBt sich eine reparative Phase an, in welcher antiinflammatorische
Mediatoren freigesetzt werden, die die Entziindungsreaktion limitieren. Darauf folgt die
Proliferation von Myofibroblasten, Fibroblasten zur Neovaskularisation und so zur
Narbenbildung [35].



1.3.2 Monozytidre Immunantwort im akuten ST-Elevations-Myokardinfarkt

Monozyten spielen nicht nur in der Entstehung der Atherosklerose, sondern auch in einem
Akutereignis wie dem akuten Myokardinfarkt eine entscheidende Rolle [37]. Monozyten
und neutrophile Granulozyten wandern als erste Zellengruppen in das infarzierte Gewebe
ein. Danach folgen Lymphozyten in einem etwas geringeren Ausmal [38].

Im peripheren Blut zirkulierende Monozyten werden in der Durchflusszytometrie, im
Englischen fluorescence activated cell sorting (FACS), anhand ihrer charakteristischen
GroBe und Granularitit identifiziert und lassen sich tiber die Expression der spezifischen
Oberflichenantigene CD14 und CD16 in drei Subpopulationen unterscheiden: classical
monocyte (CD14++, CD16-), intermediate monocytes (CD14++CD16+) und non-classical
monocytes (CD14-,CD16++) [39]. Die weitere Nomenklatur der Monozyten folgt den
englischen Begriffen, um eine Kontinuitit zur internationalen Literatur zu erhalten.
Classical monocytes stellen im humanen Blut mit ca. 85% den groten Anteil. Der Anteil

der intermediate monocytes liegt bei 5-10% ,der Anteil der non-classical monocytes bei ca.
5-10% [40].

Aus ihrem Reservoir im Knochenmark und der Milz gelangen Monozyten nach einem
Myokardinfarkt {iber das zirkulierende Blut, wie in Abschnitt 1.3.1 beschrieben, zum
infarzierten Myokard [41, 42]. Abhéngig von Chemokinen werden die Monozyten-
Subpopulationen in den infarzierten Bereich rekrutiert [43, 44]. Relevant sind hierbei das
Chemokin CCL2, auch als MCP1 bezeichnet, und sein zugehoriger Rezeptor CCR2 fiir
classical monocytes und das als Chemokin wirkende Fraktalkin CX3CL1 und der
zugehorige Rezeptor CX3CR1 auf non-classical monocytes [37]. Die Funktionen der
einzelnen Monozyten-Subpopulationen unterscheiden sich. Monozyten mit einem eher
proinflammatorischen Phianotyp werden im menschlichen Organismus classical monocytes
und im Mausmodell Ly-6C high monocytes genannt [43]. Diese wandern als erste
Population in das infarzierte Areal ein. Dort beseitigen sie nekrotisches Gewebe durch
Phagozytose und Proteolyse und setzen proinflammatorische Zytokine wie z.B. TNF-alpha
frei. Nach mehreren Tagen wandern Monozyten mit einem eher antiinflammatorischen
Phénotyp in das infarzierte Areal ein. Im menschlichen Organismus sind dies die non-
classical monocytes, die den Ly-6C low monocytes im Mausmodell entsprechen. Diese
begrenzen durch ihre antiinflammatorische Funktion die Entzlindungsreaktion und nehmen
Einfluss auf Remodeling, Angiogenese, Kollagenablagerung und die
Myofibroblastenaktivitit. [44].

Die Monozyten-Subpopulationen im Mausmodell lassen sich nicht exakt auf den
Menschen tiibertragen, da sich die Charakteristika und Oberflachenantigene dieser beiden
Spezies unterscheiden. Fiir die Gruppe der intermediate monocytes bei Menschen gibt es
im Mausmodell bisher kein Aquivalent und auch deren Funktion ist weitgehend
unbekannt. Zudem beriicksichtigen viele Arbeiten in der Literatur intermediate monocytes
nicht als eigene Zellpopulation. Aufgrund der bisher unklaren Funktion ist die weitere
Charakterisierung dieser Subpopulation von grolem Interesse fiir das Verstindnis der
Funktion der Monozyten im Myokardinfarkt [43].

Fiir die Prognose nach einem Herzinfarkt scheint die Verteilung der rekrutierten
Monozyten-Subpopulationen eine klinisch relevante Rolle zu spielen. So ein hoher Anteil
an classical monocytes und somit eine erhdhte proinflammatorische Antwort mit einer
schlechteren LVF, mit einem groBeren Infarktgebiet und mit einem hoheren Anteil an



MVO einher [45, 46]. Eine Erhohung der intermediate monocytes, gemessen einen Tag
nach einem erlittenen Myokardinfarkt, korreliert ebenso mit einer reduzierten LVF, dem
Auftreten eines Reinfarktes, eines Schlaganfalls oder einer Herzinsuffizienz [47, 48]. Ein
erhohter Anteil der non-classical monocytes hingegen scheint zu einer besseren Prognose
hinsichtlich der LVF zu fiihren [46].

1.3.3 Interaktion zwischen Monozyten und Thrombozyten und Formierung
von  Monozyten-Thrombozyten-Aggregaten  im  akuten  ST-
Elevationsmyokardinfarkt

Urséchlich fiir die Entstehung eines Thrombus in einem akuten Myokardinfarkt ist die
Thrombozytenaggregation. Thrombozyten sind aufgrund ihrer Aggregation nicht nur fiir
die Entstehung eines Thrombus in einem akuten Myokardinfarkt relevant, sondern spielen
auch in der Aktivierung des Immunsystems eine Schliisselrolle. Wenn Plaques
atherosklerotischer Lasionen aufreilen, werden subendotheliales Kollagen und andere
extrazellulire Matrixproteine freigelegt. Uber den von-Willebrand-Faktor wird eine
Bindung zwischen Kollagen und der Thrombozytenoberflidche hergestellt [49]. Dies fiihrt
zu einer Aktivierung und so zu einer Konformationsidnderung der Thrombozyten sowie zu
der Entleerung von Granula aus dem Inneren der Thrombozyten [50]. Die freigesetzten
Substanzen wie ADP, Thromboxan A2, Thrombin, Epinephrin und Serotonin aktivieren
weitere Thrombozyten. Durch die Quervernetzung von aktivierten Thrombozyten iiber den
GPIIb/Ila-Rezeptor und Fibrinogen entsteht ein Thrombus [51]. Neben den Thrombozyten
spielen auch Gerinnungsfaktoren eine Rolle in der Entstehung und Aufrechterhaltung eines
Thrombus [52]. Dieser Thrombus verschlieBt das betroffene Gefall der Koronararterien.

Neben der Aggregation spielen die Thrombozyten eine zentrale Rolle in der Aktivierung
des Immunsystems und Rekrutierung der Monozyten. Nach ihrer Aktivierung kommt es
zur Freisetzung proinflammatorische Mediatoren, die auf Endothelzellen einwirken. Dies
fordert die Rolle der aktivierten Endothelzellen in der Adhésion und Transmigration von
Monozyten iiber Chemotaxis [53]. Um die Interaktion von Thrombozyten und Leukozyten
als immunologisches Phdnomen in kardiovaskuldren Erkrankungen zu beschreiben, wird
der Begriff Thromboinflammation genutzt [54, 55].

Thrombozyten konnen direkt mit Monozyten interagieren und bilden sogenannte
Monozyten-Thrombozyten-Aggregate. In weiterer Folge wird zur einheitlichen
Bezeichnung der aus dem Englischen und in der internationalen Literatur gebriduchliche
Begriff Monocyte-Platelet-Aggregates (MPA) genutzt. Diese sind mittels
Durchflusszytometrie und Fluoreszenzsmikroskopie nachweisbar [56]. Als MPA werden
im zirkulierenden Blut Komplexe identifiziert, die gleichzeitig Antigene von
Thrombozyten und Monozyten présentieren [57]. Hauptverantwortlich fiir die
Aggregatbildung ist der Komplex aus P-Selektin und dem zugehorigen Liganden (PSGL-
1). P-Selektin auf der Oberflédche von aktivierten Thrombozyten interagiert mit dem
zugehorigen Ligand PSGL-1 auf der Oberflache der Monozyten [58]. Durch diese
Interaktion werden weitere Prozesse ausgelost wie die Aktivierung von Integrinen und die
Freisetzung von Zytokinen [59-61]. Mit der Interaktion iiber P-Selektin und PSGL-1
zwischen Thrombozyten und Monozyten steigen die adhaesiven Eigenschaften der
Monozyten und deren Fahigkeit zur transendothelialen Migration [62]. Daneben sind
weitere Oberflachenproteine wie CD40/CD40Ligand und MAC-1 in Diskussion. [56]



In den Fokus der klinischen Forschung riickt die MPA-Bildung, da kardiovaskulére
Erkrankungen wie die periphere arterielle Verschlusskrankheit, Stenosen der Arteria
carotis, abdominelle Aortenaneurysmata und die KHK mit einer gesteigerten MPA-
Bildung einher gehen [63]. Insbesondere nach einem akuten Myokardinfarkt zeigt sich die
Menge an MPA im Blut im Vergleich zu Probanden ohne Myokardinfarkt erhdht [64, 65].
Ebenso zeigen sich MPA im Vergleich zu Patienten mit instabiler AP und Patienten mit
Brustschmerz nicht kardialer Ursache erhoht [66]. Zudem wurde die Bildung von MPA als
frither diagnostischer Parameter fiir einen akuten Myokardinfarkt oder als Parameter fiir
eine erhohte Thrombozytenaktivierung diskutiert [64, 65].

Eine aktuelle Arbeit von Starz et al. am Mausmodell stellt infrage, ob die priméir P-
Selektin vermittelte Interaktion zwischen Thrombozyten und Monozyten ursichlich fiir
eine aggravierte Entziindungsreaktion nach einem Myokardinfarkt ist. Allerdings
diskutieren die Autoren, ob eine Ubertragbarkeit der Daten aus dem Mausmodell, auf das
spezifische Krankheitsbild STEMI beim Menschen mdglich und sinnvoll ist und weisen
ausdriickliche auf die relevante Rolle von Monozyten und Thrombozyten in dem Prozess
der Thromboinflammation hin [67]. MPA stellen also Bindeglied zwischen Thrombose
und Inflammation ein interessantes und wichtiges Forschungsgebiet dar, welches weiterer
Untersuchung bedarf.

Die Bildung von MPA unterscheidet sich in den ersten Tagen nach einem akuten
Myokardinfarkt in den einzelnen Monozyten-Subpopulationen [47, 48]. Es gibt Hinweise,
dass classical monocytes und intermediate monocytes eher dazu neigen Aggregate mit
Thrombozyten einzugehen [48]. Wobei hierzu auch gegensitzliche Ansichten in einer
Arbeit von Allen et al. zu finden sind die nahe legen, dass non-classical monocytes und
intermediate monocytes mehr zuar MPA-Bildung neigen als classical monocytes [63].

Zhou et al. konnten nachweisen, dass es einen Tag nach einem akuten Myokardinfarkt
nicht nur zu einem Anstieg der intermediate monocytes sondern auch zu einem Anstieg der
intermediaten MPA-Bildung kommt. Hohe intermediate MPA korrelieren ebenso wie die
intermediate monocytes mit einer schlechteren Prognose hinsichtlich des Auftretens von
Reinfarkten, Schlaganféllen und Herzinsuffizienz [47]. Nicht nur hinsichtlich der
Langzeitprognose wirkt sich die vermehrte Bildung von MPA negativ aus. Auch im akuten
Setting zeigen Probanden mit einem angiografisch nachweisbaren No-Reflow-Phédnomen,
als angiographisches Korrelat zu einer MVO, erhohte MPA verglichen mit Probanden
ohne ein No-Reflow-Phianomen [68].

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Bildung von MPA ein wichtiger prognostischer
Parameter nach akutem Myokardinfarkt ist und einen pathophysiologischen Einfluss auf
InfarktgroBe, adverse cardiac remodeling und kardiovaskulére Ereignisse haben konnte.
Der zeitliche Verlauf der MPA Bildung nach STEMI in Bezug auf die einzelnen
Monozyten-Subpopulationen ist jedoch noch unzureichend untersucht. Zudem ist der
Einfluss von MPA Subpopulationen auf Marker der myokardialen Schidigung
(InfarktgroBe, Mikrovaskuldre Obstruktion, LV-Funktion) und der systemischen
Inflammation (Gesamtleukozytenzahl, CRP) im Indexaufenthalt nach STEMI weitgehend
unbekannt.

Wir stellen die Hypothese auf, dass MPA Subpopulationen eine unterschiedliche Dynamik
nach STEMI haben und eine subgruppenspezifische Assoziation zur myokardialen
Schéadigung aufweisen.



1.4 Ziel der Arbeit und Fragestellungen

1.4.1 Ziele der Arbeit

Ziele der vorliegenden Arbeit waren es, das Verhalten der MPA Bildung in den einzelnen
Monozyten-Subpopulationen zu untersuchen und eine Verbindung zwischen MPA-
Bildung, Inflammation und Infarktschwere zu finden. Daraus lieen sich folgende
Fragestellungen ableiten.

1.4.1.1 Wie verhalten sich Monocyte-Platelet-Aggregates in den einzelnen
Monozyten-Subpopulationen nach einem akuten STEMI?

1.4.1.2 Zeigen Patienten mit erhohten MPA eine ausgeprigtere
Entziindungsreaktion?

1.4.1.3 Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Bildung von Monozyten-
Thrombozyten-Aggregaten und der Infarktschwere?

