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1 Einleitung

1.1 Akuter Myokardinfarkt
1.11 Bedeutung und Epidemiologie

Der akute Myokardinfarkt ist seit Langem eine der bedeutendsten Todesursachen in
Deutschland. Von 1998 bis 2018 war der akute Myokardinfarkt konstant der zweithdu-
figste hier registrierte Todesgrund nach der chronisch ischamischen Herzkrankheit.
Wenngleich die absolute Zahl der an einem Herzinfarkt Verstorbenen in diesen Jahren
ricklaufig war, sind 2018 immer noch 46.207 Menschen daran gestorben (Gesundheits-
berichterstattung des Bundes 2012; Statistisches Bundesamt 2020).

Dartiber hinaus verursachen Herz-Kreislauf-Erkrankungen, also mitunter der Herzin-
farkt als Teil der ischamischen Herzkrankheiten, héhere Kosten im Gesundheitssystem
als samtliche andere Krankheitsentitaten. Im Jahre 2015 lagen die Kosten bei 570
€/Einwohner (Statistisches Bundesamt 2017). Die gesellschaftliche und wirtschaftliche

Bedeutung ist somit groR.

1.1.2 Definition des Myokardinfarkts

Begrifflich ist dem Myokardinfarkt das Akute Koronarsyndrom (ACS, engl. acute
coronary syndrome) tbergeordnet. Leitsymptom des ACS ist der akute Thoraxschmerz
(Hamm und Bassand 2012). Dieser Begriff umfasst zunéchst alle spezifischen patho-
physiologischen Prozesse, die mit einem manifesten oder bevorstehenden Myokard-
schaden in Verbindung stehen. Anhand des ST-Streckenverlaufs im Elektrokardio-
gramm (EKG) beinhaltet dies ST-Strecken-Hebungsinfarkte (STEMI, engl. ST-
elevation myocardial infarction) und Nicht-ST-Strecken-Hebungsinfarkte (NSTEMI,
engl. non-ST-elevation myocardial infarction) sowie instabile Angina pectoris (s. Ab-
bildung 1) (Deckers 2013). Letztere umschreibt eine Krankheitsgruppe heterogener Pa-
thophysiologie mit entweder unvollstdndiger oder transienter bzw. reversibler Myokar-
dischdmie, aus der noch kein Infarkt resultiert (Hamm und Braunwald 2000). Die Ein-
teilung in diese Kategorien ist von therapieentscheidender Bedeutung, obwohl der atio-

logische Hintergrund gleich ist (Hamm und Bassand 2012).
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Zum ersten Mal wurde der akute Myokardinfarkt 1979 von der Weltgesundheitsorgani-
sation (WHO, engl. World Health Organization) offiziell definiert (Joint International
Society and Federation of Cardiology/World Health Organization 1979). Seitdem wur-
den durch wissenschaftlichen Fortschritt neue diagnostische Mdglichkeiten im Rahmen
von sensitiveren Biomarkern, Bildgebung und differenzierterer Befundung des EKG
geschaffen und die Definitionskriterien immer weiter verfeinert. Seit 2018 liegt die vier-
te und zurzeit neueste Uberarbeitung der ,,Universellen Definition des Myokardinfarkts*
vor (Vafaie und Katus 2013; Thygesen et al. 2018).

Seitdem ist, wie bei Thygesen et al. (2018) beschrieben, ein akuter Myokardinfarkt de-
finiert als eine durch objektive Verfahren nachgewiesene Myokardnekrose, verursacht
durch eine klinisch manifeste Myokardischamie. Dies kann gegeben sein durch:

- Einen Anstieg oder Abfall kardialer Biomarker, vor allem des kardialen Tropo-
nins (cTn) — wobei mindestens ein Messwert oberhalb der 99. Perzentile gegen-
uber einer gesunden Referenzpopulation liegen muss — in Verbindung mit min-
destens einem der folgenden Kriterien:

o Ischamiesymptomatik

o Neu oder zumindest mutmaBlich neu aufgetretene  ST-
Streckenveranderungen bzw. Linksschenkelblock im EKG

o Auftreten neuer, pathologischer Q-Zacken im EKG, besonders in den
Extremitatenableitungen

o Neu festgestellte Wandbewegungsstorungen bzw. Nachweis einer fri-
schen Myokardnarbe mittels Echokardiografie, Magnetresonanztomogra-
fie oder nuklearmedizinischer Verfahren

o Mittels Koronarangiografie oder Autopsie identifizierter, intrakoronarer
Thrombus

(Thygesen et al. 2018).
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Abbildung 1: Das Spektrum des Akuten Koronarsyndroms (nach Hamm und Bassand 2012)

1.1.3 Pathophysiologie

Die Pathophysiologie des Myokardinfarkts basiert stets auf einem fur die erforderliche
Herzarbeit — somit den Sauerstoffbedarf — zu niedrigen Sauerstoffangebot. Zwei grund-

satzlich verschiedene Mechanismen sind hierbei zu unterscheiden:

1. Totale oder partielle Okklusion eines oder mehrerer KoronargefaRe infolge Ruptur,
Ulzeration, Erosion, Dissektion oder Fissur einer lokalen atherosklerotischen Plaque.
Hierbei findet sich haufig ein assoziierter Koronarthrombus mit resultierender Verzoge-
rung oder Unterbrechung des koronaren Flusses oder Embolisation von Plattchenaggre-

gaten in die Gefél3peripherie und eine daraus resultierende Myokardnekrose.

2. Funktionelle Ursachen, die das Gleichgewicht zwischen Sauerstoffangebot und -
bedarf storen, wie endotheliale Dysfunktion, Koronarspasmen, Tachy- oder
Bradyarrhythmien, Anémie, respiratorische Insuffizienz, Hypotonie und Hypertonie mit
oder ohne linksventrikularer Hypertrophie (Vafaie und Katus 2013).

Des Weiteren sind Infarkte iatrogen moglich, beispielsweise wahrend einer perkutanen,

koronaren Intervention (PCI, engl. percutaneous coronary intervention) durch Kathe-



terokklusion des GefaRlumens, wéhrend einer Herzoperation oder durch eine
Stentthrombose oder -restenose nach erfolgter PCI (Tehrani und Seto 2013).

Die bei Weitem hé&ufigste Ursache stellt der unter 1. genannte pathophysiologische
Vorgang dar (Sami und Willerson 2010). Ihm zugrunde liegt die koronare Herzkrank-
heit (KHK), am haufigsten verursacht durch koronare Atherosklerose. Hierbei bilden
sich atherosklerotische Plaques im Bereich zwischen Tunica intima und Tunica media
des arteriellen GefaRes. Gefordert wird deren Bildung durch kardiovaskulére Risikofak-
toren (Alter, Geschlecht, arterielle Hypertonie, Nikotinabusus, Diabetes mellitus, Fett-
stoffwechselstérungen (erhohtes Apolipoprotein-B-haltiges low density lipoprotein
(LDL)-Cholesterin und erhohte Triglyzeride bei gleichzeitig vermindertem high density
lipoprotein (HDL)-Cholesterin), Adipositas sowie verdnderte Lipoprotein (a)-, Ho-
mocystein- und Fibrinogen-Werte und genetische Pradisposition (Davies 2000; Nacht-
nebel und Warmuth 2013).

Koronargefalie sind deshalb besonders anfallig dafur, da sie aufgrund der nahen anato-
mischen Lage zum linken Ventrikel als erste Gefdllabgange der Aorta hohen systoli-
schen Blutdricken ausgesetzt sind. AuBRerdem sind sie durch die Herzstruktur und -
funktionsweise zu einem geschlangelten Verlauf gezwungen, der den Scherstress des
Blutes auf die Gefalwande erhoht (Zhong et al. 2015). Atherosklerotische Plaques ent-
stehen im Rahmen eines chronischen Entziindungsprozesses der GefaBwand und beste-
hen aus einem Lipidkern und einer Bindegewebskapsel. Der Lipidkern enthalt vor allem
Cholesterolverbindungen und ist umgeben von Schaumzellen, also Gewebsmakropha-
gen mit grofRen Mengen intrazytoplasmatischer Cholesteroleinlagerungen (s. Kapitel
1.2.2.2). Im Fortschreiten wéchst die Plague immer weiter und beeintréchtigt die Funk-

tion und Integritat des Endothels.

Uber eine Zeitspanne von meist vielen Jahren kann so eine vulnerable Plaque entstehen.
Bei einer Erosion oder Ruptur der Plaguekapsel kommt es zur Freilegung des &uRerst
thrombogenen Lipidkerns und zum Kontakt mit Blutbestandteilen. Aktivierte Throm-
bozyten lagern sich an die extrazellularen Bestandteile an und es kommt zur Thrombus-
bildung, die je nach Ausmal das Arterienlumen kaum, teilweise oder ganz verlegt. Bei
einer Erosion wachst der Thrombus auf der Plagueoberflache aufgelagert, bei einer
Ruptur hingegen bildet sich der Thrombus im Bereich des Lipidkerns und wéchst in das

Geféalllumen hinein. Wahrend Blut Gber den Thrombus flief3t, kann es zur Abldsung von



Thrombusbestandteilen kommen, die in kleineren, intramyokardialen Geféalien zu Mik-
roembolien fuhren kénnen (Davies 2000).

1.14 Nicht-ST-Hebungsinfarkt

Wird ein Arterienlumen derart eingeengt, dass es zu myokardialer Ischamie kommt,
setzt ein Infarktgeschehen ein. In dieser Arbeit geht es hierbei hauptséchlich um die
Entitat des NSTEMI. Grundlegend dafiir ist der akute Brustschmerz ohne anhaltende
ST-Streckenhebung im EKG, es treten aber auch symptomarme oder gar -lose Félle auf.
Stattdessen treten persistierende oder transiente ST-Strecken-Senkungen, T-Wellen-
Abnormalitaten (Inversion, Abflachung oder Pseudonormalisierung) oder unauffallige
bzw. unspezifische Befunde im EKG auf (Hamm und Bassand 2012; Roffi et al. 2016).