2 Material und Methoden

2.1 Methoden

2.1.1 Patientenkollektiv und Studiendesign

Die gesamte Studie wurde in Ubereinstimmung mit der Erklirung von Helsinki
durchgefiihrt und von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitédt Diisseldorf
genehmigt. Fiir die Population der STEMI-Gruppe gilt das folgende Ethikvotum
,Disseldorfer STEMI Studie® (Studiennummer: 5961R, Registrierungs-1D: 2017044229).
Um die Bildung von MPA nach Auftreten eines akuten STEMIs zu untersuchen, wurden
im Rahmen dieser Doktorarbeit 56 Patienten, mit einem akuten STEMI eingeschlossen.
Dabei lag das mittlere Alter der Patienten bei 62,9 Jahren. Insgesamt schlossen wie 38
méinnliche Patienten und 18 weibliche Patientinnen in unsere Studie ein. Der Begriff
Patienten wird im Folgenden generisch verwendet und schlieft alle Geschlechter mit ein.
Alle Patienten stellten sich mit einem akuten STEMI in der Universitatsklinik fiir
Kardiologie, Angiologie und Pneumologie Diisseldorf (Direktor Prof. Dr. Malte Kelm)
vor. Kriterien fiir den Einschluss der Patienten waren eine schriftliche
Einwilligungserkldrung sowie das Vorliegen eines akuten STEMIs. Als
Ausschlusskriterien galten Patienten mit einem out-of-hospital cardiac arrest, akuten
Infektionserkrankungen, mit himatologischen und malignen Grunderkrankungen sowie
nicht einwilligungsfahige Patienten.

Als Kontrollgruppe wurden 27 Patienten mit einem chronischen Koronarsyndrom (CCS)
iiber die Tagesklinik der Universitdtsklinik fiir Kardiologie, Angiologie und Pneumologie
Diisseldorf (Direktor Prof. Dr. Malte Kelm) rekrutiert. Auch die Untersuchungen der



Kontrollgruppe wurden in Ubereinstimmung mit der Erklirung von Helsinki durchgefiihrt
und von der Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf genehmigt. Fiir
die Kontrollgruppe der CCS-Patienten gilt das folgende Ethikvotum ,,Einfluss von
Plattcheninhibition und effektiver Antikoagulation auf Plattchen-Leukozyten-
Interaktionen® (Studiennummer: 6029R, Registrierungs-ID: 2017064328). Dabei wurden
insgesamt 21 ménnliche Patienten und 6 weibliche Patientinnen eingeschlossen. Das
mittlere Alter der Kontrollgruppe lag bei 69,2 Jahren. Einschlusskriterien fiir die
Kontrollgruppe waren eine angiographisch nachgewiesene koronare Herzkrankheit sowie
eine schriftliche Einverstdndniserkldrung. Als Ausschlusskriterien galten Patienten mit
chronischen und akuten Infektionserkrankungen, himatologischen und malignen
Grunderkrankungen sowie nicht einwilligungsfdhige Patienten.

2.1.2 Gewinnung von biologischem Material

Alle genutzten Blutproben wurden in BD-Vacutainer Lithium Heparin R6hrchen der Firma
Becton, Dickinson and Company (BD), Franklin Lakes, USA abgenommen. Die
Blutentnahmen erfolgten durch das Klinikpersonal unter moglichst standardisierten
Bedingungen durch die Punktion einer peripheren Vene. Alle Blutproben wurden innerhalb
von 2 Stunden weiterverarbeitet.

Die Blutentnahmen der STEMI-Patienten erfolgten zu den Zeitpunkten Tag 0, Tag 1 und
Tag 5 nach einem STEMI. Die Blutentnahme an Tag 0 wurde vor der revaskularisierenden
Therapie durch das Klinikpersonal des Herzkatheterlabors abgenommen. Die vendsen
Blutentnahmen an Tag 1 und Tag 5 erfolgten im Rahmen des stationdren Aufenthaltes
durch das Klinikpersonal. Die venosen Blutentnahmen der Kontrollgruppe wurde in der
Tagesklinik der Klinik vor einer elektiv geplanten koronarangiografischen
Kontrolluntersuchung abgenommen.
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Studiengruppe STEMI n=56

- Blutabnahme
- FACS-Analyse
-CMR

- Echokardiographie

- Blutabnahme
- FACS-Analyse
- CMR wenn moéglich

- Koronarangiografie
- Blutabnahme
- FACS-Analyse

Einschlusskriterien:
- Vorliegen eines STEMI
- Aufklarung und schriftliche Einverstdndniserklarung

Kontrollgruppe CCS n=27

- Koronarangiografie
- Blutabnahme
- FACS-Analyse

Einschlusskriterien:
- Vorliegen eines chronischen Koronarsyndrom
- Aufklarung und schriftliche Einverstdndniserklarung

Abb. 1: Studienprotokoll

2.1.3 Leukozytenisolation

Wir isolierten Leukozyten aus dem abgenommenen Vollblut, indem wir mittels
Ammonium-Chlorid-Potassium-Lysepuffer (ACK-Lysepuffer) die Erythrozyten
entfernten. Hierzu wurden 200ul Vollblut in Sml ACK-Lysepuffer in ein 15 ml Greiner
Rohrchen pipettiert. Nach 15-miniitiger Inkubation des Vollblutes in ACK-Lysepuffer
wurden die Proben mit FACS-Puffer gewaschen. Um die intakten Leukozyten von den
lysierten Erythrozyten-Bestandteilen zu trennen, wurden die Proben zentrifugiert. Alle
Zentrifugationsschritte erfolgten mit den Einstellungen Relative centrifugal force (RCF)
=500, fiir 7 Minuten bei 4° Celsius (500 RCF, 7min, 4°C). Nach dem Abnehmen des
Uberstandes wurde das Zellpellet erneut in 5 ml ACK-Lysepuffer resuspendiert. Diesen
Lysevorgang wiederholten wir dreimal. Vor dem letzten Zentrifugationsschritt wurden die
Zellen zur Vorbereitung auf die Zellviabilititsfairbung mit Phosphat-buffered-saline (PBS)
gewaschen. Die so isolierten Zellen wurden anschlieend der Antikrperfarbung zugefiihrt.
Samtliche Inkubationsschritte fanden auf Eis statt.

2.1.4 Viabilititsfeststellung

Zur Unterscheidung zwischen vitalen und toten Zellen wurde ein Amine-Reactive-
viability-Dye (ViD) eingesetzt. Bei absterbenden und toten Zellen steigt die Permeabilitét
der Zellmembran, sodass der Farbstoff ins Zellinnere gelangt und intrazellulére freie
Amine im Zytoplasma anfarbt. Die Farbung von Aminen auf der Zelloberfliche von
lebenden Zellen wird mit einem Waschschritt verhindert. So kdnnen tote Zellen durch die
starke intrazelluldre Farbung gut von vitalen Zellen differenzier werden.
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Der hier verwendete Farbstoff Zombie Dye Aqua (Biolegend, San Diego, USA) wurde bei
Raumtemperatur in 100ul Dimethylsulfoxid geldst und zur weiteren Verwendung bei -
20°C gelagert. Nach dem letzten oben beschriebenen Lyseschritt und nach dem Abnehmen
des Uberstandes, wurde die isolierten Zellen mit dem Farbstoff Zombie Dye Aqua in einer
Konzentration von 1:100 fiir 15 Minuten inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein weiterer
Waschschritt mit FACS-Puffer und anschlieend eine Zentrifugation (500 RCF, 7min,
4°C).

2.1.5 Oberflichenfirbung

Zur Differenzierung der unterschiedlichen Leukozyten-Populationen, wurden die Zellen
mit den Antikdrpern CD3, CD19, CD56, CD62P, CD14, CD40, CD16, CD41a, und CD45
und den in Tabelle 1 angegebenen gekoppelten Farbstoffen gefirbt. Die Antikorper
wurden wie in angegeben in den Konzentrationen 1:50 bis 1:100 angewandt. Nach dem
Waschschritt und der Viabilitatsfarbung wurde das Zellpellet in 50ul FACS-Puffer
resuspendiert. AnschlieBend wurde ein 50ul Antikdrpergemisch hinzugegeben, sodass sich
die Antikorperkonzentration wie in Tabelle 4 angegeben einstellte.

Die Zellen wurden fiir 15 Minuten UV-geschiitzt auf Eis inkubiert. Zur Entfernung.
ungebundener Antikorper, erfolgte ein letzter Waschschritt mit FACS-Puffer und
anschlieBend eine Zentrifugation (SO0RCF, 7min, 4°C). Nach dem letzten Waschschritt
wurde das Zellpellet zur durchflusszytometrischen Analyse in 200-300u1 FACS-Puffer
resuspendiert.

Tabelle 1: Antikorper Panel zur Firbung von Monozyten

Kanal Panel Monozyten
FITC CD3/CD19/CD56
PE CD62P
PerCP-Cy5.5 CD14

PE-Cy7 CD40

APC CDl6

APC-Cy7 CD4la

V450 CD45

V500 Zombi Dye

2.1.6 Durchflusszytometrie

Alle durchflusszytometrischen Messungen wurden an einem BD FACSVerse Gerit
(Becton, Dickinson and Company, Heidelberg, Deutschland) durchgefiihrt. Das eingesetzte
FACSVerse Gerit verfligt tiber einen blauen Laser (Wellenlange 488nm), einen roten
Laser (Wellenldnge 640nm) und einen violetten Laser (Wellenldinge 405nm), sodass die
Farben FITC, PE, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, APC, APC-Cy7 sowie V450 und V500
gemessen werden konnten.
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2.1.6.1 Erstellen einer Kompensation

Damit die Farben der einzelnen Fluorochromen korrekt unterschieden werden kénnen und
es zu keiner Uberlappung der Fluoreszenzen kommt, wurde eine Kompensation erstellt.
Fiir die Erstellung der Kompensation wurden UltraComp eBeads, Compensation Beads
(Invitrogen, Waltham, USA) verwendet. Da die eingesetzten Compensations Beads nicht
an Antikorper mit einem rekombinanten FC-Teil des Antikdrpers binden, wurden nicht die
in Tabelle 1 dargestellten Antikorper genutzt. Stattdessen wurden folgende an die gleichen
Fluorochrome gekoppelte Antikorper eingesetzt: BD FITC anti-mouse CD11b (clone
M1/70), APC anti-mouse CD70 (clone FR70), BD PE anti-human CD14 (M5E2), Anti-
mouse CD4 V500 (clone RM4-5), CD45 anti-human PE-Vio770 (clone 5B1), CD45 anti-
human PerCP Vio700 (clone 5B1), CD45 anti-human APC Vio770 (clone 5B1) und CD45
anti-human VioBlue (clone 5B1). Ein Tropfen der UltraComp eBeads wurde mit 100ul
PBS und 1pul Antikdrper in einem Sml FACS-R6hrchen vermischt und fiir 15 Sekunden
mit einem Vortexmischer vermengt. AnschlieBend folgte eine UV geschiitzte Inkubation
fiir 15 Minuten. Um die Compensation Beads von ungebundenem Antikorper zu befreien,
erfolgte ein Waschschritt mit FACS-Puffer. Nach der Zentrifugation (S00RCF, 7min, 4°C),
wurde der Uberstand abgenommen. Die Compensation Beads wurden anschlieBend in
200ul FACS-Puffer resuspendiert. Die Kompensationsmatrix wurde durch die Software
FACSuite erstellt und in das Auswertungsprogramm importiert.

2.1.6.2 Gating Strategie:

Die Gating-Strategie dient dazu, die gesuchten Zellpopulationen eindeutig zu identifizieren
und weiter nach ihren Oberflachenantigenen zu unterscheiden. Bei den einzelnen Proben
der STEMI-Patienten, der CCS-Patienten sowie der gesunden Probanden wurden jeweils
100.000 Events aufgezeichnet. Die Auswertung erfolgte tiber das Programm FlowJo mit
der Version 10.7.1. (Beckton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA).

Hierzu wurden Monozyten durch ihre charakteristischen Eigenschaften (Grofe,
Granularitit) im Forward Scatter sowie im Sideward Scatter identifiziert. Anschlieend
wurden doppelte Ereignisse, tote Zellen, sowie T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und
Natiirliche Killerzellen mit den Oberflachenantigenen CD3, CD19, CD56 ausgeschlossen.
Die Monozyten wurden dann anhand der Oberflichenantigene CD14 und CD16 in die
Subpopulationen classical monocytes (CD14++), non-classical monocytes (CD16++)
intermediate monocytes (CD14++, CD16+) unterteilt. Ziel des Gatings war es zudem, den
prozentualen Anteil der MPA in den jeweiligen Subpopulationen, darzustellen. Als Marker
fiir MPA nutzten wir den Antikorper CD41a, der an den Komplex GPIIb/IIIa bindet.
CD41a-positive Ereignisse aus der Monozytenpopulation wurden als MPA gewertet. Die
ausfiihrliche Gating-Strategie ist in Abbildung 2 dargestellt. Als einen weiteren
einheitslosen Parameter nutzten wir die Mean Fluorescence Intensitiy (MFI). Anhand der
Fluoreszenintensitdt, kann abgeschétzt werden in welchem Ausmal ein Antikorper in einer
Zielpopulation vorhanden ist.
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Abb. 2 Gating-Strategie Monocyte-Platelet-Aggregates

Dargestellt wird hier die Gating-Strategie zur Identifizierung von Monocyte-Platelet-Aggregates (MPA).A: Monozyten
werden in Forward scatter und Sidward scatter anhand ihrer spezifischen Grofe und Granularitit identifizeirt. Tote Zellen,
doppelte Ereignisse sowie Zellen mit den Antigenen CD3, CD19 und CD56 wurden exkludiert. B: Monozyten werden
anhand der Oberflachenantigene CD14 und CD16 in die Gruppen classical monocytes (CD14++, CD16-), intermediate
monocytes (CD14+, CD16+) und non-classical monocytes (CD14-, CD16++) eingeteilt. C: Monozyten mit einem positiven
Ereignis fiir CD41a werden als MPA identifiziert. D: MPA classical monocytes, E: MPA intermediate monocytes F: MPA
non-classical monocytes.

2.1.7 Cardio-Magnetresonanzthomographie, InfarktgroBBe und
Mikrovaskuldre Obstruktion

Um die Schwere des Myokardinfarktes zu klassifizieren, wurde bei den Patienten nach
einem STEMI eine CMR durchgefiihrt. Diese findet im Rahmen der Diisseldorfer STEMI-
Studie standardméBig an Tag 5 sowie 6 Monate nach STEMI statt. Die Auswertung
erfolgte durch einen Arzt der Universitétsklinik fiir Kardiologie, Angiologie und
Pneumologie Diisseldorf. Neben den funktionellen Parameter LV-EF, LV-EDV, LV-ESV
und LV-SV wurde durch das LGE die Infarktgrof3e als Parameter der Schwere eines
Myokardinfarktes sowie das Auftreten einer MVO bestimmt.

Die InfarktgroBBe wurde nach der Gabe des Kontrastmittels Gadolinium in einer T1-
Sequenz iiber das LGE bestimmt. In dem zerstorten Myokardgewebe verbleibt das
Kontrastmittel Gadolinium durch eine verringerte Auswaschrate linger im infarzierten
Gewebe und lésst sich somit von gesundem Myokard abgrenzen. In der Auswertung wird
anschlieBend der prozentuale Volumenanteil des infarzierten Myokards als LGE%
angegeben. Als MVO ist ein hypointenses Areal innerhalb des durch Gadolinium
angereicherten Infarktbereich definiert [19].
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2.1.8 Statistik

Alle Analysen wurden mit dem Programm Prism (GraphPad Software, San Diego, USA)
durchgefiihrt. Eine Normalverteilung der Daten wurde mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Test
iiberpriift. Fiir normalverteilte Daten und den Vergleich zweier Gruppen verwendeten wir
den ungepaarten T-test, flir nicht normalverteilte Daten den Mann-Whitney-U Test. Die
statistische Analyse bei drei oder mehr Variablen erfolgte bei normalverteilten Daten durch
eine Varianzanalyse (ANOVA) und einen Tukey’s multiple comparison test. Bei nicht
normalverteilten Daten erfolgte die Analyse mit dem Kruskall-Wallis-Test und einem
anschlieenden Dunn-Multiple comparison test durchgefiihrt. Korrelationen wurden mit
einer simplen linearen Regression erstellt. Fiir nicht parametrische Daten fiihrten wir eine
Spearman-Korrelation durch. Ein P-Wert <0,05 definierte das statistische
Signifikanzniveau.

2.2 Maternial:

2.2.1 Gerate und Software

Tabelle 2: Auflistung der genutzten Geriite und der genutzen Computerprogramme

BD FACSVerse Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Deutschland

Rotina 38 R Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Eppendorf Centrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg Deutschland

IKA MS1 Minishaker IKA, Staufen im Breisgau, Deutschland

Pipetten 10ul, 50ul, 100ul, 200ul, 1000ul, 2000ul Eppendorf, Hamburg, Deutschland

FlowJo 10.7.1 Becton Dickinson Company, Franklin Lakes, USA

GraphPad Prsim 8.1.3 GraphPad Software, San Diego, USA

Medico
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2.2.2 Labormaterialien

Tabelle 3: Auflistung der genutzten Chemikalien und Labormaterialien

Chemikalien und Losungen:

Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Bovine Calf Serum

SAFC, Buchs, Schweiz

BD FACS Flow

Becton, Dickinson and Company, BD Bioscience, San
Jose, USA

Losung)

Lyse-Puffer pH 7,4 (isotone Ammoniumchlorid-

Universititsklinikum Diisseldorf Zentralapotheke

EDTA

Chemikalienliste

Labormaterialien:

15 ml Cellstar Polypropylen Réhrchen

Greiner bio one, Kremsmiinster, Osterreich

Tube 5ml

Sarstedt AG & Co.KG, Niirmbrecht, Deutschland

Safelock-Tubes 2.ml, amber

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

TipOne, Pipettenspitzen

Starlab international GmbH., Hamburg, Deutschland

Sonstige Materialien:

BD FACSuite CS&T Research Beads

Becton, Dickinson and Company, BD Bioscience, San
Jose, USA

BD Vacutainer LH PST

Becton, Dickinson and Company, BD Bioscience, San
Jose, USA

BD Vacutainer, Safety-Lok

Becton, Dickinson and Company, BD Bioscience, San
Jose, USA

Zombi Dye Aqua

BioLegend, San Diego, USA

UltraComp eBeads, compensation beads

Invitrogen, Waltham, USA

2.2.3 Chemikalien

FACS-Puffer:
500ml PBS
10 ml FCS
292mg EDTA
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2.2.4 Antikorper

Tabelle 4: Auflistung der genutzten Antikorper

Antigen | Fluorochrom Clone Spezies Hersteller Konzentration

CD3 FITC REA613 | human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:100
Gladbach, Deutschland

CD4 V500 RM4-5 mouse Becton Dickinson, Franklin 1:100
Lakes, USA

CDl11b FITC M1/70 mouse Becton Dickinson, Franklin 1:100
Lakes, USA

CD14 PerCP-Vio700 | REA599 | human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:100
Gladbach, Deutschland

CD14 PE MS5E2 human BD, Franklin Lakes, USA 1:100

CDl16 APC REA423 | human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:100
Gladbach, Deutschland

CD19 FITC REA675 | human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:100
Gladbach, Deutschland

CD40 PE-Vio770 REA733 | human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:100
Gladbach, Deutschland

CD4la APC-Vio770 REA386 | human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:50
Gladbach, Deutschland

CD45 VioBlue REA747 | human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:100
Gladbach, Deutschland

CD45 PerCP-Vio700 | REA747 | human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:100
Gladbach, Deutschland

CD45 PerCP-Vio700 | 5B1 human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:100
Gladbach, Deutschland

CD45 PE-Vio770 5B1 Human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:100
Gladbach, Deutschland

CD45 APC-Vio770 5B1 human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:100
Gladbach, Deutschland

CD45 VioBlue 5B1 human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:100
Gladbach, Deutschland

CDs56 FITC REA196 | human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:100
Gladbach, Deutschland

CD62P PE REA389 | human Miltenyi Biotec, Bergisch 1:50
Gladbach, Deutschland

CD70 APC FR70 mouse BioLegend, San Diego USA 1:100

3 Ergebnisse:

3.1 Studienpopulation

Ausgewertet wurden die Untersuchungen an 56 Patienten nach Auftreten eines akuten
STEMI sowie eine Kontrollgruppe bestehend aus 27 Patienten mit CCS.

In der STEMI Gruppe waren 68% der Patienten ménnlich, in der Gruppe der Patienten mit
einem CCS lag der Anteil der médnnlichen Probanden bei 78%. Die Gruppe der STEMI-
Patienten war mit einem durchschnittlichen Alter von 63 Jahren jlinger als die Gruppe der
Patienten der Gruppe mit einem CCS, die ein durchschnittliches Alter von 69 Jahren
aufwies. In beiden Gruppen zeigte sich ein altersentsprechend normwertiges
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Gesamtcholesterin. In ihrem kardiovaskuldren Risikoprofil &hnelten sich die beiden
Gruppen. Das LDL-Cholesterin (STEMI: 1094+38,3mg/dl, CCS: 112,84+45,9mg/dl) und der
BodymaB-Index (STEMI:26,4+4 kg/m?, CCS: 28,5+5 kg/m?) waren in beiden Gruppen im
Vergleich zum Normwert erhoht. Beim initialen Himoglobinwert sowie bei der initialen
Glomerulére Filtrationsrate gab es in den beiden unterschiedenen Gruppen keine
Abweichung vom Normwert. Zwischen der Gruppe der Patienten mit einem STEMI und
der Gruppe der Patienten mit einem CCS zeigten sich beim Vergleich des Body-Maf3-
Index (BMI), des Gesamtcholesterins, des LDL-Cholesterins, dem initialen Himoglobin-
Wert und der initialen Glomeruléren Filtrationsrate keine signifikanten Unterschiede.

Die Parameter, wie Troponin, CK, CRP und Leukoyzten, die im Rahmen der
Infarktdiagnostik abgenommen wurden und eine Aussage iiber die Infarktschwere
zulassen, waren innerhalb der STEMI-Gruppe teils sehr variabel. Dies spiegelte sich durch
die grofle Standardabweichung wider. Fiir die Parameter hsTnT, CK, Creatine-Kinase
muscle brain type, CRP und Leukozyten wurde jeweils der Maximalwert im Rahmen des
Krankenhausaufenthaltes zur Analyse genutzt. Das Maximum des hsTnT lag im Mittel bei
5252,447431,2 ng/l und das Maximum der CK bei 1501,9+£1578 ng/l. Die STEMI-
Patienten zeigten insgesamt erhohte Inflammationsparameter mit einem CRP von 7,3
mg/dl+8,1 mg/dl und einer Leukozytenzahl von 15,4x1000+4,5x1000/ul im Vergleich zum
Normwert.

Zur Einschétzung des kardiovaskuldren Risikos wurden Risikofaktoren wie positive
Familienanamnese, arterielle Hypertonie, Nikotinabusus und Diabetes mellitus (DM)
erhoben. Als haufigster Risikofaktor lag bei 35 (63%) der STEMI-Patienten ein arterieller
Hypertonus vor. Bei 31 (55%) STEMI-Patienten wurde anamnestisch ein Nikotinabusus
festgestellt. Zudem zeigten 10 STEMI-Patienten (18%) eine positive Familienanamnese
fiir kardiovaskuldre Erkrankungen. Bei 15 STEMI-Patienten (27%) lag ein Diabetes
Mellitus vor, wobei 14 Patienten an DM Typ 2 und 1 Patient an DM Typ 1 erkrankt war.

Zur morphologischen Beurteilung des Myokardgewebes konnte bei 35 STEMI-Patienten
(62,5%) ein CMR durchgefiihrt werden. Die hdufigsten Griinde fiir das Ablehnen eines
CMR waren Ubergewicht, Klaustrophobie oder andere personliche Griinde. Dabei zeigten
15 STEMI-Patienten, und somit mit 42% der untersuchten Patienten eine MVO im CMR.
Die durchschnittliche InfarktgroBe lag im CMR bei 18,9+13,7% des Myokards im LGE.
Die durchschnittliche LV-EF der STEMI-Patienten in der akuten Phase lag bei 51,7+9,5%
und nach 6 Monaten bei 55,2+12,0%, das LV-EDV lag in der akuten Phase bei
116,5+31,9ml und nach 6 Monaten bei 172,8+57,6ml, das LV-ESV in der akuten Phase bei
einem Mittelwert von 79,6+27,7ml und nach 6 Monaten bei 82,6+56,2ml und das
linksventrikulére Schlagvolumen (LV-SV) in der akuten Phase bei einem Mittelwert von
81,7+14,8ml und nach 6 Monaten bei 90,2+18,4ml. Alle funktionellen Parameter wurden
ebenso wie die InfarktgroBBe und das MVO mittels CMR erhoben.

STEMI-Patienten erhielten eine Koronarangiographie. Hier zeigte sich, dass bei 23 (41%)
der STEMI -Probanden der Ramus interventricularis anterior des linken Hauptastes
betroffen war. Als zweithdufigstes betroffenes Koronargefdl wurde die rechte
Koronararterie bei 18 (31%) STEMI-Patienten identifiziert. Obwohl insgesamt eine n-Zahl
von 56 in der Gruppe der STEMI-Patienten erreicht werden konnte, standen uns nicht alle
der eingeschlossenen Parameter zur Verfligung. Griinde fiir die unvollstdndige
Datenerhebung waren unter anderem ein Ausfall des IT-System des Universitdtsklinikum
Diisseldorfs im September 2020, vorzeitige Entlassungen gegen drztlichen Rat und interne
Kommunikationsfehler.
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Tabelle 5: Patientencharakteristik

STEMI (n=56) | CCS (n=27)
MWSD MWSD p-Wert
Allgemein
Geschlecht
Mannlich 38 (67,9%) 21 (77,8%)
Weiblich 18 (32,1%) 6(22,2%)
Alter 62,9+13,2 69,2+9,4 p=0,02
Body-MaR-Index [kg/m?] 26,44 28,245 p=n.s.
Cholesterol [mg/dl] 170,31+41,8 186,5+48,8 | p=n.s
LDL-Cholesterin [mg/dl] 109+38,3 112,8+45,9 | p=n.s.
Initialer Hdmoglobinwert [g/dI] 14+1,4 13,3%1,5 p=n.s
Initiale Glomerularefiltrationsrate [ml/min] 79+24,6 71,2+19,5 p=n.s.
Leukozyten max. [x1000/pl 15,4+4,5 7,4%1,2 p<0,0001
Thrombozyten [x1000/ul] 227,5%73,2 n.a.
C-reatkives Protein max [mg/dl] 7,318,1 0,3+0,3 p<0,0001
Troponin Ths max. [ng/l] 5252,4+7431, | n.a.
2
Creatin-Kinase max. [U/I] 1501,9+1578 |n.a.
Creatin-Kinase-MB [U/I] 178,7+168,8 |n.a.
Kardiovaskulares Risiko
Positive Familienanamnese [%] 10 (17,9%) 5(18,5%)
Hypertension [%] 35 (62,5%) 21 (77,8%)
Nikotin 31 (55,4%) 9(33,3%)
Diabetes mellitus
Type 2 14 (25%) 7 (25,9%)
Insulin 2
Type 1 1
Kardiovaskulare Bildgebung
Cardiale Magnetresonanztomographie 35 (62,5%) n.a.
Mikrovaskulare Obstruktion 15 (42,9%) n.a.
InfarktgroRe [%] 18,9 £13,7 n.a.
Funktionelle Parameter
Linksventrikuldre Ejektionsfraktion akut [%] 51,749,5 n.a.
Linksventrikuldre Ejektionsfraktion 6 Monate [%] 55,2+12,0
Linksventrikuldres enddiastolisches Volumen akut [ml] 161,5+31,9 |n.a.
Linksventrikuldres enddiastolisches Volumen 6 Monate [ml] 172,8457,6
Linksventrikuldres endsystolisches Volumen akut [ml] 79,6%27,7 n.a.
Linksventrikuldres endsystolisches Volumen 6 Monate [ml] 82,6%56,2
Linksventrikuldres Schlagvolumen akut [ml] 81,7+14,8 n.a.
Linksventrikuldres Schlagvolumen 6 Monate [ml] 90,2+18,4
Infarkt Lokalisation
Rechte Koronararterie 18
Ramus interventricularis anterior 23
Ramus circumflexus 6
Linker Hauptstamm 2
Ramus marginalis 5
Keine Information 2
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3.2 Zeitlicher Verlauf der Monozyten-Subpopulationen im akuten
STEMI

Um die Dynamik der Monozyten nach einem STEMI zu untersuchen, verglichen wir die
absoluten Zellzahlen und die prozentualen Anteile der einzelnen Monozyten-
Subpopulationen im zeitlichen Verlauf an Tag 0 (d0), Tag 1 (d1) und Tag 5 (d5) nach
akuten STEMI (siche Abbildung 4).