Bedeutend ist die Abgrenzung zur instabilen Angina pectoris, da der pathophysiologi-
sche Ursprung und die klinische Présentation sehr &hnlich sind, sie sich in der Bedroh-
lichkeit fur die Myokardzellen jedoch unterscheiden. Die Diagnose NSTEMI kann ge-
stellt werden, wenn die Ischdmie so ausgepragt ist, dass myokardialer Schaden entsteht
und spezifische und unspezifische Biomarker flir Myokardzellnekrose wie Herzmuskel-
spezifisches Troponin T (cTnT) oder | (cTnl) und Fraktionen der Kreatinkinase in den
Blutstrom abgegeben werden. Bleiben diese Biomarker hingegen auch im Verlauf der
folgenden Stunden nach Einsetzen der akuten Brustschmerzen innerhalb des Referenz-
bereichs, wird von einer instabilen Angina pectoris ausgegangen (Kumar und Cannon
2009; Roffi et al. 2016).

Durch Einfihrung hoch- bzw. ultrasensitiver Troponinassays (hsTnT bzw. -I) hat sich
das Diagnoseschema des NSTEMI jedoch gewandelt. Nach den Leitlinien der European
Society of Cardiology kann nach einem einmaligen negativen Troponintestergebnis ein
NSTEMI bereits ausgeschlossen werden, wenn der Beschwerdebeginn mehr als drei
Stunden zuriickliegt. Analog dazu kann der einmalige positive Troponinnachweis bei
vorliegender typischer klinischer Symptomatik als NSTEMI gewertet werden (Moll-
mann et al. 2013).

STEMI prasentieren sich beinahe immer mit totaler Koronargefallokklusion und ausge-
pragter Myokardnekrose bzw. von Nekrose bedrohtem Myokard. NSTEMI hingegen

haben eine niedrigere Inzidenz fiir totalen Koronarverschluss, sondern zeigen sich hau-
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figer mit hochgradiger Stenosierung (> 70 %) eines oder mehrerer GeféaRe, am haufigs-
ten assoziiert mit einem intraluminalen Koronarthrombus. Zudem zeigte sich im Ver-
gleich zu STEMI seltener eine Plaqueruptur und stattdessen haufiger eine Plaqueerosion
bzw. kalzifizierte Knétchen (Jia et al. 2013; Ambrose und Singh 2015).

1.15 Intervention

Im Falle des akuten Myokardinfarktes geht es darum zeitnah eine Reperfusion des
Herzmuskels im Versorgungsgebiet des verlegten Koronargeféles zu erreichen, um ein
weiteres Absterben der Myokardzellen zu verhindern. Fir die Prognose nach Reperfusi-
on des Stromgebietes ist die InfarktgroRe von entscheidender Bedeutung (McKay et al.
1986). Die Infarktgrofe ist abhéngig von der GroRe des Versorgungsgebiets der okklu-
dierten Koronararterie, der Ischdmiezeit, also der Zeit zwischen Einsetzen der Ischamie
bis zur erfolgreichen Reperfusion, und des myokardialen Energieverbrauchs wahrend
dieser Ischamieperiode (Frantz et al. 2008).

Hierfir kommen neben medikamentdsen (Akutbehandlung und Lyse) und supportiven
MaRnahmen auch chirurgische Verfahren wie die Bypass-Operationen (coronary artery
bypass surgery, CABG) oder weniger invasive, interventionelle VVorgehensweisen wie
die PCI infrage. Bei der perkutanen transluminalen koronaren Angioplastie (PTCA,
engl. percutaneous transluminal coronary angioplasty) etwa wird die Stenose mittels
eines Katheters von der Femoral- oder der Unterarmarterie aus unter Rontgenbildkon-
trolle dargestellt und durch Ballondilatation aufgedehnt. Nach noch geltender Leitlinie
wird der Thrombus soweit moglich aspiriert und abgesaugt, um Embolien zu verhin-
dern. Es gibt jedoch Hinweise, dass dies nicht in allen Féllen ratsam ist (Kolh et al.
2010; Eggebrecht 2016).

Um anschlieend abzuwenden, dass das KoronargefaR neuerlich verlegt wird, also re-
stenosiert, werden hdufig Stents aus Edelstahl in die aufgedehnten Abschnitte einge-
bracht. Bei erhohtem Restenoserisiko, beispielsweise bei ausgedehnteren Stenosen in
kleineren GeféaRen, werden medikamentenbeschichtete Stents (DES, engl. drug-eluting
stent) unbeschichteten Metallstents (BMS, engl. bare-metal stent) vorgezogen (Kolh et
al. 2010; Nachtnebel und Warmuth 2013). Ein Nachteil der DES-Implantation ist jedoch



das Risiko einer Stentthrombose durch protrahierte Endothelialisierung des Stents
(Mollmann et al. 2013).

1.1.6 Sterile Inflammation nach Ischamie/Reperfusion

Der genaue pathophysiologische Mechanismus des Ischdmie- und Reperfusionsscha-
dens ist &ullerst komplex und wird hier nur oberflachlich dargestellt. Wahrend der Is-
chédmiephase muss sich der Stoffwechsel der Myozyten auf anaerobe Energieproduktion
umstellen. So fallen Stoffe an, die den zellularen pH-Wert sinken lassen. Zur Kompen-
sation des Protonenanfalls wird der Na*/H*-Antiporter aktiviert, was zu einer intrazellu-
laren Natriumanreicherung fuhrt. Da Myokardzellen einen hohen Energieverbrauch
haben, reicht der anaerobe Stoffwechsel nicht aus, um geniigend Adenosintriphosphat
(ATP) bereitzustellen. Somit kann die Na*/ K*-ATPase den Anfall intrazellularen Nat-
riums nicht ausgleichen. Der Na*/ Ca?*-Antiporter schafft zwar Natrium aus der Zelle,
erhoht aber gleichzeitig die Calciumkonzentration im Zellinneren. So kommt es zu ei-
nem Anstau intrazellularen Calciums, da dieses einen aktiven Abtransport bzw. eine
aktive Wiederaufnahme durch die sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase
(SERCA) erfordert. In der Folge kommt es zur Zellschwellung und Aktivierung von
Proteasen, was bei anhaltender Situation zum Zelluntergang fihrt (s. Abbildung 2) (Sa-
nada et al. 2011; Kalogeris et al. 2012).

Nach erfolgreicher Reperfusion des Koronarstromgebiets besteht der Infarktbereich in
den meisten Fallen aus daufRerst inhomogenem Gewebe, da sich unterschiedliche Berei-
che sofort oder verzdgert erholen, andere apoptotisch bzw. nekrotisch werden kdnnen.
Denn die Ischdmieempfindlichkeit der Myokardzellen, der beteiligten Gefalle und des
Bindegewebes variiert stark (Ertl und Frantz 2005). Fibroblasten, Endothelzellen und
im Myokard residierende Mastzellen sind deutlich ischdmieresistenter als Kardiomy-
ozyten. Deshalb geht man derzeit davon aus, dass sie das an die Reperfusion anschlie-
Rende Geschehen triggern (Shinde und Frangogiannis 2014). Zusétzlich kdnnen aus
dem einstromenden Blut Immunzellen aktiviert, in das betroffene Gebiet rekrutiert wer-
den und Entziindungsprozesse auslosen bzw. aufrechterhalten, Gewebstriimmer beseiti-
gen und Wundheilungsprozesse einleiten. Toxische oder protektive Mediatoren, die
systemisch und lokal von bereits vorhandenen und eingewanderten Zellen freigesetzt

werden, tragen zur Komplexitat der Situation bei. Da diese Inflammation in der Regel in

7



der Abwesenheit von Mikroorganismen stattfindet, spricht man von steriler Inflammati-
on. So zeichnen sich bereits zwei Phasen ab, die bei der Infarktheilung ablaufen: eine
erste Inflammationsphase und eine sich daran anschlieRende Proliferations- und Repara-

tionsphase mit Ausbildung einer Narbe (Frantz et al. 2008; Kalogeris et al. 2012).

Ischamie

Anaerober Mudb()llsmus

mit ATP-Abbau und
/ und Alld()\&, \

Verénderter lonenaustausch/-transport R fi Verianderter lonenaustausch/-transport
PFK-Inaktivierung eperfusion

Reduzierte Kontraktilitit

Sauerstoffeinstrom

Zellschwellung Natriumausstrom

Myokardhypertrophie ROS- o und Wiederhier- & Kalziumein-
Bildung stellung des extra- R
zelluldren pH S LG

mPTP-Offnung * Intrazellulire

Schidigung von Lipiden Kalziumakkumulation

DNS & Proteinen

Aktivierung inflammatorischer
und prothrombogener Aktivierung
v Kaskaden Kalzium-abhingiger
Anhaltende l * Proteasen
Flussunterbrechung Zy tol\mdulsschullung Apopliw_—/

Zcrslonu Zdlslrul\lur

Zelltod

Abbildung 2: Pathologische Vorgédnge in der Zelle, die bei Gewebeschaden durch Ischdmie und
Reperfusion auftreten (Kalogeris et al. 2012). ATP = Adenosintriphosphat; PFK = Phosphofruc-
tokinase; ROS = Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen-species); mPTP = Mitochondriale
Permeabilitats-Transitions-Pore; DNS = Desoxyribonukleinséure

1.16.1 Inflammationsphase

Die Inflammationsphase ist gepragt von Zellen des angeborenen Immunsystems. Zu
ihnen gehdren zu Beginn vor allem Granulozyten (Neutrophile, Basophile und Eosino-
phile), im Verlauf auch Monozyten (einschlieflich ihrer Derivate: Makrophagen und
dendritische Zellen), Mastzellen und natirliche Killerzellen (NK). Korperfremde Pa-
thogene wie pathogen-associated molecular patterns (PAMP), also z. B. Lipopolysac-

charide (LPS) aus Zellmembranen gramnegativer Bakterien, und Alarmsignale aus kor-



pereigenen Zellen sind in der Lage, diesen Teil des Immunsystems zu aktivieren. Somit
ist das Aktivierungsmuster bei septischer Inflammation &hnlich zu dem einer sterilen
Inflammation. Korpereigene Molekile, die eine sterile Immunreaktion hervorrufen
kdnnen, werden als Gefahrensignale oder danger/damage-associated molecular pat-
terns (DAMP) bezeichnet. Potentielle Mediatoren sind hierbei unter anderen reaktive
Sauerstoffspezies (ROS, engl. reactive oxygen species), Fibronektin — ein Zelladha-
sions- und Migrationsregulator — und intrazelluldre Proteine wie beispielsweise freies
ATP, Hitzeschockproteine oder mitochondriale Desoxyribonukleinsdure (DNS), die
beim Zelluntergang freigesetzt werden. Sie werden von pattern recognition receptors
(PRR) wie Toll-like Rezeptoren (TLR) der Abwehrzellen erkannt und aktivieren nukle-
are Transkriptionsfaktoren wie nuclear factor (NF)-xB, was zu einem Anstieg der Zy-
tokin- und Chemokinproduktion fuhrt. In den Immunzellen kommt es zur Ausbildung
des Inflammasoms, einem Multiproteinkomplex, der zur Aktivierung der Caspase-1
fuhrt, das wiederum Interleukin (IL)-1B enzymatisch aktiviert (Frantz et al. 2007; Yel-
lon und Hausenloy 2007; Frantz et al. 2008; Mezzaroma et al. 2011; Kalogeris et al.
2012; Christia und Frangogiannis 2013; Aries et al. 2014; Talman und Ruskoaho 2016).