Als grofite Monozyten-Subpopulation identifizierten wir die classical monocytes gefolgt
von den non-classical monocytes und der kleinsten Population, den intermediate
monocytes. Die prozentualen Anteile der Mittelwerte der Monozyten-Subpopulation lagen,
in den untersuchten Patienten-Gruppen, bei classical monocytes in einem Bereich von
78,5-85,1%, bei intermediate monocytes in einem Bereich von 3,0-6,1% und bei non
classical monocytes in einem Bereich von 6,2-11,3%. Die Mittelwerte der absoluten
Zellzahlen der untersuchten Patienten-Gruppen lagen bei classical monocytes in einem
Bereich von 303,5-487,8 cells/ul, bei intermediate monocytes in einem Bereich von 19,7-
34,22 cells/ul, und bei non classical monocytes in einem Bereich von 26,2-43,4 cells/ul.

Die Anzahl der classical monocytes zeigte an Tag 1 nach einem STEMI, verglichen mit
der Gruppe der CCS-Patienten, eine signifikante Erhohung (STEMI 1d:
394,9+£213,5cells/pul vs. CCS: 303,5+£141,3cells/ul, p=0,0388). In den prozentualen
Anteilen konnten wir hingegen keinen Unterschied der classical monocytes an Tag 0 im
Vergleich zu der Gruppe der CCS-Patienten nachweisen (STEMI 0d:83,93+6,93% vs.
CCS: 78,52+8,17%; p=0,0268). Zudem konnten wir einen nicht signifikanten Anstieg der
absoluten Zellzahlen der classical monocytes von Tag 0 zu Tag 1 nach einem STEMI
feststellen (STEMI 0d: 394,9+213,5cells/ul vs. STEMI 1d: 487,8+343,2 cells/ul; p>0,99).

Ein dhnliches Bild zeigte sich in der Gruppe der intermediate monocytes. Intermediate
monocytes zeigten von Tag 0 zu Tag 1 nach einem STEMI als einzige Zellpopulation einen
signifikanten Anstieg. Diesen Anstieg stellten wir sowohl in absoluten Zellzahlen (STEMI
0d: 19,94+21,7 cells/ul vs. STEMI 1d: 34,2+28,8 cells/ul; p=0,0005) als auch im
prozentualen Anteil (STEMI 0d: 4,2+2,8% vs. STEMI 1d: 6,143,6%; p=0,0154) fest.

Auch an Tag 5 konnten wir eine signifikante Erhdhung des prozentualen Anteiles der
intermediate monocytes verglichen zu Tag 0 zeigen (STEMI 5d: 5,842,7% vs. STEMI 0d:
4,2+2,8%, p=0,0184). In absoluten Zellzahlen konnten wir, trotz einer eindeutigen
Tendenz, an Tag 5 nach einem STEMI keine signifikante Erhohung der intermediate
monocytes nachweisen (STEMI 5d:27,31+21,43cells/ul vs. STEMI 0d:
19,90+21,66cells/ul; p=0,0563).

Wihrend die non-classical monocytes zwischen Tag 0 bis 5 nach STEMI keine Dynamik
présentierten, zeigten die STEMI-Patienten verglichen mit der Gruppe der CCS-Patienten
einen signifikant verringerten prozentualen Anteil an non-classical monocytes an den
Zeitpunkten Tag 0 (STEMI 0d: 7,9+5,8% vs. CCS: 11,3+5,7%, p=0,0214) Tag 1 (STEMI
1d: 6,2+4,1% vs. CCS:11,3+5,7%; p=0,0002) und Tag 5 (STEMI 5d: 6,7+3,6% vs. CCS:
11,3+5,7%; p=0,0059) nach STEMI.
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Nur an Tag 5 nach STEMI konnten wir auch eine signifikant verringerte Anzahl an non-
classical monocytes im Vergleich mit Patienten mit CCS messen (STEMI 5d: 26,2+13,3
cells/ul vs. CCS: 43,4423 8 cells/ul, p=0,0137).

Zusammenfassend scheinen in den ersten 5 Tagen nach STEMI die eher
proinflammatorischen Subpopulationen wie die classical monocytes sowie die
intermediate monocytes anzusteigen, wihrend die non-classical monocytes in den STEMI-
Patienten im Vergleich zu den CCS-Patienten verringert sind. Dabei stellt sich die
Population der intermediate monocytes als einzige Gruppe mit signifikanten Unterschieden
innerhalb des STEMI-Patienten kollektiv in den Vordergrund.
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Abb. 3: Dynamik der Monozyten-Subpopulationen nach ST-
Elevationsmyokardinfarkt

Dargestellt ist die Dynamik Monozyten-Subpopulationen classical monocytes, intermediate monocytes und non-classical
monocytes der Patienten mit ST-Elevationsmyokardinfarkt (STEMI) an den Zeitpunkten Tag 0 (STEMI 0d) Tag 1 (STEMI
1d) Tag 5 (STEMI 5d) nach einem STEMI im Vergleich zu Patienten mit chronischem Coronarsyndrom (CCS) in absoluten
Zellzahlen A-C und prozentualen Anteilen D-E. Abgebildet werden die Mittelwerte +Standardabweichung, * p-Wert
<0,05; **p-Wert<0,01; ***p-Wert<0,001.
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3.3 Subgruppenspezifische Bildung von Monocyte-Platelet-
Aggregat

Um die Unterschiede in der Bildung von MPA in den einzelnen Monozyten-
Subpopulationen aufzuzeigen, untersuchten wir die prozentualen Anteile an MPA sowie
die absolute Anzahl der MPA der jeweiligen Monozyten-Subpopulation an den
Zeitpunkten Tag 0, Tag 1 und Tag 5 nach einem STEMI sowie die Bildung von MPA in
der Gruppe der Patienten mit einem CCS (siche Abbildung 5).

Classical und intermediate monocytes bildeten im Vergleich zu non-classical monocytes
mehr MPA. Die Mittelwerte der prozentualen Anteile der classical MPA lagen in den
untersuchten Gruppen in einem Bereich von 22,8-28,9%, bei den intermediate MPA in
einem Bereich von 22,5-32% und in den non-classical MPA in einem Bereich von 1-2,5%.
Als grofte Monozyten-Population bildeten die classical monocytes den groBten absoluten
Anteil an MPA. Die absolute Anzahl der classical MPA lag in einem Bereich von 82,2-
108,4 cells/ul, die absolute Anzahl der intermediate MPA in einem Bereich von 4,7-10,2
cells/ul und die absolute Anzahl an non classical MPA lag in einem Bereich von 0,4-0,6
cells/ul.

An Tag 1 nach STEMI wiesen wir einen nicht signifikanten Anstieg der Anzahl der
classical MPA, im Vergleich zum Zeitpunkt Tag 0, nach (STEMI d1:108,4+78,2cells/ul
vs. STEMI d0:84,11478,2cells/ul; p=0,5335).

Intermediate monocytes zeigten einen deutlichen Anstieg der Anzahl der MPA an Tag 1.
Diesen signifikanten Anstieg konnten an Tag 1 wir im Vergleich mit dem Zeitpunkt Tag 0
in den absoluten Zellzahlen (STEMI 1d: 10,2+9,6 cells/ul vs. STEMI 0d: 4,746,5 cells/ul;
p<0,0001) als auch in den prozentualen Anteilen (STEMI 1d 32+16,8% vs. STEMI 0d
22,5+15,3%; p=0,0436) feststellen.

Auch im Vergleich mit dem Zeitpunkt Tag 5 liel3 sich dieser Anstieg der intermediate
MPA an Tag 1 in absoluten Zellzahlen nachweisen (STEMI 1d: 10,2+9,6 cells/pl
vs.STEMI 5d: 5,7+6,3 cells/ul; p=0,0205).

Die Bildung der MPA der non-classical monocytes zeigte sich in der Tendenz an den
Zeitpunkten Tag 1 und Tag 5 nach einem STEMI im Vergleich zu CCS Patienten erhoht
(STEMI 1d 0,59+0,61cells/ul vs. CCS; 0,37+0,22cells/ul; p>0,99 STEMI 5d
0,6+£0,48cells/ul vs. CCS; 0,37+0,22cells/ul; p=0,78). Allerdings prisentierten sich wie
bereits erwédhnt die absoluten Zellzahlen im Vergleich zu den anderen beiden
Zellpopulationen in einem deutlich geringeren Ausmaf. Dennoch konnten wir eine
Erhohung des prozentualen Anteils der MPA der non classical monocytes an Tag 1
(STEMI 1d 2,36+2,41% vs. CCS1+0,8%, p=0,0431) und Tag 5 (STEMI 5d: 2,4+2,15% vs.
CCS: 1+0,8%; p=0,0086) verglichen mit den Patienten der Gruppe mit CCS messen.

Besonders auffillig war der Anstieg der intermediate MPA an Tag 1. Aufgrund der
weiterhin unklaren Rolle stellte dieser Anstieg der intermediate MPA den Fokus der
weiteren Auswertungen dar. Die Bildung der MPA der non-classical monocytes schien
aufgrund der so geringen Anteile eine nachrangige Rolle zu spielen.
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Abb. 4: Bildung von Monocyte-Platelet-Aggregates in den Monozyten-Subpopulationen
nach ST-Elevationsmyoardinfarkt

Dargestellt ist die Bildung der Monocyte-Platelet-Aggregates (MPA) in den Monozyten-Subpopulationen der Patienten
mit ST-Elevationsmyokardinfarkt (STEMI) an den Zeitpunkten Tag 0 (STEMI 0d) Tag 1 (STEMI 1d) und Tag 5 (STEMI
5d) nach einem STEMI im Vergleich zu Patienten mit einem chronischen Koronarsyndrom (CCS) in absoluten Zellzahlen
A-C und prozentualen Anteilen D-F. Abgebildet werden die Mittelwerte +Standardabweichung, * p-Wert <0,05; **p-
Wert<0,01; ***p-Wert<0,001; ****p-Wert<0,0001.

3.4 Assoziation von Monocyte-Platelet-Aggregates und
Inflammation und der Infarktschwere

Als Parameter fiir das Ausmal} der Inflammationsreaktion nach einem STEMI nutzen wir
das CRP sowie die maximale Leukozytenzahl. Fiir die weitere Analyse teilten wir die
Patienten der STEMI-Gruppe nach der medianen Anzahl der intermediate MPA an Tag 1
in die Gruppen MPA high und MPA low ein (siche Abbildung 6 und Abbildung 7). Dabei
wurden alle Patienten mit einem Wert von >6,00 cells/ul der Gruppe MPA high und alle
Patienten mit einem Wert von <6,00 cells/ul der Gruppe MPA low zugeordnet. Diese
Zuteilung gilt fiir alle weiteren Analysen dieser Arbeit, in welchen die Gruppen MPA high
und MPA low verglichen werden.

In der Spearmen-Korrelation zwischen der Anzahl der intermediate MPA an Tag 1 und
dem maximalen CRP-Wert der STEMI-Patienten zeigte sich eine statistisch signifikante
positive Korrelation zwischen der intermediate MPA Anzahl und der Hohe des maximalen
CRP Wertes (1=0,6073; p<0,0001).
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In dem Vergleich der maximalen CRP Werte, zeigte die Gruppe MPA high signifikant
erhohte maximale CRP-Werte im Vergleich zu der Gruppe MPA low (MPA high: 11,4+9,0
mg/dl vs. MPA low: 2,9+3,3 mg/dl, p<0,0001).
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Abb. 5: Intermediate Monocyte-Platelet-Aggregates und C-reaktives Protein

A: Dargestellt ist die positive und statistisch signifikante Korrelation (R=0,6073) zwischen der Anzahl der intermediate
Monocytes-Platelet-Aggregates (MPA) zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem erlittenen ST-Elevationsmyokardinfarkt (STEMI)
und dem CRP-Maximum (CRP max.) im Verlauf des gesamten Krankenhausaufenthalt nach einem erlittenen STEMI. B:
Gezeigt wird der Vergleich des CRP max. der beiden Gruppen MPA high (>6c¢ells/pl) und MPA low (<6cells/ul), eingeteilt
nach der Anzahl der intermediate MPA zum Zeitpunkt Tag 1 nach STEMI, mit einer statistisch signifikanten Erhdhung
des CRP max. in der Gruppe MPA high. Abgebildet werden die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die
Einzeldatenpunkte, ****p-Wert<0,0001.

In der Spearmen- Korrelation zwischen der Anzahl der intermediate MPA an Tag 1 und
dem Maximum der Leukozyten aus dem gesamten Krankenhausaufenthaltes nach einem
STEMI zeigte sich keine statistisch signifikante Korrelation (r=0,1810; p=0,2085).
Erginzend konnte zwischen den beiden Gruppen MPA high und MPA low kein
Unterschied der maximalen Leukozytenzahl gezeigt werden.
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Abb. 6: Intermediate Monocyte-Platelet-Aggregates und Leukozytenzahl

A: Dargestellt ist die nicht statistisch signifikante positive Korrelation zwischen intermediate Monocyte-Platelet-
Aggregates (MPA) zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem ST-Elevationsmyokardinfarkt (STEMI) und dem Maximum der
Leukozyten (WBC max.) wihrend des gesamten Krankenhausaufenthaltes nach einem STEMI. B: Gezeigt wird der
Vergleich des WBC max. der beiden Gruppen MPA high (>6cells/pl) und MPA low (<6cells/pl), eingeteilt nach der Anzahl
der intermediate MPA zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem STEMI, ohne einen statistisch signifikanten Unterschied.
Abgebildet werden die Mittelwerte+Standardabweichung sowie die Einzeldatenpunkte.