Die ROS-Produktion steigt schlagartig an, sobald frischer Sauerstoff als notwendiges
Substrat durch Reperfusion wieder in das Infarktgebiet einstromt. Ein gesundes Herz ist
in der Lage ROS zu neutralisieren, ein ischamisch vorgeschéadigtes Herz jedoch nicht in
dem MaRe. Humorale Bestandteile wie das Komplementsystem, Zytokine wie IL-1[3,
IL-18 und Tumornekrosefaktor (TNF) und Chemokine wie IL-8 ergénzen die zellulére
Immunreaktion. Sowohl eine zu hohe als auch eine zu niedrige Expression bzw. Akku-
mulation eines oder mehrerer dieser Faktoren hat eine negative Auswirkung auf die
Prognose und Komplikationsrate in der Postinfarktzeit (Frantz et al. 2007; Yellon und
Hausenloy 2007; Frantz et al. 2008; Zuidema 2010; Kalogeris et al. 2012; Talman und
Ruskoaho 2016; Christia und Frangogiannis 2013; Mezzaroma et al. 2011).

1.1.6.2 Proliferationsphase und Reparationsphase/Remodeling

Wenn die abgestorbenen Zellen und Gewebstriimmer soweit beseitigt sind, muss das
leukozytare Infiltrat abgebaut und die Narbenbildung eingeleitet werden. Dabei ist es

essentiell, dass die Chemokin- und Zytokinsynthese rechtzeitig inhibiert wird. So wird



z. B. IL-10 und transforming growth factor (TGF)-f in Makrophagen produziert und
sezerniert, wenn sie apoptotische Granulozyten phagozytieren. Er wirkt ddmpfend auf
die Entzlindungsreaktion. Durch die sinkende Expression proinflammatorischer Media-
toren wird die kontinuierliche Leukozytenrekrutierung unterbrochen und eine Aufrecht-
erhaltung der Entzindung im heilenden Infarktgebiet verhindert. Stattdessen wandern
Fibroblasten in das Infarktgebiet ein, die zu Myofibroblasten proliferieren und Kollage-
ne (vorwiegend Typ | & I11) und andere Matrixproteine sezernieren (s. Abbildung 3).

Fibroblast

Fibronektin

P— 7N 4 \ ‘
'£'~ : - Proteoglykane
——, z.B. Syndecan-4 )

EDA ‘%
(Extra Domain-A) -‘

ﬁ

Aktivierter TGF-f

| FGFs I
/

o ()

—

«— | PDGF
—
_Ch

Latenter TGF-B| —>

!

Matrixproteine

MMP/TIMP

Myofibroblasten

Abbildung 3: Fibroblasten transdifferenzieren zu Myofibroblasten, indem sie kontraktile Protei-
ne exprimieren und groRe Mengen Matrixproteine sezernieren. Angeregt werden sie dazu durch
Wachstumsfaktoren, Bestandteilen des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und die von
Mastzellen ausgeschiitteten Proteasen Tryptase und Chymase. Weitere spezialisierte Matrixpro-
teine tragen dazu bei (Shinde und Frangogiannis 2014). FGFs = Fibroblasten
Wachstumsfaktoren (fibroblast grwoth factors); TGF = transforming growth factor; PDGF =
platelet-derived growth factor; MMP = Matrix-Metalloproteasen; TIMP = Gewebeinhibitoren
von Metalloproteasen (tissue inhibitors of metalloproteases)

So wird das voriibergehende, fibrinoide Narbengewebe durch stabileres ersetzt. Ein Ex-
zess dieses VVorgangs fuhrt jedoch zu Ausdehnung des Narbengewebes auf infarktfreies
Gebiet bis zu kardialer Fibrose — somit zu einer eingeschrankten Herzfunktion — und

muss unbedingt verhindert werden. Ein Fehlen dieses VVorgangs wiederum fihrt zu in-
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stabiler Narbenbildung mit moglicher Ruptur. AulRerdem bendtigt eine adéquate Hei-
lung eine Neovaskularisation des betroffenen Gebiets.

Eine besondere Rolle kommt den Monozyten im Heilungsprozess zu. Sie produzieren
Wachstumsfaktoren, die das Fibroblastenwachstum regulieren. AuRerdem sezernieren
sie Matrix-Metalloproteasen (MMP), die beim extrazellularen Remodeling mitwirken,
indem sie Kollagene und andere Matrixproteine spalten (French und Kramer 2007,
Frangogiannis 2008; Kalogeris et al. 2012; Frangogiannis 2012; Talman und Ruskoaho
2016). In dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Funktionsweise und Involvierung eben

jener Monozyten in den Infarkt- und Postinfarktprozess.

1.2 Monozyten

Monozyten sind im Blutkreislauf zirkulierende, phagozytenahnliche Zellen, die aus
myeloischen Vorldauferzellen im Knochenmark hervorgehen. Sie spielen eine wichtige
Rolle in der Regulierung sowohl der angeborenen als auch der erworbenen Immunant-
wort im Rahmen von Entziindungsreaktionen. Auferhalb des Knochenmarks proliferie-
ren sie nicht mehr, sondern zirkulieren und patrouillieren mehrere Tage lang in der
Blutbahn durch die Gefél3e (van Furth und Cohn 1968; Pardali und Waltenberger 2012).
In der Milz befindet sich zudem ein Reservoir nicht zirkulierender Monozyten (van der
Laan, A. M. et al. 2013; Spahn und Kreisel 2014).

Das Blut eines gesunden, erwachsenen Menschen enthalt etwa 450 Monozyten/ul (Rob-
bins und Swirski 2010). Sie machen 2-10 % der gesamten Leukozyten im Blut bei
Mensch und Maus aus und werden durch colony-stimulating factor (CSF)-1 im Kno-
chenmark stimuliert und gebildet (s. Abbildung 4, dargestellt am murinen Beispiel).
CSF-1 fungiert als hdmatopoetischer Wachstumsfaktor und stimuliert die Zellreifung
durch Bindung am CSF-1-Rezeptor, auch als cluster of differentiation (CD)115 be-
zeichnet (Nemzek et al. 2001; Auffray et al. 2009).
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Abbildung 4: Differenzierung von Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen aus mye-
lopoetischen Progenitorzellen am murinen Beispiel (nach Auffray et al. 2009). HSC = Hamato-
poetische Stammzelle (Hematopoietic stem cell); CMP = Gemeinsame myeloische Progenitor-
zelle (Common myeloid progenitors); GMPs = Granulozyten-Monozyten-Vorlaufer (Gra-
nulocyte-monocyte progenitors); MDP = Monozyten/Makrophagen und dendritische Zellen
(DC) Vorlaufer (Monocyte/macrophage and DC precursors); CDP = Gemeinsamer dendriti-
scher Zellvorlaufer (Common DC progenitors); HSPC = Hamatopoetische Stamm- und Vorlau-
ferzelle (Hematopoietic stem and progenitor cell); pDC = Plasmazytoide dendritische Zellen
(DC) (Plasmacytoid dendritic cells); TipDC = TNF-a/iNOS-produzierende dendritische Zellen
(TNF-0/iNOS-producing dendritic cells)

Proinflammatorische und metabolische Stimuli rekrutieren Monozyten aus der Blutbahn
und sorgen dafiir, dass sie das umliegende Gewebe infiltrieren. lhre dortige morphologi-
sche Varianz ist groR: Sie differenzieren irreversibel entweder zu Makrophagen oder zu
dendritischen Zellen. Als Makrophagen sind sie in der Lage per Phagozytose Bakterien
oder Zelltrimmer ins Zellinnere aufzunehmen und diese in sauren Phagolysosomen zu
degradieren. AuBBerdem konnen sie durch ROS-Produktion im oxidativen Burst und
durch Sekretion von Proteasen umliegende Matrix oder Zellen angreifen, zerstéren und
abbauen. In Zellkulturversuchen konnten Monozyten aufRerdem dazu angeregt werden,
zu endothelialen, epithelialen und weiteren Zelltypen zu differenzieren (Pardali und
Waltenberger 2012; Frantz und Nahrendorf 2014). So sind sie beispielsweise aktiv in
die Angiogenese involviert und stellen eine groRe Untergruppe der endothelialen Pro-

genitorzellen dar (Shantsila et al. 2008).

12



Monozyten weisen einige zellmorphologische Besonderheiten wie unregelméfige Zell-
form, ovale bzw. nierenférmige Nuclei, zytoplasmatische Vesikel sowie einen hohen
Quotienten aus Zytoplasma zu Kernvolumen auf. Dennoch sind sie in GréfRe und Form
sehr heterogen und es ist schwer, sie alleine anhand morphologischer Kriterien von an-
deren Immunzellen wie aktivierten Lymphozyten und NK abzugrenzen (Auffray et al.
2009). Die Entwicklung neuer Methoden zur Immunphénotypisierung ermdglichte es,
spezifischere Charakteristika der Monozyten auszumachen und ihnen Eigenschaften
zuzuordnen. So sind sie mit verschiedenen Scavenger-Rezeptoren ausgestattet (z.B. fur
Lipoproteine (CD36, CD204) und Haptoglobin), um funktionslose bzw. potentiell toxi-
sche, biologische Uberreste aus der Blutbahn und den Geweben zu beseitigen (Shantsila
etal. 2011).

AuRerdem bilden alle Monozyten CSF-1-Rezeptoren (CD115) und den Chemokinrezep-
tor CX3CR1 aus und unterscheiden sich von polymorphonukledren Zellen (PMN), NK
und T- und B-Lymphozyten unter anderem dadurch, dass sie NK-Protein-46, CD3,
CD15 und CD19 nicht exprimieren. Aktivierte Monozyten kdnnen hohe Konzentratio-
nen an ROS, Komplementfaktoren, Prostaglandinen, Zytokinen wie TNF-a, IL-1p,
CXCLS8, IL-6, IL-10 und IL-12, vascular endothelial growth factor (VEGF) und proteo-
lytischen Enzymen produzieren. Des Weiteren konnen sie, vor allem nach Differenzie-
rung zu dendritischen Zellen, Antigene im Rahmen der Immunabwehr présentieren, da
sie mit dem Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC, engl. main histocompatibility
complex)-11-Antigen ausgestattet sind (Auffray et al. 2009; Glezeva et al. 2015).

1.2.1 Subtypen

Die technologischen Fortschritte der Zellphanotypisierung ermdglichten die Entdeckung
und Charakterisierung von Heterogenitét innerhalb der murinen und humanen Monozy-
ten (Passlick et al. 1989). Analog zu Mausmonozyten-Subtypen (Ly6Chigh/low) konn-
ten auch humane Monozyten anhand der Expressionsrate von CD14, einem Korezeptor
flr bakterielle Lipopolysaccharide, und CD16, einem Fcy-Rezeptor (Fcy-R) -lll, zu-
nachst in zwei, spater in drei Subtypen unterteilt werden (Wright et al. 1990; Ziegler-
Heitbrock et al. 2010; Ancuta et al. 2009). Anfangs variierte die genaue Charakterisie-
rung und Nomenklatur der Untergruppen, weswegen man versuchte, eine einheitliche

Einteilung und Identifizierung zu finden: klassische, intermediére und nicht-klassische
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Monozyten (ldzkowska et al. 2015). Diese Einteilung wurde mittlerweile vom Nomen-
clature Committee of the International Union of Immunologic Societies in Brescia, Ita-
lien anerkannt und ist somit international etabliert (Wright et al. 1990; Ziegler-
Heitbrock et al. 2010; Appleby et al. 2013).

Nicht-klassische
(CD14+CD16++)

Intermed L’rc
(CD14++CP16+)

CD16

Klassiscl
5| (cD14++CP16-)

o

Ty | B | e T
2 4 5
0 10 103 10 ‘0

CD14

Abbildung 5: Durchflusszytometrische Punktwolkendarstellung zur Gatingstrategie der Mo-
nozytensubtypen nach ihrem relativen Expressionsprofil fur CD14 und CD16. Klassische Mo-
nozyten exprimieren viel CD14 und kein CD16, intermediare viel CD14 und wenig CD16 und
nicht-klassische wenig CD14 und viel CD16 (Wong et al. 2012).

Klassische Monozyten zeigen eine hohe Dichte an CD14 auf ihrer Zelloberflache ohne
signifikante Expression von CD16 (CD14""CD16), intermedidre Monozyten exprimie-
ren viel CD14 und niedrige Mengen CD16 (CD14**CD16") und nicht-klassische Mo-
nozyten niedrige Mengen CD14 und hohe Mengen CD16 (CD14*CD16%) (s. Abbil-
dung 5). Ein * bedeutet, dass durchflusszytometrisch eine Fluoreszenzintensitat gemes-
sen wurde, die um das zehnfache héher ist als die der Isotypkontrolle. Zwei ** symboli-
sieren eine 100-fach hohere Intensitdt und - zeigt an, dass keine signifikante Erh6hung
vorliegt. (Ziegler-Heitbrock et al. 2010; Wong et al. 2012). Bei gesunden Menschen
macht die klassische, CD16-negative Population etwa 85 %, die CD16-positive hinge-
gen 15 % (genauer die intermedidre etwa 5 % und die nicht-klassische ca. 10 %) der
gesamten Monozytenzahl aus (Wong et al. 2011).

Es konnte derzeit noch nicht abschlielend geklart werden, welche Subtypen in ihren
Merkmalen und Eigenschaften ndher miteinander in Verbindung stehen. Laut Wong et
al. (2012) sieht es auf transkriptioneller Ebene trotz Widerspriichen in der Studienlage
S0 aus, dass intermedidre Monozyten enger mit dem nicht-klassischen Subtyp verwandt

sind.
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Entsprechend mehreren transkriptionellen Studien exprimieren klassische Monozyten
beim Menschen eine besondere Vielzahl an Genen, die an der Migration, beim Aufspu-
ren von Bakterien, bei der Phagozytose und der Immunantwort bei proinflammatori-
schen Vorgangen beteiligt sind (Wong et al. 2011; Gren et al. 2015). Im Gegensatz dazu
zeigen intermediare Monozyten vor allem aktive Gene auf, die fur die Antigenprésenta-
tion und die TNF-a-Produktion verantwortlich sind. Nicht-klassische Monozyten hin-
gegen exprimieren Gene, die zum Patrouillieren und Aufspiren von Nukleinsauren und
Viren notwendig sind (Ziegler-Heitbrock et al. 2010; Cros et al. 2010; Zawada et al.
2011). Man nimmt an, dass die intermediare Untergruppe eine Ubergangsstufe zwi-
schen den klassischen und den nicht-klassischen Monozyten darstellt, da sie die Expres-
sion vieler Oberflachenmarker quantitativ zwischen denen der beiden anderen aufweist
(Ancuta et al. 2003; Ziegler-Heitbrock 2007; Ancuta et al. 2009; Cros et al. 2010; Zieg-
ler-Heitbrock et al. 2010; Wong et al. 2011; Zawada et al. 2011). Wong et al. (2011)
wiesen diese Zusammenhange zudem auf transkriptioneller Ebene nach. Bei ihnen wird
deutlich, dass sich intermediére und nicht-klassische Monozyten im Transkriptom &hn-
licher sind als beide dem klassischen Subtyp. Berg et al. (2012) konnten aufzeigen, dass
eine erhdhte Fraktion klassischer Monozyten das Risiko kardiovaskuldrer Krankheiten

und Ereignisse unabhangig von klassischen Risikofaktoren vorhersagen kann.

1.2.2 Rolle der Monozyten bei Herzinfarkt

Monozyten und Makrophagen spielen in jeder Phase des Herzinfarktes eine bedeutende
Rolle. Sie tragen zur Pathologie bei, sind in den Inflammationsprozess nach der Akut-
phase involviert und unerlasslich fur eine optimale Wundheilung (Shen et al. 2013; Vio-
la und Soehnlein 2015; Shinagawa und Frantz 2015). Ihre genau Funktions- und Inter-

aktionsweise ist jedoch noch weitgehend ungeklart.

1.2.21 Kardiale Monozyten vor dem Infarkt (Steady-state)

Bereits im gesunden Myokard stellen ruhende Makrophagen nach Kardiomyozyten,
Fibroblasten und Endothelzellen die nachstgrofite Zellentitat dar (Pinto et al. 2016). Es
ist nicht abschlieend geklart, ob sie stetig durch einwandernde Monozyten aus der

Blutbahn erneuert werden oder aus eigenstandigen, lokalen Progenitorzellen reprodu-
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ziert werden. Man vermutet, dass ihnen im gesunden Herzen eine Wé&chterfunktion und
eine Steuerung des Umsatzes der extrazellularen Matrix zukommt. Zwei Funktionen
machen sie im Zusammenhang mit kardiovaskularer Pathophysiologie besonders inte-
ressant: 1. Die Fahigkeit Lipoproteine zu phagozytieren und so zu Schaumzellen zu
werden (s. Kapitel 1.2.2.2). Diese sind zentraler Bestandteil der Pathogenese athero-
sklerotischer Plaques. 2. Ihre heftige Reaktion auf Ischdmie und somit wichtige Rolle in
der Infarktheilung (Frantz und Nahrendorf 2014).

1.2.2.2 Rolle der Monozyten bei Atherosklerose

Wie bereits in Kapitel 1.1.3 erwahnt, ist die Bildung atherosklerotischer Plaques ein
entzlindlicher Prozess der GefaBwand. In diesen Prozess sind verschiedene Immunzel-
len und Mediatoren verwickelt. So auch Monozyten, die Vorlaufer von Gewebsmakro-

phagen und dendritischen Zellen (s. Abbildung 6).