3.5 Assoziation von Monocyte-Platelet-Aggregates und der
Thrombozytenaktivierung

Uber den Parameter MFI, welche durch die FACS-Analyse ermittelt wurde konnten wir
eine Aussauge iiber die Fluoreszentintensitit des Antigens CD62P gewinnen. Uber CD62P
wird P-Selektin identifiziert, welches sich auf aktivierten Thrombozyten befindet. So ldsst
die MFI von CD62P eine Aussage iiber die Aktivierung der in den gebildeten MPA
gebundenen Thrombozyten zu.

Wir korrelierten die Anzahl der intermediate MPA an Tag 1 der STEMI-Patienten mit der
MFT fiir das Antigen CD62P. In der durchgefiihrten Spearman-Korrelation zeigte sich
keine Korrelation zwischen der MFI fiir CD62P und der intermediate MPA Anzahl an Tag
1.

Im Vergleich der Gruppen MPA high und MPA low konnten wir keinen signifikanten
Unterschied in der MFI fiir CD62P messen. Anhand der MFI fiir CD62P lie$3 sich in
unserem Versuchsaufbau keine erhéhte Thrombozytenaktivierung fiir die intermediate
MPA an Tag 1 festellen.
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Abb. 7: Intermediate Monocyte-Platelet-Aggregates und CD62P Mean Fluorescence

Intensity

A: Dargestellt ist die nicht signifikante positive Korrelation der Anzahl der intermediate Monocyte-Platelet-Aggregates
(MPA) zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem erlittenen ST-Elevationsmyokardinfarkt (STEMI) und der Mean Fluorescence
Intensity (MFI) fiir das Antigen CD62P. B: Gezeigt wird der Vergleich der MFI fiir CD62P der Gruppen MPA high
(>6cells/ul) und MPA low (<6cells/pl), eingeteilt nach der Anzahl der intermediate MPA zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem
STEMI ohne signifikanten Unterschied. Abgebildet werden die Mittelwerte+Standardabweichung sowie die
Einzeldatenpunkte.

3.6 Assoziation von Monocyte-Platelet-Aggregates und
Infarktschwere

3.6.1 Monocyte-Platelet-Aggregates und Creatin-Kinase

Als laborchemisches Korrelat fiir das Ausmall der Myokardnekrose nach einem STEMI,
nutzten wir die Parameter CK und Troponin.

Gleich wie in der oben beschriebenen Analyse erstellten wir eine Korrelation zwischen der
Anzahl der intermediate MPA an Tag 1 und dem maximalen CK-Wert der STEMI-
Patienten im Rahmen ihres Krankenhausaufenthaltes. Bei der durchgefiihrten Spearman-
Korrelation zeigte sich eine statistisch signifikante positive Korrelation zwischen der
intermediate MPA Anzahl an Tag 1 und der Hohe des maximalen CK-Wertes (r=0,3188;
p=0,0349). Gemessen am Parameter CK ldsst sich bei Probanden mit einer erhdhten
Anzahl an intermediate MPA an Tag 1 nach einem STEMI ein groBeres Ausmal einer
Myokardnekrose nachweisen.

Die Gruppe MPA high zeigte eine nicht signifikante Erh6hung des maximalen CK-Wertes
(MPA high: 2268+1873 U/l vs. MPA low: 1248+1339 U/l; p=0,0301).
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Abb. 8: Intermediate Monocyte-Platelet-Aggregates und Creatin-Kinase

A: Dargestellt ist die statistisch signifikante (r=0,3188) und positive Korrelation zwischen intermediate Monocyte-Platelet-
Aggregates (MPA) zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem ST-Elevationsmyokardinfarkt (STEMI) und dem Maximum der
Creatin-Kinase (CK max.) im Verlauf des gesamten Krankenhausaufenthaltes nach einem erlittenen STEMI. B: Gezeigt
wird der Vergleich des CK max. der beiden Gruppen MPA high (>6cells/pul) und MPA low (<6c¢ells/pl), eingeteilt nach der
Anzahl der intermediate MPA zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem STEMI, mit einer statistisch signifikanten Erh6hung der
CK max. in der Gruppe MPA high. Abgebildet werden die Mittelwertet+Standardabweichung sowie die
Einzeldatenpunkte.*p-Wert <0,05.

3.6.2 Monocyte-Platelet-Aggregates und Troponin

Wir korrelierten zudem das Maximum des hsTnT der STEMI-Patienten im Verlauf des
Krankenhausaufenthaltes mit der intermediate MPA Bildung an Tag 1. Bei der
durchgefiihrten Spearman-Korrelation des maximalen hsTnT und der Anzahl der
intermediate MPA an Tag 1 stellten wir keine statistische Signifikanz fest (r=0,277 ;
p=0,0682). Auch beim Vergleich der Gruppen MPA high und MPA low zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen beziiglich des Maximums des
hsTnT-Wertes (MPA high 7733+£9919ng/1 vs. MPA low 3837+5023ng/l; p=0,0592). Einen
Zusammenhang zwischen dem Schweregrad des Myokardinfarktes und der Anzahl der
intermediate MPA an Tag 1 nach STEMI konnten wir in unserer Analyse somit nicht
nachweisen (siche Abbildung 10).
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Abb. 9: Intermediate Monocyte-Platelet-Aggregates und Troponin

A: Dargestellt ist die nicht statistisch signifikante Korrelation von intermediate Monocyte-Platelet-Aggregates (MPA) zum
Zeitpunkt Tag 1 nach einem ST-Elevationsmyokardinfarkt (STEMI) und dem maximalen Troponin (hsTnT) im Verlauf
des gesamten Krankenhausaufenthaltes. B: Gezeigt wird der Vergleich des hsTnT max. der beiden Gruppen MPA high und
(>6cells/ul) und MPA low (<6cells/pl), eingeteilt nach der Anzahl der intermediate MPA zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem
STEMI ohne statistisch signifikanten Unterschied. Abgebildet werden die Mittelwerte+Standardabweichung sowie die
Einzeldatenpunkte.

3.6.3 Monocyte-Platelet-Aggregates und kardiale Funktion

Als funktionelle Parameter fiir die Herzfunktion bestimmten wir die Parameter LV-EF,
das LV-EDV, das LV-ESV, sowie das LV-SV des linken Ventrikels. Diese wurden tiber
eine CMR zum Akutzeitpunkt Tag 5 und 6 Monate nach STEMI generiert.

Dabei zeigte sich die LV-EF in der Gruppe MPA high im Vergleich zur Gruppe MPA low
sowohl zum akuten Zeitpunkt als auch 6 Monate nach STEMI signifikant verringert (Akut:
LV-EF in MPA high: 45,9,5+6,9% vs. LV-EF in MPA low: 56,7+8,6%; p=0,0005), als
auch 6 Monate nach STEMI (6 Monate: LV-EF in MPA high: 48,5+14,5% vs. LV-EF in
MPA low: 60,09+6,9%; p=0,0123).

Gleichzeitig stellten wir bei Patienten der Gruppe MPA high zum Zeitpunkt eine nicht
signifikante Erhohung der LV-EDV fest (Akut: LV-EDV in MPA high:169,9+32,3ml vs.
LV-EDV in MPA low 154,1+30,6ml; p=0,1652). Zum Zeitpunkt 6 Monate nach STEMI
konnten wir eine signifikante Erhohung der LV-EDV in Patienten der Gruppe MPA high
nachweisen, (6 Monate: LV-EDV in MPA high: 198,7+76,4ml vs. LV-EDV in MPA low
153,8+28,8ml; p=0,0012).

Ebenso zeigten Patienten der Gruppe MPA high zu im akuten STEMI sowie 6 Monate
nach STEMI ein signifikant erhohtes LV-ESV (Akut: LV-ESV in MPA high: 92,6+£24,9ml
vs. LV-ESV in MPA low: 68,2+25,4ml; p= 0,0105 und 6 Monate: LV-ESV in MPA high:
110,9£77,0ml vs. LV-EDV in MPA low: 61,9+17,5ml; p=0,0246)

Der Vergleich der LV-SV zeigte im Vergleich der Gruppen MPA high vs. MPA low eine
zu beiden Zeitpunkten eine nicht signifikante Verringerung des LV-SV in der Gruppe
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MPA high (Akut: LV-SV in MPA high 77,0£14,3ml vs. LV-SV in MPA low 86,0+14,3ml;
p=0,0858; 6 Monate LV-SV in MPA high 87,9+17,9ml vs. LV-SV in MPA low
92,0£19,2ml; p=0,5833)

Eine erhohte intermediate MPA Anzahl an Tag 1 ging in unserer Analyse mit einer
verminderten LV-EF zum akuten Zeitpunkt und 6 Monate nach STEMI und einem
erhohten LV-EDV nach 6 Monaten und einem erhdhtem LV-ESV zum akuten Zeitpunkt
und 6 Monate nach STEMI einher.

>
w
(@]
o

80+

250 —_— 150 —_— 150

°
200 .i‘i.
100+ 000 o u

150+ 1

60—

100-{ u

8:?.‘
:%;

=]

40-]

100+

LV-EF acute [%]
8
1

LV-EDV acute [ml]
n

LV-ESV acute [mI]
[ ]
[ ]

LV-SV acute [ml]

20+

50

T T T T T T T T
MPA high MPA low MPA high MPA low MPA high MPA low MPA high MPA low

80 400 — 400 150

60 [ ] :TE [ ] ..$.. 300 300 °
3

100{ @ L]
HL

40 200 o

e

J T
.j:

501

LV-ESV 6mo [ml]
|
|
LV-SV 6mo [ml]
v
]
e
-

LV-EF 6mo [%]
LV-EDV 6mo [ml]

20 100 [ 100 u

n et E

T T T T T T T T
MPA high MPA low MPA high MPA low MPA high MPA low MPA high MPA low

Abb. 10: Intermediate Monocyte-Platelet-Aggregates und kardiale Funktion

Dargestellt wird der Vergleich der Parameter des linken Ventrikels, Ejektionsfraktion (LV-EF), Enddiastolisches Volumen
(LV-EDV), Endsystolisches Volumen (LV-ESV) und Schlagvolumen (LV-SV). Verglichen werden zwei Gruppen von
Probanden mit einem ST-Elevationsmyokardinfarkt. Die Einteilung in die beiden Gruppen erfolgte nach der Anzahl der
intermediate Monocyte-Platelet-Aggregates (MPA) zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem erlittenen STEMI in die Gruppen
MPA high (>6cells/ul) und MPA low (<6cells/ul). Dargestellt sind die o.g. Parameter zu den Zeitpunkten unmittelbar nach
Infarkt, gekennzeichnet mit acute, und 6 Monate nach Infarkt, gekennzeichnet mit 6mo. Alle funktionellen Parameter
wurden durch eine kardiale Magnetresonanzthomographie (CMR) erhoben. A: Dargestellt wird die statistisch signifikante
Verringerung der LV-EF der Patienten mit einer erhhten Anzahl an intermediate MPA unmittelbar nach STEMI. B:
Dargestellt wird der Vergleich des LV-EDV der Patienten mit einem STEMI eingeteilt in die Gruppen MPA high und MPA
low ohne statistische Signifikanz. C: Gezeigt wird die statistisch signifikante Erh6hung des LV-ESV in der Gruppe mit
einer hoheren Anzahl an intermediate MPA unmittelbar nach STEMI. D: Dargestellt wird der Vergleich des LV-SV der
Patienten mit STEMI eingeteilt in die Gruppen MPA high und MPA Jow ohne statistische Signifikanz. E: Dargestellt wird
die statistisch signifikante Verringerung der LV-EF 6 Monate nach STEMI der Patienten mit einer erhdhten Anzahl an
intermediate MPA. F: Dargestellt wird die statistisch signifikante Erhéhung des LV-EDV 6 Monate nach STEMI der
Patienten mit einer erhohten Anzahl an intermediate MPA. G: Dargestellt wird die statistisch signifikante Erhohung des
LV-ESV 6 Monate nach STEMI der Patienten mit einer erhdhten Anzahl an intermediate MPA. H: Dargestellt wird der
Vergleich des LV-SV der Patienten mit einemm STEMI eingeteilt in die Gruppen MPA Aigh und MPA low ohne statistische
Signifikanz. *p-Wert<0,05; **p-Wert<0,01; ***p<0,001.

3.6.4 Monocyte-Platelet-Aggregates, InfarktgroBe und mikrovaskuldre
Obstruktion
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Im Rahmen der CMR-Untersuchung konnten wir mit Hilfe des LGE% die InfarktgroBe
direkt messen. Zudem schlossen wir als weiteren Parameter das Auftreten einer MVO ein.
Wir erstellten eine Pearson-Korrelation zwischen der Infarktgroe und der Anzahl der
intermediate MPA an Tag 1 nach einem STEMI. Dabei zeigte sich eine positive und
statistisch signifikante Korrelation zwischen Infarktgrofe und MPA (R?=0,3625;
p=0,0009).

Die STEMI Patienten wurden anhand der Anzahl der intermediate MPA an Tag 1 in die
beiden Gruppen MPA high und MPA low eingeteilt. Die Patienten der Gruppe MPA high
zeigten dabei eine signifikant erhohte InfarktgroBe verglichen mit den Patienten der
Gruppe MPA low (LGE% in MPA high: 26,6+13,6% vs. LGE% in MPA low: 11,4+9,5%;
p=0,0023).