Durch biomechanische Stimuli, wie z.B. arterielle Hypertonie und Scherstress an den
Gefallwanden durch nicht-linearen Blutstrom, und subendotheliale LDL-Ablagerung
kommt es zur Aktivierung der Endothelzellen. Diese sorgen chemotaktisch fiur eine
Rekrutierung und Extravasation von Immunzellen — vor allem von Monozyten —, die
durch Phagozytose und Ausschiittung pro- und antiinflammatorischer Mediatoren die
Entziindungsreaktion regulieren. Chemokine, bioaktive Lipide und immunstimulierende
Molekiile unterhalten hierbei die Akkumulation und Aktivierung von Immunzellen.
(Kwak et al. 2014; Back et al. 2015). Eingewanderte Monozyten differenzieren zu
,»klassisch“-aktivierten M1-Makrophagen, ,alternativ-aktivierten M2-Makrophagen
und dendritischen Zellen. Sie phagozytieren LDL und lagern Cholesterintropfchen in ihr
Zytoplasma ein. Dieser VVorgang hat keine selbstlimitierende Regulation, sodass die
Phagozyten irgendwann apoptotisch zugrunde gehen (Moore und Tabas 2011; Béack et
al. 2015). M1-Makrophagen sind vor allem proinflammatorisch, gewebsschadigend und
wundheilungsverzégernd, M2-Makrophagen hingegen antiinflammatorisch durch IL-10
und TGF-B-Sekretion tatig. Letztere fordern den Abbau apoptotischer Zellen, genannt
Efferozytose, dampfen die Immunreaktion und fordern die Wundheilung und Gewebs-
reparatur (Gordon und Martinez 2010; Moore und Tabas 2011). Es ist noch nicht ab-
schlieBend geklart warum die Inflammation chronifiziert und nicht nach einiger Zeit

abklingt. Eine These ist, dass aus Monozyten hervorgehende Makrophagen nach Ein-

16



wanderung in die Ldsion Apolipoprotein-B-bindende Proteoglykane sezernieren, die
eine LDL-Akkumulation im Inflammationsgebiet verstdrken wirden (Williams und
Tabas 1995). Im Mausmodell konnte die Atherogenese aufgehalten bzw. verlangsamt
werden, indem Chemokine oder deren Rezeptoren — wie CC-Motiv-Chemokinligand
(CCL)-2/CC-Motiv-Chemokinrezeptor (CCR)-2 oder CCL-5/CCR-5 — auf Monozyten
blockiert wurden (Mestas und Ley 2008). Es zeigten sich keine signifikanten, quantita-
tiven Unterschiede der drei Monozytensubtypen bei Individuen mit und ohne athero-

sklerotischen Plaques (Berg et al. 2012).

Die Rolle von Monozyten bei Atherosklerose

Beginn der Atherosklerose Plaquedestabilisierung Myokardremodelling
Immunstimulation  Lipide ikofaktore
Vonazylen=: y oS ¥ eling B.LDL Risikolaioren
aktivierung 7 )
= Komplement Thrombozyten Hyperlipidimie
Viren P-Selektin art. Hypertonie
Wachstumsfaktoren Eikosanoide Adipositas Verschmilerung der Binde- Phase |
PDGF Leukotrien B4 Nikotinabusus gewebskapsel + MMP-1 + Inflammation
M-CSF PF4 MMP-9 =
GM-CSF Proteine Vulnerable Plaque Monozytensubtyp:
Zytokine (IL-1/2/6/8, Fibrinogen - klassische: CD14++ CD16+ CCR2+
TNF) Proteoglykane (- intermediire: CD14++ CD16- CCR2+)
> Thrombus-
’ O%V’ Monozyten formation }:huﬁc 2‘ i
& L roliferation
¥, - N

Monozyten- g

Adhiision (feste Bindung) Thrombozyten
ozyten-

Adhision (Rollen) ¢ ) . Diaped
0 & : / iapedese

P
P £ | ¥ G Lg%
‘ ‘v aL(R - ‘ Pi@ 1ava &> 2 . Myofibroblasten und Y\\-
s ) I MCP-1 Sclcklinb w‘\ = - > b e Kollagenablagerung
- e e e O GEe - o 4 - Monozytensubtyp:
2 JAM-C ; 4
RANTES VCAM-1  § SeRE - nicht-klassische: CD14- CD16++ CCR2-
ICAM-1 -

Aktiviertes Endothel
(gesteigerte Rezeptor-

expression) 3
vﬁ¢ )
Oxydiertes LDL Lo A‘
4 § S
% v ;y Phase 3
- . ,v - Narbenbildung

Schaumzellapoptose

Schaumzellen

Cholesterintrpfchen

Glatte Muskelzellen

Abbildung 6: Dreifache Rolle der Monozyten in verschiedenen Stadien der Atherosklerose.
Linker Abschnitt: Patrouillierende Monozyten in der Blutbahn werden durch unterschiedliche
Faktoren aktiviert. Sie migrieren zum aktivierten/beschadigten Endothel, welches MCP (Mono-
cyte chemoattractant protein)-1 und Adhésionsmolekiile (VCAM (= vascular cell adhesion
molecule)-1, ICAM (= intercellular adhesion molecule)-1) auf seiner Oberflache stark ex-
primiert. Nach dem ,,rolling* und der festen Bindung ans Endothel durchwandern die Monozy-
ten die Endothelschicht (Diapedese). Im subendothelialen Raum differenzieren sie durch M-
CSF (Macrophage colony-stimulating factor) zu Makrophagen, welche Uber Scavenger-
Rezeptoren — vor allem CD36 — LDL (= low density lipoprotein) phagozytieren und zu
Schaumzellen werden. Diese werden apoptotisch/nekrotisch und halten somit die Entstehung
weiterer lipid-beladener Makrophagen aufrecht. Mittlerer Abschnitt: VVorgange wéhrend eines
Akuten Koronarsyndroms mit Plaqueruptur, Verdinnung der fibrésen Kapsel und Bildung von
Monozyten-Plattchenaggregaten. Rechter Abschnitt: Kardiale Wundheilung, akut durch die
Rekrutierung klassischer Monozyten und spater in der Remodeling-Phase mithilfe nicht-
klassischer (und evtl. intermedidren) Monozyten. Die Extrazelluldarmatrix wird durch Myo-
fibroblasteneinlagerung und Angiogenese verdndert und die infarzierten Zellen abgebaut. LPS =
Lipopolysaccharide; PDGF = platelet-derived growth factor; GM-CSF = granculocyte-
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macrophage colony-stimulating factor; TNF = Tumornekrosefaktor; PF = Plattchenfaktor;
CCR = CC Chemokinrezeptor; JAM = junctional adhesion molecule; MMP = Matrix-
Metalloproteinase; RANTES = regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted
(nach Ghattas et al. 2013).

1.2.2.3 Rolle der Monozyten im akuten Infarktgeschehen

Bei einer Inflammation — wie in Kapitel 1.1.6 beschrieben — werden durch Chemotaxis
binnen Minuten bis weniger Stunden Monozyten mobilisiert und aus dem Blutstrom ins
Infarktgebiet gelenkt, wo sie zu Makrophagen differenzieren. Zu Beginn sind dies vor
allem klassische Monozyten mit proinflammatorischer Funktion, die aus dem Milzre-
servoir und aus hdmatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks tiber Zwischenstu-
fen hervorgehen. Uber die Aktivierung sympathischer Nervenfasern und humoraler
Komponenten wird das Knochenmark zur Bildung neuer Zellen angeregt. Diese werden
von dort CCR-2- und aus der Milz Angiotensin-2-vermittelt freigesetzt (Swirski et al.
2009; Dutta et al. 2012; van der Laan, A. M. et al. 2013; Frantz und Nahrendorf 2014).
Essentieller Ligand am CCR-2 fiir die Monozytenrekrutierung und -aktivierung ist das
Monocyte chemotactic proteine (MCP)-1 (synonym: CCL-2). Bei Méausen mit blockier-
tem MCP-1-Gen zeigte sich eine verlangerte Inflammationszeit gefolgt von abge-
schwéchter und verzogerter Reparation (Dewald et al. 2005). Bei der Angiotensin-2-
vermittelten Monozytenfreisetzung aus der Milz ist zu bedenken, dass Angiotensin-
converting enzyme (ACE)-Hemmer und Angiotensinrezeptorblocker somit einen antiin-
flammatorischen Beitrag zur Infarktheilung leisten kdnnten (Leuschner et al. 2010;
Frantz und Nahrendorf 2014).

AuRerdem exprimiert das aktivierte Endothel vermehrt Adhasionsmolekiile wie Selekti-
ne und vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1 zur gezielten Rekrutierung der Zel-
len (Lee et al. 2012; Frantz und Nahrendorf 2014). Im Blut und im Infarktgewebe ist die
hochste Konzentration klassischer Monozyten nach etwa drei Tagen festzustellen
(Nahrendorf et al. 2007; Tsujioka et al. 2009). Die meisten Monozyten proliferieren in
dieser frihen Phase zu inflammatorischen M1-Makrophagen und akkumulieren dabei
zunéchst besonders im Randgebiet des Infarkts; vermutlich, weil hier das Gefalisystem
noch am weitesten intakt ist. Spater dringen sie auch in den Kernbereich vor (van der
Laan, A. M. et al. 2013). Bei zeitnaher Reperfusion und ausbleibender mikrovaskularer

Obstruktion kdnnen sie auch direkt im Infarktkerngebiet auftreten (Ye et al. 2013). Vor
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und nach Differenzierung sezernieren sie proinflammatorische Zytokine und MMP. Es
wird angenommen, dass die Hauptaufgabe dieser Monozyten die Beseitigung von Ge-
webstrimmern, nekrotischen Myozyten und apoptotischen Neutrophilen ist, um das

Infarktgebiet fiir die Reparation vorzubereiten (van der Laan, A. M. et al. 2013).

1.2.2.4 Rolle der Monozyten bei der Infarktheilung

Mit Ubergang in die Proliferations- und Reparationsphase nach 4-7 Tagen wandelt sich
die Konstellation der Monozytensubtypen und mit ihnen die Funktionsweise der Mak-
rophagen. Die Monozyten- bzw. Makrophagenantwort auf das Infarktgeschehen ist so-
mit biphasisch (s. Abbildung 7). Der Anteil klassischer, CD14-positiver Monozyten fallt
von 85 % auf 60 % ab, wogegen nicht-klassische dann 40 % der Monozyten ausmachen
(van der Laan, A. M. et al. 2013; Frantz und Nahrendorf 2014). Am funften postischa-
mischen Tag ist der Gipfel dieser Rekrutierung nicht-klassischer Monozyten (Tsujioka
et al. 2009).