Patienten mit einer MVO zeigten eine signifikant erhohte Anzahl an intermediate MPA an
Tag 1 nach STEMI (MPA in MVO:14,1+9,9cells/ul vs. MPA in noMVO: 5,1£2.9 cells/ul;
p=0,0157).
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Abb. 11: Intermediate Monocyte-Platelet-Aggregates und Infarktgrofle

A: Dargestellt wird die signifikante Korrelation (R*=0,3625; p=0,0009) der intermediate Monocyte-Platelet-Aggregates
(MPA) zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem erlittenen ST-Elevationsmyokardinfarkt (STEMI) und der InfarktgroBe (LGE%).
B: Gezeigt wird der Vergleich der LGE% zwischen den Gruppen MPA high (>6cells/ul) und MPA low (<6cells/ul),
eingeteilt anhand der Anzahl der intermediate MPA zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem erlittenen STEMI, mit einer statistisch
signifikanten Erhohung der LGE% in der Gruppe MPA high. Abgebildet werden die Mittelwerte+Standardabweichung
sowie die Einzeldatenpunkte, **p-Wert<0,01; .
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Abb. 12: Intermediate Monocyte-Platelet-Aggregates und Mikrovaskuliire Obstruktion
Dargestellt wird die statistisch signifikante Erhéhung der Anzahl der intermediate Monocyte-Platelet-Aggregates (MPA)
zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem ST-Elevationsmyokardinfarkt bei Patienten mit dem Nachweis einer Mikrovaskuldren
Obstruktion in der  kardialen Magnetresonanztomographie (CMR). Abgebildet ~ werden die
Mittelwerte+Standardabweichung sowie die Einzeldatenpunkte, *p-Wert<0,05.

4 Diskussion

4.1 Schliisselergebnisse

Das erste Ziel dieser Arbeit war es, die zeitliche Dynamik der Monozyten in ihren
Subpopulationen und der Bildung von MPA im Zeitraum von 0 bis 5 Tage nach Auftreten
eines STEMIs zu untersuchen. Wir konnten einen signifikanten Anstieg der Intermediate
monocytes mit einem Maximum zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem STEMI nachweisen.
Auch die classical monocytes zeigten einen Anstieg zum Zeitpunkt Tag 1, wenn auch nicht
im gleichen Ausmaf (siche Abb. 4). Hieraus kann geschlossen werden, dass in der
unmittelbaren Heilungsphase innerhalb eines Tages nach STEMI und nach der
revaskulierenden Therapie ein Anstieg der proinflammatorischen Monozyten und eine
Verringerung der antiinflammatorischen Monozyten zu verzeichnen war. Intermediate und
classical monocytes wiesen zudem eine deutlich hohere Tendenz zur Bildung von MPA
auf. Die Bildung der intermediate MPA zum Zeitpunkt Tag 1 stieg signifikant an und fiel
anschlieBend zum Zeitpunkt Tag 5 wieder signifikant ab. In den beiden anderen
Monozyten-Subpopulationen gab es hinsichtlich der Bildung von MPA keine wesentlichen
signifikanten Unterschiede (siche Abb. 5). Unsere Daten zeigten, dass an Tag 1 die MPA
Bildung insbesondere der intermediate monocytes signifikant anstieg (siche Abb. 5). In der
bisherigen Literatur ist die Zellpopulation der intermediate monocytes wenig untersucht.

Zweites Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen ob Patienten mit mehr MPA-Bildung eine
ausgeprigtere Entziindungsreaktion zeigen. Hierzu konnten wir eindeutig eine positive
Korrelation zwischen den maximalen CRP-Werten und der intermediate MPA-Bildung
nach STEMI nachweisen. Zudem zeigten Patienten nach STEMI mit erhdhten intermediate
MPA signifikant hohere maximale CRP-Werte verglichen mit Patienten mit niedrigeren
intermediate MPA (siche Abb. 6).
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Als Drittes untersuchten wir, ob es einen Zusammenhang zwischen der MPA-Bildung und
der Infarktschwere gibt. In unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass eine erhohte MPA-
Bildung mit laborchemischen, funktionellen und bildmorphologischen Parametern
einhergeht, die fiir einen schwereren Myokardinfarkt sprechen. So konnten wir eine
positive Korrelation zwischen den maximalen CK-Werten und der intermediate MPA nach
STEMI zeigen. Zudem zeigten Patienten mit STEMI mit erhohten intermediate MPA
signifikant hohere maximale CK-Werte verglichen mit Patienten mit niedrigeren
intermediate MPA (siche Abb. 9). Funktionell zeigten STEMI-Patienten mit erhdhten
intermediate MPA in der CMR eine geringere Ejektionsfraktion und ein hoheres
endsystolisches Volumen als STEMI-Probanden mit weniger intermediate MPA (siehe
Abb.11). Zusitzlich konnten wir eine positive Korrelation zwischen der intermediate
MPA-Bildung und der Infarktgroe aus der CMR nachweisen. Auch zeigten Pateinten mit
MVO mehr intermediate MPA als Patienten ohne MVO. STEMI-Patienten mit erh6hten
intermediate MPA zeigten grofere Infarktareale im Vergleich zu Patienten mit niedrigeren
intermediate MPA (siehe Abb. 12 und 13)

4.2 Dynamik der Monozyten-Subpopulationen

Monozyten spielen nicht nur in der Entstehung atherosklerotischer Plaques, sondern auch
im Myokardinfarkt als Akutmanifestation einer Atherosklerose eine Rolle [37]. Das
Knochenmark und die Milz dienen dabei als Reservoir fiir die Monozyten [42]. Van der
Laan et al. konnten in ihrer postmortem Untersuchung an menschlichem Myokard,
Knochenmark und Milz von STEMI-Patienten zeigen, dass Patienten nach einem akuten
Myokardinfarkt eine Erniedrigung der CD14 positiven Zellen in den Reservoirs
Knochenmark und Milz zeigten. In den immunhistochemischen Analysen des infarzierten
Myokards konnten hingegen vermehrt proinflammatorische CD14++CD16- Monozyten in
der Grenzzone des Infarktes nachgewiesen werden. Diese finden sich insbesondere in der
inflammatorischen Phase, welche von ca. 12h-5d nach einem Myokardinfarkt andauert. In
der proliferativen Phase, die nach einem akuten Myokardinfarkt ca. 5-14 Tage andauert,
konnten vermehrt antiinflammatorische CD14+CD16+ Monozyten im Infarktkern
nachgewiesen werden [41].

Aufgrund dieser zeitlichen Abfolge scheint es plausibel, dass Monozyten aus ihrem
Reservoir in Milz und Knochenmark mobilisiert werden, iiber das zirkulierende Blut zum
Herzen gelangen und in das infarzierte Myokard einwandern. Allgemein wiirde man im
peripheren Blut erwarten einen Anstieg der Monozyten mit Beginn der inflammatorischen
Phase, ab ca. 12h nach einem akuten Myokardinfarkt, messen zu konnen. Betrachtet man
nun die zeitliche Dimension aus der Arbeit von Van der Laan et al. so ldsst sich der von
uns gemessene Anstieg der Monozyten im peripheren Blut zum Zeitpunkt Tag 1 gut mit
der von Van der Laan beschriebenen zeitlichen Abfolge der Entziindungsreaktion in
Einklang bringen [41]. Allerdings muss erwdhnt werden, dass die Analysen in unserer
Studie sich ausschlieBlich auf peripheres Blut beschriankten. So kann eine erniedrigte
Zellzahl sowohl Ausdruck einer geringeren Bildung von Monozyten, einer verminderten
Rekrutierung aus ihrem Reservoir oder Hinweis einer verstirkten Gewebeeinwanderung
sein. Diese Frage lésst sich durch unsere Arbeit nicht abschlieBend kliren.

In unseren Versuchen verzeichneten wir das Maximum der classical und intermediate
monocytes an Tag 1 nach einem STEMI. Die intermediate monocytes stiegen dabei in
absoluten Zahlen und relativen Anteilen im Vergleich zu dem Zeitpunkt Tag 0 statistisch
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signifikant an. Classical monocytes hingegen prasentierten trotz eines deutlichen Trends
keinen statistisch signifikanten Anstieg an Tag 1 nach einem STEMI. Die relativen Anteile
der non-classical monocytes waren in den STEMI-Patienten zu den Zeitpunkten Tag 0,
Tag 1 und Tag 5 im Vergleich zu Patienten mit CCS signifikant vermindert.

Zhou et al. erzielten mit einer Arbeit aus 2016 bei der Untersuchung von Vollblut mittels
Durchflusszytometrie an 100 STEMI-Patienten dhnliche Ergebnisse wie wir. Grundsitzlich
lasst sich die Arbeit von Zhou et al. aufgrund des dhnlichen Versuchsaufbau und einer
dhnlichen Gating-Strategie gut mit unseren Ergebnissen vergleichen. Zhou et al. wiesen
einen signifikanten Anstieg der intermediate monocytes zum Zeitpunkt Tag 2 nach STEMI
nach [47]. Dieser entspricht in unserer Arbeit der Analyse zum Zeitpunkt Tag 1. Diese
Erhohung hielt anschlieBend bis Tag 7 nach STEMI an und zeigte sich auch gegeniiber den
Kontrollgruppen Gesunder Probanden (,, healthy ‘) und Patienten mit stabiler chronischer
koronarer Herzkrankheit (,,stable CHD*) signifikant und steht nicht im Gegensatz zu
unseren Daten. Classical monocytes zeigten bei Zhou et al. keine Dynamik in der
unmittelbaren subakuten Phase nach einem STEMI aber eine insgesamte signifikante
Erhohung im Vergleich zu den Kontrollgruppen ,,healthy* und ,,stable CHD*. Non
classical monocytes zeigten sich in der Arbeit von Zhou et al. zu den beiden
Kontrollgruppen ,,healthy “ und ,, stable CHD* keine signifikanten Unterschiede [47].

In einer weiteren Arbeit zeigten Tapp et al. in der Untersuchung von Vollblut mittels
Durchflusszytometrie an 50 STEMI-Patienten dhnliche absolute Zellzahlen und
prozentuale Anteile der Monozyten-Subpopulationen zu unseren Ergebnissen. Auch
konnte eine Erhdhung der intermediate monocytes im Vergleich zu den Kontrollgruppen
,»healthy* und ,,stable CAD* zum Zeitpunkt Tag 1 nach einem STEMI nachgewiesen
werden [48]. Zu der Arbeit von Tapp et al. gibt es in unserer Arbeit allerdings einige
methodische Unterschiede. So wurde eine andere Gating-Strategie angewandt. Aulerdem
wurden die Blutentnahme zum Zeitpunkt Tag 1 im Gegensatz zu unserer Arbeit nicht
unmittelbar nach Ankunft im Herzkatheterlabor (HKL) durchgefiihrt, sondern innerhalb
der ersten 24h Stunden nach einem erlitten STEMI, sodass kein Ausgangswert der
Monozyten-Subpopulationen festgesetzt werden konnte [48]. Die Erh6hung der
intermediate monocytes in Tapp et al. konnte somit durchaus dem Anstieg der intermediate
monocytes entsprechen, welchen wir ebenso an Tag 1 zeigen konnten.

Bosch et al. untersuchten das Vollblut von 102 STEMI-Patienten mittels
Durchflusszytometrie. Dabei zeigte sich ein Abfall der classical monocytes und der
intermediate monocytes von Zeitpunkt Tag 1 zu den Zeitpunkten Tag 3 und Tag 7 [69].
Ahnlich zur vorhin genannten Arbeit von Tapp et al. wurde die Blutabnahme in der Arbeit
von Bosch et al. zum Zeitpunkt Tag 1 innerhalb der ersten 12h nach Symptombeginn und
nicht unmittelbar nach Ankunft der Patienten im HKL durchgefiihrt [48, 69]. Aus diesem
Grund ist Vergleichbarkeit die Ergebnisse von Bosch et al. mit unseren Ergebnissen
eingeschrinkt [69].

Eine Arbeit von Tsujioka et al. untersuchte ebenfalls das Verhalten von Monozyten aus
dem Vollblut, nach einem akuten Myokardinfarkt in 36 Patienten nach einem akuten
Mykoardinfarkt mittels Durchflusszytometrie [45]. Hierbei wurden die Monozyten
allerdings nur in die beiden Populationen CD14+CD16- und CD14+CD16+ eingeteilt und
nicht in die drei allgemein geldufigen Monozyten-Subpopulationen classical, intermediate
und non-classical monocytes [39, 45]. Der Anstieg der CD14+CD16+ Zellen nach einem
akuten Myokardinfarkt im Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina pectoris und
instabiler Angina pectoris lassen sich nicht ausreichend mit unseren Ergebnissen
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vergleichen, da die Subpopulation der intermediate monocytes nicht als eigene Monozyten-
Subpopulation untersucht wurde. Zusétzlich wurde in der Patientengruppe mit
Myokardinfarkt nicht zwischen STEMI und NSTEMI unterschieden [45].

Insbesondere hinsichtlich des Verhaltens der non-classical monocytes kommen alle der
genannten Arbeiten zu einem unterschiedlichen Ergebnis. Im Gegensatz zu unserer Arbeit,
wies keine der genannten Arbeiten einen Unterschied zwischen den non classical
monocytes der STEMI-Patienten und der Kontrollgruppe der Patienten mit einem CCS
nach [47, 48, 69]. Allerdings fiihrten nur Zhou et al. die Blutentnahmen zu den exakt
gleichen Zeitpunkten wie wir durch, wihrend bei Tapp et al. und bei Bosch et al. die
Blutentnahmen zu den Zeitpunkten Tag 1, Tag 3 und Tag 7 nach STEMI durchgefiihrt
wurden [47, 48, 69]. Tsuijoka et al. fithrten die Blutabnahmen zu den Zeitpunkten 2, 3, 4,
5, 8, 12 Tage nach STEMI durch. [45]

Ein relevantes Ergebnis der genannten Arbeiten ist, dass eine Erh6hung einzelner
Monozyten-Subpopulationen mit einem verschlechterten Outcome nach STEMI assoziiert
ist. So zeigten Tsuijoka et al., dass eine erhohte Menge an CD14+CD16- Monozyten mit
einem verschlechterten linksventrikuldren Remodeling und vergréBerten ,,myocardial
salvage* einhergeht [45]. Zhou et al. zeigten, dass eine erh6hte Menge von intermediate
monocytes einen pradiktiven Wert fiir ein negatives kardiovaskuléres Ereignis in einem
Follow-up von 2 Jahren hat. Als negative Ereignisse wurden Herzstillstand, Schlaganfall,
Reinfarkt, Notwendigkeit von Revaskularisierung, erneute Krankenhausaufenthalte und
Herzinsuffizienz gezéhlt [47]. Tapp et al. zeigten, dass intermediate monocytes signifikant
positiv mit Troponin-Level und Plasmazytokin-Level sowie negativ mit der LV Funktion
korrelieren [48]. Bosch et al. zeigten, dass classical und intermediate monocytes positiv
mit der InfarktgroBe und negativ mit der LV-Ejektionsfraktion korrelieren. Non-classical
monocytes korrelieren laut Bosch et al. mit der Masse der Randzone des Infarktes und der
Menge des arrythmogenen Potentials [69]. Daneben konnten Rogacev et al. nach der
Analyse von Vollblut mittels Durchflusszytometrie von 951 Probanden mit einer elektiven
Koronarangiographie nachweisen, dass eine hohe Anzahl an intermediate monocytes ein
unabhingiger Pradiktor fiir kardiovaskulédre Ereignisse ist. Als kardiovaskulédre Ereignisse
zdhlten in dieser Arbeit Myokardinfarkt, plotzlicher Herztod und nicht himorrhagischer
Schlaganfall [70]. Vier von fiinf Arbeiten kamen zu dem Ergebnis, dass insbesondere die
Population der intermediate monocytes weiter untersucht und charakterisiert werden sollte,
auch fiir uns stellte die Population der intermediate monocytes den Fokus unserer
Auswertungen dar.

4.3 MPA-Bildung und Dynamik

Die Bildung von MPA zeigt sich in unterschiedlichen kardiovaskuldren Erkrankungen, wie
einem abdominales Aortenaneurysma, einer Karotis-Stenose, einer periphere arteriellen
Verschlusserkrankung und einer koronaren Herzerkrankung erhoht [63]. Die Bildung von
MPA entsteht durch aktivierte Thrombozyten und aktivierte Monozyten, die miteinander
interagieren [57, 71]. Mit der Aktivierung der Thrombozyten prasentieren Thrombozyten
P-Selektin auf ihrer Oberfliche [72]. P-Selektin wirkt als Hauptprotagonist bei der Bildung
von MPA und bindet an den PSGL-1 auf der Monozytenoberfliche. Diese Bindung wird
anschlielend von weiteren Integrinen stabilisiert [58]. Im akuten Myokardinfarkt wird die
Bildung von MPA teilweise als sensitiver Marker fiir eine erhdhte
Thrombozytenaktivierung oder als frither diagnostische Marker interpretiert [63-65]. Da
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die Bildung von MPA als ein Marker fiir die Aktivierung von Thrombozyten interpretiert
werden kann [63, 65] konnte nach Shantsila et al. die Erh6hung der MPA nach einem
akuten Myokardinfarkt das massive Ausmal} der Thrombozytenaktivierung durch den
Myokardinfarkt abbilden [73].

Zudem gibt es Hinweise darauf, dass eine erhohte Inflammation im Zusammenhang mit
der Bildung von MPA steht. So kdnnen bei Menschen mit Diabetes mellitus und einer
mikroangiopathischen Erkrankung wie diabetischer Nephropathie oder diabetischer
Retinopathie oder weiteren vaskuldren Lasionen deutlich erhohte MPA im Blut
nachgewiesen werden [74, 75]. Danenberg et al. konnten einen weiteren Hinweis auf den
Einfluss des Inflammationsstatus auf die Interaktion zwischen Monozyten und
Thrombozyten geben. Nach der Exposition von humanem Blut mit rekombinanten
humanem CRP zeigte sich einer Erh6hung der MPA-Bildung [76]. Es ist anzunehmen,
dass die Bildung von MPA eine Verlinkung von Thrombose und Inflammation darstellt.
Naheliegend ist, dass die Interaktion von Thrombozyten und Monozyten das Verhalten
dieser beiden Zelltypen beeinflusst. Aktivierte Thrombozyten induzieren durch die
Interaktion und Bildung von MPA die inflammatorische Chemokinsekretion in Monozyten
und beeinflussen die Inflammationskaskade [59, 60]. Die Bindung von P-Selektin an
PSGL-1 auf Monozyten fiihrt unter anderem zu einer Steigerung der adhdsiven Fahigkeiten
und zu einer gesteigerten Fahigkeit zur Transmigration dieser Zellen [62]. Die Arbeit von
Passacquale et al. liefert zudem Hinweise, dass die Interaktion von Thrombozyten und
Monozyten in vitro einen proinflammatorischen Monozytentyp induzieren kann [77].
Kossmann et al konnten in ihrer Arbeit im CMR die Aufnahme des markierten Stoffes
18F-FDG, welches das Ausmal} einer monozytiren Inflammation widerspiegelt, in das
infarzierte Myokard zeigen. Dies ist ein Hinweis, dass nicht nur die systemische
Inflammation eine Auswirkung auf die MPA-Bildung hat, sondern, dass MPA auch die
lokale Inflammationsreaktion im Myokard beeinflussen [78]. Ob die Bildung von MPA
aktiv auf thromboinflammatorische Prozesse in der Mikrozirkulation einwirkt und somit
das funktionelle Outcome nach einem STEMI urséichlich beeinflusst oder ein Phinomen
als Folge eines Myokardinfarktes ist, kann in der vorliegenden Arbeit nicht abschlieBend
geklart werden.

In unserer Arbeit konnten wir nachweisen, dass es die classical und intermediate
monocytes deutlich mehr MPA bildeten als die non-classical monocytes. Gemessen am
prozentualen Anteil der jeweiligen Zellpopulation bildeten die intermediate monocytes in
unserer Arbeit am meisten MPA. Die intermediate MPA sowie die classical MPA zeigten
ihr Maximum in unserer Analyse an Tag 1 nach einem STEMI. Der Anstieg der
intermediate MPA vom Zeitpunkt Tag 0 zum Zeitpunkt Tag 1 nach STEMI war, im
Gegensatz zum Anstieg der classical MPA, sowohl in absoluten Zellzahlen als auch in
prozentualen Anteilen statistisch signifikant. Die non-classical MPA zeigten erst an Tag 5
einen nicht statistisch signifikanten Trend fiir einen Anstieg. Eine Erh6hung der MPA
Bildung im Vergleich zu den Patienten mit CCS konnten wir bis auf den prozentualen
Anteil der non-classical MPA an Tag 5 nicht nachweisen, auch wenn die intermediate
MPA eine klare Tendenz dafiir zeigten.

Eine generelle Erhohung der Bildung der MPA von Patienten mit einem akuten
Myokardinfarkt ldsst sich im Vergleich zu unterschiedlichen Kontrollgruppen sehr hiaufig
in der Literatur finden. So zeigen drei Arbeiten eine Erh6hung der MPA in Patienten mit
einem akuten Myokardinfarkt im Vergleich zu Patienten mit einer koronaren
Herzerkrankung [47, 48, 68]. Zwei weitere Arbeiten zeigen eine Erhohung der MPA
zwischen Patienten mit Myokardinfarkt und Patienten mit nicht kardialen Brustschmerz
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[64, 65]. Mehrere der erwédhnten Arbeiten konnten auch eine Erh6hung der MPA von
Patienten mit einem Myokardinfarkt im Vergleich gesunden Probanden nachweisen [47,
48, 65, 79]. Eine Arbeit von Levinas et al. fand hingegen in der Untersuchung von Vollblut
mittels Durchflusszytometrie keinen Unterschied der MPA-Bildung zwischen Patienten
mit einem Myokardinfarkt und Patienten mit nicht kardialen Brustschmerz [80].

Zwar unterscheiden sich genannten Arbeiten neben der Auswahl der Kontrollgruppe in
zahlreichen Punkten voneinander, zeigen jedoch dhnliche Ergebnisse beziiglich der
intermediate monocytes wie in unserer Arbeit [47, 48, 65, 68, 79-81]. Die Hohe der
gemessenen MPA variierte von einem maximalen Anteil von ca. 10% in der Gruppe der
intermediate MPA bei Loguinova et al. bis zu einem maximalen Anteil von ca. 90% MPA
in der Population der gesamten Monozyten bei Ren et al. [79, 81]. Eine eingeschrénkte
Vergleichbarkeit ergibt sich unter anderem aus den uneinheitlichen Zeitpunkten der FACS-
Analysen der genannten Arbeiten. So wurde das zu analysierende Blut in vielen Arbeiten
direkt bei Krankenhausaufnahme abgenommen [47, 64, 65, 68, 81]. Bei Tapp et al. fand
die erste Blutabnahme der ersten 24h statt [48] und bei Levinas et al. erst innerhalb der
ersten 48h nach Krankenhausaufnahme [80].

Trotz dessen, konnte in diesen Arbeiten dhnlich wie in unseren Ergebnissen nachgewiesen
werden, dass die intermediate monocytes bei STEMI-Patienten prozentual am meisten
MPA bildeten, gefolgt von den classical monocytes und den non-classical monocytes [48,
79, 82]. In den Ergebnissen einer gegensitzlichen Arbeit von Allen et al. bildeten
intermediate und non-classical monocytes hingegen deutlich mehr MPA als classical
monocytes [63].

Nur die Arbeiten von Zhou et al. und Tapp et al. analysierten die Bildung der MPA iiber
den Zeitraum von mehreren Tagen, sodass sich die Entwicklung der Bildung von MPA
von Tag 1 bis 7 nach einem STEMI nachvollziehen ldsst [47, 48]. Vergleicht man dann die
Bildung der MPA in den einzelnen Subpopulationen mit unseren Ergebnissen, zeigt sich
bei Zhou et al. dhnlich zu unseren Ergebnissen ein Maximum der classical MPA an Tag 1
nach STEMI und ein signifikanter Anstieg der intermediate MPA an Tag 1 nach einem
STEMI [47]. Tapp et al. zeigte fiir die classical MPA und die intermediate MPA zwar ein
Maximum an Tag 1| aber keine statistisch signifikanten Veridnderungen im zeitlichen
Verlauf [48]. Die non-classical MPA zeigten bei sowohl bei Zhou et al. als auch bei Tapp
et al. mit einem Anstieg zu spiteren Zeitpunkten der Analyse die gleiche Tendenz wie in
unseren Daten [47, 48]. Da bei Tapp et al. die erste Analyse innerhalb von 24h erfolgte
[48] lassen sich aus diesen Daten keine Aussagen zu dem von uns herausgearbeiteten
Anstieg der intermediate MPA von Tag 0 zu Tag 1 treffen.

Um die genauen prozentualen Anteile der MPA in den einzelnen Monozyten-
Subpopulationen valide einzuschétzen sind weitere Arbeiten notwendig. Es braucht zudem
eine standardisierte Methodik in der Vorbereitung der Zellen und der Gating-Strategie, um
die Ergebnisse zwischen den zahlreichen Arbeiten besser vergleichen zu kdnnen. Fiir uns
lasst sich nicht final erkléren, dass Patienten mit einem STEMI verglichen mit den
Patienten mit einem CCS in unserer Analyse zu keinem Zeitpunkt eine erhohte Bildung der
MPA zeigen. Allerdings zeigen Tapp et al [48] und Zhou et al [47] einen dhnlichen oder
sogar gleichen zeitlichen Verlauf der Bildung der MPA der STEMI-Patienten, sodass wir
schlielen, dass unsere Daten valide sind und sich bei einer héheren n-Zahl ebenfalls eine
deutliche Steigerung der MPA Zahl in der Population der STEMI-Patienten im Vergleich
zu den CCS-Patienten zu erwarten ist.
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4.4 Thromboinflammation, Infarktschwere und MPA-Bildung

4.4.1 Thromboinflammation

Auf einen akuten Myokardinfarkt mit untergehendem Myokardgewebe folgt eine Antwort
des Immunsystems. Das Ausmal} Immunantwort und das Risiko fiir Komplikationen ldsst
sich unter anderem durch die beiden héufig verwendeten Entziindungsparameter CRP und
der Leukozytenanzahl klassifizieren [28, 83, 84]. In einer experimentellen Arbeit
stimulierte Danenberg et al. humanes Blut mit rekombinanten CRP in vitro und zeigte eine
erhohte MPA-Bildung [76]. Um einen Zusammenhang zwischen Inflammationsstatus und
der Bildung von MPA bei STEMI-Patienten in vivo zu untersuchen, korrelierten wir die
Anzahl der intermediate MPA mit der maximalen Leukozytenzahl und dem maximalen
CRP-Wert aus dem Krankenhausaufenthalt der Patienten. Hierbei korrelierte die Hohe des
CRP-Wertes positiv mit der Anzahl der gebildeten intermediate MPA. Patienten mit
erhohten MPA zeigten hohere CRP-Werte als Patienten mit niedrigeren MPA. Zu einem
dhnlichen Ergebnis kamen auch Zhang et al. In Threr Arbeit konnten sie ebenfalls eine
positive Korrelation zwischen der MPA-Bildung und dem CRP in Patienten mit NSTEMI
nachgewiesen. Wobei erwiahnt werden muss, dass hier nicht zwischen den einzelnen
Monozyten-Subpopulationen unterschieden wurde [18]. Unsere Ergebnisse konnten darauf
hinweisen, dass die Bildung von intermediate MPA mit einer Aktivierung des
Immunsystems zusammenspielt. Das Ausmal einer Leukozytose nach einem STEMI
korrelierte in unseren Ergebnissen nicht mit der MPA-Bildung.