Proinflammatorische Phase Proliferative Phase Remodelling = Narbenbildung

Proinflammatorische Monozyten

L\ 4

&

Heﬂmgsfdraénde Monozyten

Abbildung 7: Biphasischer Verlauf der Monozyten- und Makrophagenantwort im Verlauf eines
akuten Myokardinfarkts (nach Frantz und Nahrendorf 2014)
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Jetzt vorherrschende Makrophagen zeigen das Genexpressionsprofil von M2-
Makrophagen (Troidl et al. 2009). Dies legt ein Hervorgehen aus nicht-klassischen Mo-
nozyten nahe, was jedoch nicht abschlieRend geklart ist. Sie regulieren die Gewebsre-
generation durch VEGF-Sekretion zur Forderung der Angiogenese und TGF-B-
Produktion, um Myofibroblasten anzuregen (Nahrendorf et al. 2007). Arslan et al.
(2013) berichten Gber Unterschiede im quantitativen und zeitlichen Auftreten der drei
Monozytensubtypen bei STEMI- und NSTEMI-Probanden. Der Spitzenwert klassischer
Monozyten war bei STEMI-Patienten héher und trat spater auf als bei NSTEMI-
Patienten. Gravierendere koronarangiografische Befunde korrelierten positiv mit hohen
Maximalwerten an klassischen Monozyten, sodass sie daraus folgerten, dass je groRer
das nekrotische Areal ist, umso mehr CD16-negative Monozyten rekrutiert werden.
Tapp et al. (2013) fanden bei NSTEMI-Probanden auRerdem erhohte Populationen in-
termedidrer Monozyten. Bei Patienten, die allgemein im Verlauf nach einem Infarkt
eine Restenose nach Stentimplantation erlitten, haben Liu et al. (2010) gegenlber Pati-
enten mit gleicher Therapie ohne Restenose erhdhte Zahlen CD16-positiver Monozyten
festgestellt, was eine Assoziation zwischen intermedidren bzw. nicht-klassischen Mo-

nozyten und In-Stent-Restenose nahelegen kann.

Auch das nicht-ischamische Myokardgewebe wird im Verlauf reaktiv von Monozyten
und Makrophagen infiltriert, allerdings deutlich langsamer als das vom Infarkt betroffe-
ne Gewebe. Hier liegt der Hohepunkt am 10. Tag nach Herzinfarkt (Lee et al. 2012).
Die genaue Wirkweise dieser Zellen ist noch unklar, eine Assoziation zum kardialen
Remodeling jedoch wahrscheinlich (Frantz und Nahrendorf 2014). Wenn die beiden
Phasen der Monozyteninvolvierung nicht optimal koordiniert sind (s. Abbildung 7) oder
wenn besonders die Inflammationsphase zu lang oder zu kurz ist, sind die Folgen meist
schwerwiegend: Es kommt zu kardialer Fibrose bzw. Herzinsuffizienz oder zu instabiler
Narbenbildung mit Gefahr eines Ventrikelaneurysmas oder gar einer Ventrikelruptur
(Maekawa et al. 2002; Tsujioka et al. 2009; Engstrom et al. 2009).
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2 Ziele und Fragestellung

Vor knapp 40 Jahren bereits entstand in Groftierversuchen der Verdacht, dass eine fru-
he Immunzellinfiltration eines Myokardinfarkts zytotoxische Effekte auf gesundes My-
okardgewebe habe und den Ischdmieschaden ausdehne. Man entwickelte recht simple
immunsupprimierende Studien mit dem Ziel, ischdmisches Myokard zu schonen. Doch
es zeigten sich katastrophale Effekte und man erkannte, wie wichtig es war selektiver
vorzugehen und Feinheiten des Postinfarktprozesses aufzudecken (Roberts et al. 1976).

Doch warum scheiterten die Ansatze bisher?

Die Komplexitat und Spezifitat der pathophysiologischen Vorgénge beim ischamischen
Herzinfarkt des Menschen ist hoch. Besonders den Einfluss und die Beeinflussbarkeit
einzelner beteiligter Immunzellgruppen im Geschehen genauer zu verstehen, ist immer
wichtiger geworden. Tiermodelle allein waren bisher nicht ausreichend, eine weiterfih-
rende VVorgehensweise aufzuzeigen. Sowohl eine Uberschiefende als auch eine zu ge-
ringe Beteiligung z.B. der Monozytensubtypen hat sich als schéadlich erwiesen. Man
muss versuchen mit klinisch-experimenteller Forschung direkt am Menschen vertieftere
Details uber die involvierten Mechanismen zu erlangen. Der Ansatz dieser Arbeit ist
durch Etablierung eines neuen Verfahrens — des erweiterten Lyoplate™-panels — das
Immunophdnom humaner Monozytensubpopulationen simultan in derselben Probe nach
Subtypen separiert aufzuzeigen und die Hierarchie der sie differenzierenden Marker bei
gesunden Probanden darzustellen. Ihre Eigenarten werden beschrieben und die Ergeb-

nisse mit in der Literatur bereits bekannten Merkmalen verglichen.

AnschlieBend wird diese Methode angewendet, um die detaillierten, immunophanotypi-
schen Charakteristika von Monozytensubtypen bei NSTEMI-Patienten zu untersuchen.
Die dabei abweichende Expression einiger Marker wird durch konventionelle Durch-
flusszytometrie gegen Proben gesunder junger Probanden und &lterer Probanden ohne

KHK gemessen und validiert.

Dieser Schritt soll ein Beitrag sein, um neue Biomarker oder pharmakologische Ziele
aufzeigen zu konnen, die eine Immunmodulation im Infarktgeschehen nutzen, um das

klinische Ergebnis und die Prognose vieler Infarktpatienten zu verbessern.
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3 Material und Methoden

Im folgenden Abschnitt findet sich eine Auflistung bzw. Ausfuhrung aller bei dieser
Arbeit verwendeten Geréte, Lésungen und durchgefihrten Methoden zur Probengewin-
nung, -bearbeitung, -konservierung und -analyse. Losungen und Puffer, deren Herstel-
lung und genaue Zusammensetzung nicht naher erldutert werden, wurden nach géngigen
Laborverfahren zubereitet. In Klammern ist die jeweilige Serien- bzw. Bestellnummer

beim Hersteller angegeben.

3.1 Laborzubehor
3.1.1 Gerate
Gerat Bezeichnung (Katalog- Hersteller
Nr.)
Absaugpumpe N 035.1.2 AN.18 KNF Neuberger GmbH,
Freiburg i.Br.
Autoclav Systec VX-95 Systec GmbH, Wettenberg

Cryo-Einfriergerat

Mr. Frosty™ 1° C Freezing

Thermo Fisher Scientific,

Container Darmstadt
Deckglasschen Menzel-Glaser, 10 Deck- Menzel GmbH, Braun-
glaser schweig
Durchflusszytometer FACSCanto Il Flow Cy- BD Biosciences, San Jose,
tometer (V96300611) CA, USA

Durchflusszytometer

BD FACSVerse Flow Cy-
tometer, Cat.-No: 651155,
76511550265 (Mérz 2013)

BD Biosciences, San Jose,
CA, USA

Eismaschine

Scotsman AF10 Flocken-
eis-bereiter (3006 ES1L)

Scotsman Ice Systems,
Vernon Hills, IL, USA

Gefrierschrank

GP 2716

Liebherr

Kihlraum

Kuhlzelle (472346)

Viessmann Kaéltetechnik

22




AG, Hof/Saale

Mehrkanalpipette Research Mehrkanal, Okta- | Eppendorf Research AG,
pette (3122000.035) Hamburg
Mikroskop Axiovert 100TV (53205) Carl Zeiss AG, Oberko-
chen
Multipette Multipette® Plus Eppendorf Research AG,
(4981000.019) Hamburg
Neubauer-Zahlkammer T734.1 Carl-Roth GMBH + CO.

KG, Karlsruhe

Pipette Research Plus, 10ul Eppendorf Research AG,
(3120000.020) Hamburg

Pipette Research Plus, 100pl Eppendorf Research AG,
(3120000.046) Hamburg

Pipette Research Plus, 200pl Eppendorf Research AG,
(3120000.054) Hamburg

Pipette Research Plus, 1000ul Eppendorf Research AG,
(3120000.062) Hamburg

Pipettierhilfe

Pipetboy acu (155000)

INTEGRA Biosciences
GmbH, Fernwald

Sterilisator T6060 (51015264) Heraeus Holding GmbH,
Hanau
Vortexer REAX 2000 /13162 Heidolph Elektro
Wasserbad GFL-Wasserbad 1003 GFL, Gesellschaft fur La-
(90065) bortechnik mbH, Burgwe-
del
Zentrifuge Centrifuge 5430R Eppendorf Research AG,
(5428ZH208346) Hamburg
Zentrifuge Centrifuge 5810R Eppendorf Research AG,
(58112P061896) Hamburg

Tabelle 1: Gerate
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Bezeichnung (Katalog-
Nr.)

Hersteller

96-Well-Platten

Falcon 96-Well Micro-
plates, Round Bottom, No

BD Biosciences, San Jose,
CA, USA

Lid (353910)
Cell Preparation Tubes BD Vacutainer® CPT™ BD Biosciences, San Jose,
System, 8 ml mit Natri- CA, USA
umcitrat (362782)
Cell Strainer 70um Poren (352350) BD Biosciences, San Jose,
CA, USA
CPT Adapter Multiple Sample Luer BD Biosciences, San Jose,

Adapter (367300)

CA, USA

CPT Einmalhalter

BD Vacutainer® Einmal-

halter aus Kunststoff, weil

BD Biosciences, San Jose,
CA, USA

(364815)
Entsorgungsbehalter fiir Multi-Safe twin 700 SARSTEDT AG & Co.,
Kanlen (77.3894.007) NUmbrecht

FACS-R6hrchen

BD Falcon, 5ml, Polysty-
rene, Round Bottom Tube

BD Biosciences, San Jose,
CA, USA

(352058)
FACS-R6hrchen BD Trucount Tubes BD Biosciences, San Jose,
(340334) CA, USA

Blutentnahmekaniilen

Safety-Multifly-Set
(85.1638.235)

SARSTEDT AG & Co.,
Niimbrecht

Blutentnahmesystem

S-Monovette mit EDTA

SARSTEDT AG & Co,,

(11.605.001) Nimbrecht
Einfrierrohrchen Cryo.s, PP, 2ml steril Greiner Bio-One GmbH,
(122277) Frickenhausen

Einmalpipetten

Pipette mit Spitze, 5ml
(606180)

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Einmalpipetten

Pipette mit Spitze, 10ml

Greiner Bio-One GmbH,
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(607180)

Frickenhausen

Einmalpipetten

Pipette mit Spitze, 25ml
(760180)