In der aktuellen Literatur wird die Bildung von MPA zudem als Einflussfaktor auf das
Ausmal} der Thrombozytenaktivierung in kardiovaskuldren Erkrankungen diskutiert [63,
65, 68]. Michelson konnte in seinen Versuchen zeigen, dass aktivierte Thrombozyten
schnell P-Selektin auf ihrer Oberfliche verlieren und rasch Aggregate mit Monozyten
bilden. Diese Arbeit kam zum Schluss, dass die MPA-Bildung ein sensitiverer Marker fiir
die Aktivierung von Thrombozyten ist als die Messung von P-Selektin auf der
Thrombozytenoberfliche [65]. Allen et al. konnten in ihrer Arbeit eine hohere MFI auf den
MPA fiir die Marker CD40, CD62P und den GPIIb/I1la Rezeptor nachweisen. Alle diese
Antigene konnen als Aktivierungsmarker fiir Thrombozyten gesehen werden [63]. Um
diesen Aspekt zu untersuchen, korrelierten wir MPA-Bildung und die
Fluoreszenzintensitét fiir P-Selektin (CD62P) auf den MPA. Im Gegensatz zu der Arbeit
von Allen et al. zeigte sich in unserer Analyse kein Zusammenhang zwischen der Bildung
von MPA und dem Ausmal} der MFI fiir CD62P [63]. Zu hinterfragen ist, ob die Messung
von CD62P in den Aggregaten zwischen Thrombozyten und Monozyten ein geeigneter
Parameter fiir die Aktivierung von Thrombozyten ist. Da die primére Interaktion zur
Aggregatbildung zwischen P-Selektin und dem zugehorigen Liganden PSGL-1 stattfindet
und aktivierte Thrombozyten rasch P-Selektin auf ihrer Oberflache verlieren [58, 85].
CD62P als alleiniger Marker fiir die Thrombozytenaggregation zu werten und daraus auf
die Thrombozytenaktivierung in MPA zu schlieBen scheint zu kurz gegriffen. Eine
Analyse weiterer Parameter der Thrombozyten-Aggregation konnte hier Klarheit iiber
Frage bringen, ob aktivierte Thrombozyten eher dazu neigen MPA einzugehen.
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4.4.2 Infarktschwere

Um das AusmalB der Infarktschwere zu detektieren, zéhlen sowohl Laborparameter als
auch funktionelle Parameter zu den geldufigen Methoden. Als Laboroparameter werden
hierbei wie oben bereits erwidhnt das CRP, die Leukozytenzahl, als auch die CK und das
Troponin aufgefiihrt [25, 26, 28, 29]. Um den Aspekt der Infarktschwere zu untersuchen
korrelierten wir die MPA-Bildung mit dem CK-Maximum und dem Troponin-Maximum.
Hier zeigte sich eine signifikante positive Korrelation zwischen der MPA-Bildung und
dem maximalen CK-Wert. Ein Vergleich der CK-Werte der nach median geteilten
Gruppen MPA high und MPA low zeigte ebenfalls eine signifikante Erhohung der CK in
der Gruppe MPA high. Eine Korrelation zwischen MPA und CK lie§3 sich in der bisherigen
Literatur nicht finden. Zwischen dem Troponin-Maximum und der Bildung von MPA
konnten wir keinen statistisch signifikanten Zusammenhang nachweisen. Im Gegensatz zu
uns gelang es Zhang et al. in NSTEMI-Patienten eine positive Korrelation zwischen
Troponin und MPA. Wobei hierbei wie bereits oben erwihnt nicht zwischen den einzelnen
Monozyten-Subpopulationen unterschieden wurde [18]. Unsere Korrelation zwischen
MPA und CK-Maximum kann in Zusammenschau mit den Daten aus dem CMR ein
Hinweis sein, dass sich die Infarktschwere auch durch intermediate MPA laborchemisch
abbilden lasst.

Neben den Laborchemischen Priadiktoren konnen auch funktionelle Parameter als Korrelat
fiir die Schwere eines Myokardinfarktes dienen. Hierfiir verwendeten in unserer Arbeit die
Parameter LV-EF, LV-EDV, und LV-ESV und LV-SV sowie die Infarktgro3e und das
MVO aus der CMR. Eine verringerte LV-EF und ein erhdhtes LV-ESV sowie ein erhdhtes
LV-EDV gehen mit einer erhohten Mortalitit, Herzinsuffizienzrate und erneuten
kardiovaskulédren Ereignissen einher [86]. In unserer Analyse zeigten STEMI-Patientin mit
erhohten intermediate MPA eine signifikant verringerte LV-EF im akuten Setting als auch
nach 6 Monaten, ein signifikant erhéhtes LV-EDV nach 6 Monaten, sowie erhdhte LV-
ESV-Werte im akuten Setting und nach 6 Monaten im Vergleich zu STEMI-Patienten mit
weniger intermediate MPA. Kossmann et al. konnten in ihrer Arbeit einen Zusammenhang
zwischen MPA und einer Verminderung der LV-EF im CMR herstellen [78]. Auch Tapp
et al. stellten diesen Zusammenhang mittels echokardiographischer Daten her, wobei
dieser nach Korrektur der Storfaktoren sich nicht als signifikant hielt [48]. Erwdhnt werden
muss, dass die beiden genannten Arbeiten von Kossmann et al. und Tapp et al. die LVEF
nur nach 6 Monaten erhoben und nicht wie wir auch unmittelbar in den ersten Tagen nach
einem STEMI [48, 78].

Die Infarktgrée und das MVO stellen die beiden iibergeordneten Endpunkte der
Bildgebung mittels CMR nach einem Myokardinfarkt dar und konnen als Priadiktoren fiir
eine erhohte Mortalitit und das Auftreten kardialer Ereignisse gewertet werden [19, 20].
Wir zeigten eine positive Korrelation zwischen intermediate MPA und der LGE%
InfarktgroBe im MRT. Patienten mit einer hoheren intermediate MPA Bildung zeigten ein
groBBeres LGE% Infarktareal als STEMI-Patienten mit weniger intermediate MPA. Bisher
trifft nur eine weitere Arbeit von Kossmann et al. eine Aussage liber einen Zusammenhang
von LGE% Infarktgr6Be und MPA-Bildung und zeigt eine Korrelation zwischen
intermediate MPA und LGE% InfarktgroBe [78].

Neben einem grofleren Infarktareal prasentierten STEMI-Patienten mit erhdhten

intermediate MPA im CMR auch mehr MVO. Bisher konnten nur zwei weitere Arbeiten
einen Zusammenhang zwischen MPA und MVO herstellen. In den Arbeiten von
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Aurigemma et al. und Ren et al. wurde die MVO allerdings nur angiographisch anhand des
No-Reflow-Phédnomens diagnostiziert. Bei der Analyse wurde zudem nicht zwischen den
einzelnen Monozyten-Subpopulationen unterschieden [68, 81]. Trotz der methodischen
Unterschiede zu unserer Analyse, zeigten beide Arbeiten ebenso erhohte MPA in Patienten
mit einem angiographisch nachweisbaren MVO [68, 81]. Wobei die Diagnostik einer
MVO mittels das CMR hier als iibergeordnet anzusehen ist, da dies einen der zu
bevorzugenden Endpunkte in der kardialen Bildgebung mittels CMR darstellt [19]. In
Zusammenschau unserer Ergebnisse zeigt sich, dass erhohte MPA mit mehreren
Parametern korrelieren, die mit einer verschlechterten Prognose nach einem
Myokardinfarkt einhergehen. Eine erhohte Bildung von intermediate MPA konnte sowohl
als Parameter fiir die Infarktschwere als auch als Parameter fiir eine verschlechterte
Prognose nach einem STEMI diskutiert werden.

In unserer Arbeit wurde nur die subakute Phase nach einem STEMI untersucht. Eine
Analyse lidngerfristiger Zeitpunkte wurde nicht durchgefiihrt. Wahrend die vorhandene
Literatur eine erhohte MPA-Bildung nach einem Myokardinfarkt bereits gut belegt, gibt es
nur eine Arbeit, die eine Aussage iiber die prognostische Relevanz einer erhdhten MPA
Bildung trifft [47, 48, 64, 65, 68, 79]. Laut der Arbeit von Zhou et al. geht eine Erh6hung
der intermediate MPA mit einem erhohten Auftreten von kardialen Ereignissen in einem 2-
Jahres Follow-up einher [47]. Unsere Ergebnisse lassen sich gut in den Literaturkontext
setzen und tragen einen Teil in diesem noch nicht ausfiihrlich genug untersuchten Bereich
bei. Um die Relevanz und die Bedeutung von einer erhohten MPA-Bildung in der
unmittelbaren, aber auch langerfristigen Heilungsphase zu klaren, benétigt es weitere in
ihrem Versuchsaufbau dhnliche Studien.

4.5 Limitationen

4.5.1 Deskriptive Aussagekraft der MPA Verdnderungen

In unserer Studie konnten wir zahlreiche Aussagen iiber das Verhalten von Monozyten und
MPA in den ersten Tagen (Tag 0 bis Tag 5) nach einem Myokardinfarkt treffen. Wir
konnten auch eine Assoziation zwischen der Bildung von MPA und dem Schweregrad
eines Myokardinfarktes herstellen. Allerdings sind unsere Ergebnisse nur deskriptiv zu
werten. Anhand unserer Arbeit konnen wir leider keine Aussage dariiber treffen, ob die
Bildung von MPA einen pathophysiologischen Einfluss auf die Heilungsreaktion nach
einem Myokardinfarkt hat. Ebenso ist es moglich, dass die MPA-Bildung als rein
diagnostischer Parameter zu werten ist. Um diese Frage zu kldren sind weitere Arbeiten
ndtig die ihren Fokus auf die pathophysiologischen Mechanismen hinter der Bildung von
MPA und deren Auswirkung auf die Immunreaktion legen.

4.5.2 Methodische Einflussfaktoren auf die Messung der Monocyte-Platelet-
Aggregates und deren Verlauf nach einem akuten STEMI

In der Analyse von Leukozyten-Thrombozyten-Aggregaten gibt es mehrere relevante
Einflussfaktoren. Neben der Verarbeitungsdauer spielen die Vorbereitung der Zellen, die
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Blutentnahmeart und das Entnahme-Medium eine Rolle [56]. In einem Vergleich von
unterschiedlichen Entnahme-Medien zeigte sich in einer Arbeit von Harding et al. bei der
Bestimmung von MPA aus Blutentnahme-R6hrchen mit Heparin-Medium mehr MPA-
Bildung als in den Rohrchen mit EDTA, Sodium-Citrat oder PPACK. Die Vorbereitung
der Zellen mit Erythrozyten-Lyse scheint hingegen laut Harding et al. keinen Einfluss auf
die MPA-Bildung zu haben [87]. Im Gegensatz dazu wiesen Li et al. eine artifiziell
gesteigerte MPA Bildung nach der Vorbereitung mit Erythrozyten-Lyse nach [88]. Beide
genannten Arbeiten merken an, dass hiufiges Waschen und haufiges Zentrifugieren der
Zellen einen Einfluss auf die MPA-Bildung haben konnen [87, 88].

In der aktuellen Literatur existiert kein standardisiertes Vorgehen zur Analyse von MPA.
So bleibt es fraglich inwieweit die von uns gewihlte Verarbeitung eine Vergleichbarkeit
der MPA-Zellzahlen und der prozentualen Anteile der vorhandenen Studien beeinflusst.

Einen weiteren Faktor, den wir in unserer Analyse beriicksichtigten, ist die Verdnderung
der MPA-Bildung iiber die Zeit. Aus der Literatur geht hervor, dass mit zunehmender
Dauer der Verarbeitung in der Analyse der MPA mit einer artifiziellen Erhohung der
MPA-Bildung zu rechnen ist [87, 89, 90]. Laut dem aktuellen Stand der Literatur soll
Verarbeitung innerhalb der ersten 2h bzw. innerhalb der ersten Stunde nach der
Blutentnahme erfolgen [89, 90]. Als Zeitrahmen fiir die Analyse der Blutproben unserer
Patienten setzten wir ebenfalls 2h fest.

Aufgrund von Faktoren wie dem Ausfall des IT-Systems des Universititsklinikum
Diisseldorfs, und Entlassungen gegen érztlichen Rat konnten wir keine Vollstidndigkeit
unserer Daten erreichen. Diese Tatsache limitiert unsere Ergebnisse in einem
unbestimmten Ausmafl. Da sich unsere Daten aber gut in den Literatur Kontext einordnen
lassen spricht fiir die Plausibilitét unserer Ergebnisse.

4.6 Schlussfolgerung

In unserer Arbeit zeigten wir, dass erhohte MPA und insbesondere die intermediate MPA
mit Parametern assoziiert sind, die nach einem STEMI fiir einen schwereren Infarkt und
einer verminderten kardialen Funktion sprechen. Aus unserer Arbeit konnen zwei
interessante Punkte abgeleitet werden.

Die Interaktion und die Komplexbildung von Thrombozyten und Monozyten sowie die
Auswirkung auf die inflammatorische Reaktion muss weiter untersucht werden. Nach wie
vor ist unklar, ob und in welchem Ausmaf die Bildung von MPA die inflammatorische
Reaktion im Myokard beeinflusst. Durch weitere Untersuchungen kann die Fragestellung
bearbeitet werden, ob Bindungsstellen fiir die Komplexbildung von Thrombozyten und
Monozyten als Zielstrukturen fiir eine zielgerichtete Therapie dienen konnten.

Der zweite interessante Aspekt, welcher sich aus unserer Arbeit ableiten lésst, ist die
Bedeutung von MPA als diagnostischer Parameter mit prognostischer Aussagekraft. Um
MPA als diagnostischen Marker valide nutzen zu kénnen, miissen aber zuerst einheitliche
Protokolle zur Analyse von MPA etabliert werden. Besonders hinsichtlich des zeitlichen
Rahmens der Analyse und der Aufbereitung der Zellen wiirden einheitliche Protokolle zu
einer besseren Vergleichbarkeit fithren. Allerdings zeigte eine Arbeit von Zhou et al. mit
der Analyse eines lingeren Follow-up bereits vielversprechende Ergebnisse mit
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prognostischen Aussagen getroffen werden konnen [47]. Um die Messung von MPA als
diagnostischen Parameter zur Identifikation einer Risikogruppe zu nutzen sind nach der
Optimierung und Vereinheitlichung des Protokolls weitere Arbeiten mit
Langzeitergebnissen notwendig.

Die Kernaussage unserer Arbeit lautet, dass eine vermehrte Aggregation von
Thrombozyten mit intermediate monocytes nach einem Myokardinfarkt mit einem
grofBeren Infarktareal, einer schlechteren linksventrikuldren Funktion und einer insgesamt
gesteigerten Inflammationsreaktion einhergeht.
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