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Einmalpipetten

Pipette mit Spitze, 50ml
(768180)

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Membran-Adapter

Membran-Adapter zur
Blutentnahme (14.1112)

SARSTEDT AG & Co.,
Nimbrecht

Multipetteneinsatze Combitips Plus, 2,5ml Eppendorf Research AG,
(0030069.447) Hamburg

Multipetteneinsatze Combitips Plus, 5ml Eppendorf Research AG,
(0030069.455) Hamburg

Parafilm

Parafilm “M”® (701501)

Brand GmbH + CO KG,
Wertheim

Pasteurpipetten

Pasteurpipetten (4522)

Carl-Roth GMBH + CO.
KG, Karlsruhe

Pipettenspitzen epT.l.P.S. Reloads Eppendorf Research AG,
(0030073.428) Hamburg

Pipettenspitzen MultiGuard, 50-1250ml Sorenson BioScience Inc.,
(34000) Salt Lake City, UT, USA

Pipettenspitzen SafeGuard, 1-100ul PEQLAB Biotechnologie
(811012) GmbH, Erlangen

Pipettenspitzen

SafeSeal, 10ul (770020)

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf

Plattenabdichter

Polyester Microplate Seal-

Corning Incorporated,

ing Tape (3095) Corning, NY, USA

Reaktionsgefale Safe-Lock Tubes 1,5 ml Eppendorf Research AG,
(30120.086) Hamburg

Reaktionsgefale Safe-Lock Tubes 2,0 ml Eppendorf Research AG,
(30120.094) Hamburg

Zellz&hler LUNA-FL™ Automated Logos Biosystems, Annan-
Fluorescence Cell Counter | dale, VA, USA
(L20001)

Zellzéhler Objekttrager LUNA™ Cell Counting Logos Biosystems, Annan-
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Slides, 50 Slides (L12001)

dale, VA, USA

Zentrifugenréhrchen
(188271)

PP-Ro&hrchen, 15ml

Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Zentrifugenréhrchen

(227261)

PP-R6hrchen, 50ml

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

3.1.3

Lésungen, Puffer und sonstige Reagenzien

Produkt (Katalog-Nr.)

Hersteller

Acridine Orange/Propidium lodide Stain
(F23001)

Logos Biosystems, Annandale, VA, USA

Aqua B. Braun (0082423E)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

BD FACS Clean Solution 5l (340345)

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

BD Pharm Lyse (555899)

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

BD FACS Rinse Solution 51 (340346)

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

BD FACS Sheath Solution (336911)

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Cell Staining Buffer (420201)

BioLegend, San Diego, CA, USA

Dextran, from Leuconostoc spp. (31392-
509)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

DMSO (D2650)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Dulbecco's PBS (10x) (PL-21-L)

c.c.pro GmbH, Oberdorla

Ethanol (K928.4)

Carl-Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe

Histopaque® 1077, 500ml (10771)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Human TruStain FcX™ (Fc Receptor
Blocking Solution) (422302)

BioLegend, San Diego, CA, USA

Humanes Serumalbumin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

NaCl 0,9 % (3570160)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Penicillin-Streptomycin (Z-13-M)

c.c.pro GmbH, Oberdorla

ROTIPURAN® 2-Propanol (6752.2)

Carl-Roth GMBH + CO. KG, Karlsruhe

Roswell Park Memorial Institute medium
(RPMI) 1640 (FM-16-L)

c.c.pro GmbH, Oberdorla

Trypan Blue solution 0,4 % (T8154)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
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Ultra Pure 0,5M EDTA (15575-020)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Tabelle 3: Losungen, Puffer und sonstige Reagenzien

3.1.4

Antikoérper und Beads

Antikorper (Katalog-Nr.)

Klon

Hersteller

Alexa Fluor488 Anti-
Human CD14 (301811)

M5E2 (Maus 1gGaa, k)

BioLegend, San Diego,
CA, USA

Alexa Fluor647 Anti-
Human CD11b (301319)

ICRF44 (Maus IgGy, «)

BioLegend, San Diego,
CA, USA

Alexa Fluor647 Goat Anti-
Mouse IgG Secondary An-
tibody (A-21235)

Polyklonaler Antikorper

Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA

Alexa Fluor647 Goat Anti-
Mouse IgM Heavy Chain
Secondary Antibody (A-
21238)

Polyklonaler Antikorper

Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA

Alexa Fluor647 Goat Anti-
Rat IgG Secondary Anti-
body (A-21247)

Polyklonaler Antikorper

Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA

Alexa Fluor700 Anti-
Human CD11b (557918)

ICRF44 (Maus 1gGy, «)

BD Biosciences, San Jose,
CA, USA

Cytometer Setup & Track-
ing Research Beads
(655050)

BD Biosciences, San Jose,
CA, USA

LIVEDEAD® Fixable

Invitrogen GmbH, Karls-

Dead Cell Stain Kit ruhe
(L34957)
Lyoplate™ Human Cell Details siehe BD Biosci- BD Biosciences, San Jose,

Surface Marker Screening
Panel (560747)

ences 2011

CA, USA

Pacific Blue Anti-Human
CD16 (302032)

3G8 (Maus IgGy, «)

BioLegend, San Diego,
CA, USA
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PerCP/Cy5.5 Anti-Human
CD66b (305108)

G10F5 (Maus IgM, «)

BioLegend, San Diego,
CA, USA

Purified Mouse Anti-
Human CD15/SSEA-1

MC-480 (Maus IgM, «)

BioLegend, San Diego,
CA, USA

(125602)

Purified Mouse Anti- WM59 (Maus 1gGy, x) BioLegend, San Diego,
Human CD31 (303101) CA, USA

Purified Mouse Anti- E11 (Maus 1gG1, «) BioLegend, San Diego,
Human CD35 (333402) CA, USA

Purified Mouse Anti- H1100 (Maus 19G2b, «) BioLegend, San Diego,
Human CD45RA (304102) CA, USA

Purified Mouse Anti-
Human CD91 (550495)

A2MR-a2 (Maus 1gGg, «)

BD Biosciences, San Jose,
CA, USA

Purified Mouse Anti-

266 (Maus 1gG1, «)

BD Biosciences, San Jose,

Human CD105 (555690) CA, USA

Purified Mouse Anti- 9F5 (Maus I1gGy, k) BD Biosciences, San Jose,
Human CD123 (555642) CA, USA

Purified Mouse Anti- 6C6 (Mouse 1gG1, 1) BD Biosciences, San Jose,
Human CD128b/CD182 CA, USA

(555932)

Purified Mouse Anti- GHI/61 (Maus 1gGy, «) BioLegend, San Diego,
Human CD163 (333602) CA, USA

Purified Mouse Anti- 5A12 (Maus 1gGab, k) BD Biosciences, San Jose,
Human CD181 (555937) CA, USA

Purified Mouse Anti- 2D7/CCR5 (Maus 1gG2,, ) | BD Biosciences, San Jose,
Human CD195 (555991) CA, USA

Purified Rat Anti-Human BM16 (Ratte 19G2,, ) BioLegend, San Diego,
CD294 (350102) CA, USA

Purified Mouse Anti-
Human CD305/LAIR-1
(550810)

DX26 (Maus 1gG1, «)

BD Biosciences, San Jose,
CA, USA

Purified Mouse Anti-
Human BLTR-1

202/7B1 (Maus IgGaa, k)

Bio-Rad AbD Serotec Lim-
ited, Kidlington, Oxford-
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(MCA2108GA) shire, UK

Purified Mouse Anti- CMRF-56 (Maus 1gG1, k) | BD Biosciences, San Jose,
Human CMRF-56 (551534) CA, USA

Purified Mouse Anti- Tu169 (Maus IgGaa, k) BioLegend, San Diego,
Human HLA-DQ (361502) CA, USA

Purified Mouse IgG1 « Iso- | MOPC-21 BD Biosciences, San Jose,
type Control (554121) CA, USA

Purified Mouse IgG2a, « G155-178 BD Biosciences, San Jose,
Isotype Control (555571) CA, USA

Purified Mouse 1gG2b « 27-35 BD Biosciences, San Jose,
Isotype Control (555740) CA, USA

Purified Mouse IgM, « Iso- | G155-228 BD Biosciences, San Jose,
type Control (555581) CA, USA

Purified Rat IgG2a, x Iso- | R35-95 BD Biosciences, San Jose,
type Control (555841) CA, USA

Tabelle 4: Antikorper und Beads

3.1.5 EDV-Programme

Produkt

Herausgeber

BD FACSDiva™ software (Version 6.3.1)

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

BD FACSuite™ software (Version 1.0.6)

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Bioconductor edgeR Software (Version
3.14.0)

Bioconductor Open Source Software

(http://bioconductor.org/packages/edgeR/)

FlowJo software (Version 7.6.1)

FlowJo, LLC, Ashland, OR, USA

GraphPad Prism (Version 5)

GraphPad Software, La Jolla, CA, USA

Microsoft Excel™ 2013

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Tabelle 5: EDV-Programme
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3.2 Methoden
3.21 Ethikerklarung

Diese Studie wurde genehmigt von der Ethikkomission der Justus-Liebig-Universitat
Giellen (Ethikkomission des Fachbereichs Medizin, Aktenzeichen des Ethikantrags:
145/11, s. Kapitel 15 Anhang). Die Zustimmung wurde in Ubereinstimmung mit der
Deklaration von Helsinki erteilt. Ein schriftliches Einverstdndnis wurde von jedem

Teilnehmer an dieser Studie eingeholt.

3.2.2 Patientenkollektiv

In die Lyoplate™-Versuche dieser Studie wurden sechs ménnliche Patienten mit Kli-
nisch, instrumentell und laborchemisch diagnostiziertem NSTEMI eingeschlossen, die
mit medikamentdser Standardtherapie und nach der ersten Blutentnahme mit einer nicht
notfallmaligen PCI therapiert wurden. Sie waren im Mittel 66 Jahre alt (Varianz: 57-84
Jahre) und wurden in der Kerckhoff-Klinik in Bad Nauheim akquiriert.
Als gesunde Kontrollen wurden elf mannliche Probanden mit einem mittleren Alter von
27 Jahren (Varianz: 25-32 Jahre) ausgewahlt, die an keinem akuten oder chronischen
Krankheitszustand litten und sich subjektiv gesund fiihlten.
Fur beide Kollektive galten prinzipiell dieselben Ausschlusskriterien. Bei Gberschauba-
rem Probandenkollektiv wurden ausschlielich ménnliche Probanden ausgewahlt, um
zyklusabhéngige Einflisse auf die Ergebnisse zu vermeiden. AulRerdem galt es, das Ri-
siko fur den Einfluss anderer inflammatorischer Zustdnde und Pathologien auf das Ak-
tivierungsmuster der Monozyten soweit wie moglich auszuschlieRen. Dies erfolgte an-
hand folgend definierter Ausschlusskriterien:

» Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises

» Andere chronisch-entziindliche Erkrankungen

» Bekannte neoplastische Erkrankung

* Autoimmunerkrankungen

« chronische und akute Infektionen

Im Rahmen der Validierungsversuche wurde elf NSTEMI Patienten (mittleres Alter 78

Jahre, Varianz: 47-82 Jahre) und zwolf gesunden, freiwilligen Probanden (mittleres Al-
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ter 27 Jahre, Varianz: 23-36 Jahre) nach Uberpriifung der gleichen Ausschlusskriterien
etwa 25 ml vendses Blut in BD Vacutainer® Cell Preparation Tubes (CPT™) abge-
nommen. Um aufzuzeigen, ob der Altersunterschied der Kohorten einen Einfluss auf die
Ergebnisse haben konnte, wurden zusétzlich neun Probanden dhnlichen Alters wie die
Infarktpatienten (mittleres Alter 65 Jahre, Varianz: 54-94 Jahre) ebenfalls nach Prifung
der Ausschlusskriterien in die Versuche eingeschlossen, bei denen sich in der Korona-

rangiographie kein Nachweis einer KHK ergab.

3.2.3 Probengewinnung und Aufklarung der Probanden

Fur die Fragestellung dieser Arbeit war es entscheidend, Vollblut von kardiologischen
Patienten zum nachstmoglichen Zeitpunkt des Infarktgeschehens (Baseline) und einen
Tag nach Intervention (Tag 1) fur den Verlauf zu gewinnen. Um dies zu gewéhrleisten,
war eine enge zeitliche und rdumliche Anbindung von Klinik und Labor vonnéten, die
durch die direkte Nachbarschaft der Kerckhoff-Klinik und des Franz-Groedel-Instituts
gegeben war. Patienten mit einem NSTEMI wurden in die Klinik eingeliefert und nach
geniigender diagnostischer Absicherung in das Herzkatheterlabor zur nicht notfallmagi-
gen PCI verlegt. Bei koronarangiografisch untersuchten Patienten zum elektiven Aus-
schluss einer KHK wurden die Blutproben fiir die Studie ebenfalls vor der Intervention

nach gleichem Schema (s. u.) vends entnommen.

Patienten, die sich zur Teilnahme an der Studie bereiterklarten, erhielten grundlegende
und ausfuhrliche Informationen Uber Konzept, Sinn und Durchfiihrung dieser Arbeit
und wurden Uber Risiken und Komplikationen von hierfir nétigen Untersuchungen und
Eingriffen aufgeklart. Zudem wurde ihnen das Vorgehen zum Schutz ihrer personenbe-
zogenen Daten und ihr auch nach Einwilligung fortbestehendes Recht, die Teilnahme an
der Studie jederzeit unbegrundet zu widerrufen, explizit erlautert. Das Besprochene
wurde ihnen anschlieflend in schriftlicher Form mitgegeben und ihr Einverstandnis mit-

samt Ort, Datum und Unterschrift darunter dokumentiert.

Die erste Blutprobe wurde den Patienten, die mit NSTEMI in die Kerckhoff-Klinik ein-
geliefert wurden, noch vor dem Herzkatheter wéhrend der Diagnostik per Venenpunkti-

on mit einer Safety-Multifly®-Kanile am Patientenbett in CPT™ entnommen. Die von
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der Ethikkomission bewilligten 60 ml Blut wurden ziigig in den Laborbereich transpor-

tiert, um eine nachtréagliche Aktivierung der Immunzellen zu verhindern.

Die zweite Blutprobenentnahme der Patienten, bei denen auch in der Koronarangiogra-
fie ein NSTEMI nachgewiesen wurde, erfolgte einen Tag nach der PCI mit erfolgreicher
Reperfusion des Myokards wieder als standardméiige Venenpunktion in CPT™ mit

von der Ethikkomission ebenfalls genehmigten 60 ml Blut.

Zur Gewinnung von Kontrollproben wurde jungen, ménnlichen Probanden, bei denen —
wie oben néher erlautert — keine chronischen oder akuten Erkrankungen vorlagen, per
Venenpunktion mit Safety-Multifly®-Kanutle 60 ml Vollblut in CPT™ abgenommen.
Zuvor wurden sie ber Hintergriinde der Studie und die Verwendung ihres Blutes auf-
geklart und dann tber Vorgang und Risiken einer Venenpunktion informiert. Des Wei-
teren galten fur sie dieselben Rechte wie fir alle anderen oben beschriebenen Proban-
den, was die Verwendung ihrer Daten und die Ricknahme ihrer Einwilligung betraf.

3.24 Kontinuitat eines sterilen Arbeitsumfeldes

Einige Minuten vor jedem Arbeitsbeginn an der Sicherheitswerkbank wurde der Abzug
eingeschaltet und das Arbeitsfenster bis zur vorgegebenen Maximalstellung getffnet. Es
wurden Einmalhandschuhe aus Nitril angelegt und diese mit 80 %-iger Ethanollésung
desinfiziert. AnschlieRend wurde die Sicherheitswerkbank (Arbeitsflachen, Pipetten,
Stander, usw.) mit selbiger Ethanollésung desinfizierend gereinigt. Danach blieb sie bei
eingeschaltetem Abzug fir 30 min unbenutzt, um das Arbeitsumfeld bei Beginn der
Probenverarbeitung so steril wie moglich zu haben. Bei den Arbeitsschritten wurde im
sterilen Raum der Sicherheitswerkbank mdglichst vorsichtig und mit regelmaRig desin-

fizierten Handschuhen gearbeitet.

3.25 Probenbearbeitung und Konservierung
3.25.1 Zellauftrennung per Dichtegradientenzentrifugation

Fir die hier beschriebene Arbeit wurden die Monozyten als Teil der peripheral blood

mononuclear cells (PBMC) gelagert und weiterhin untersucht. Die Isolation und Kon-
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servierung von PBMC erfolgte aus humanem Vollblut. Die blutgefullten CPT™ wurden
im Labor sofort fir 20 min in die Zentrifuge bei 22° C und 1650 g gestellt (s. Abbildung

8).
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Abbildung 8: Probengewinnung, Verarbeitung und Konservierung

3.25.2 Isolation der PBMC

Nach der Zentrifugierung wurde das oben befindliche Plasma mit den PBMC und
Thrombozyten durch mehrfaches vorsichtiges Invertieren des CPT™ vermischt und das
Zell-Plasmagemisch in 50 ml Zentrifugenréhrchen umgefillt und mit dem doppelten
Volumen sterilem Phosphate buffered saline (PBS) (1/10 10fach Dulbecco's PBS™ in
destilliertem Wasser, Aqua B. Braun™) aufgefillt. Nach behutsamer Durchmischung
wurden die Zellen in der Zentrifuge bei 4° C und 300 g fir 10 min vom Plasma und den
Thrombozyten getrennt.

Der Plasma-PBS-Thrombozyteniiberstand wurde abgesaugt und verworfen, das Zellpel-

let am Konusboden in 10 ml PBS resuspendiert.

3.25.3 Bestimmung der Zellzahl

In einem 1,5 ml Safe-Lock-Reaktionsgefal} wurden 90 ul Trypanblau abgefillt, zu de-
nen 10 ul der Zellsuspension gegeben wurden. Die Zellen wurden gut mit dem Trypan-
blau vermischt. 10 pl davon wurden auf eine Neubauer-Z&hlkammer aufgetragen und
die vitalen Zellen unter dem Mikroskop in den Quadranten ausgezéhlt. Tote (dunkel-

blaue und verformte) Zellen wurden nicht mitgezahlt.
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Formel zur Bestimmung der Zellzahl:
(Mittelwert der Zellzahl von 3 GroRquadranten / 10) * VVolumen [ml] = Zellzahl [*10°]

Bei den Screening- und Validierungsversuchen wurde der LUNA-FL™ Automated Flu-
orescence Cell Counter fur die einheitliche Zellz&hlung eingesetzt. 18 ul der Zellsus-
pension wurden in einem 1,5 ml Safe-Lock-Reaktionsgefall mit 2 pl der Acridinoran-
ge/Propidiumiodid Fluoreszenzfarbstofflosung vermischt. AnschlieRend konnten 10-12
pl der gefarbten Zellsuspension in die Kammer einer LUNA™ Cell Counting Slide ge-
geben werden. Diese wurde in das Zellzdhlgerat eingeflhrt, der Fokus des Bildes auf
die Zellen eingestellt und die Zellen dann automatisch ausgezahlt. Tote Zellen wurden
nicht mitgezahlt. Um Artefakte auszuschlieBen, wurde das Bild manuell auf féalschlich
mitgezéhlte Objekte hin Gberprift, die gewonnenen Daten dann gespeichert und der
Objekttréager nach der Z&hlung verworfen.

3.254 Aufteilung und Kryokonservierung der Proben

Als Waschschritt wurden die Zellen anschliel3end bei 4° C und 300 g fur 10 min abzent-
rifugiert, der Uberstand abgesaugt und verworfen. Wahrend der Zentrifugation wurde
das Einfriermedium in einem Zentrifugenréhrchen vorbereitet — 100 pl Einfriermedium
pro 1.000.000 Zellen. Es wurde zusammengesetzt aus Roswell Park Memorial Institute
medium (RPMI)/Kélberserum/Streptomycin-Medium (5:1:1) und Dimethylsulfoxid
(DMSO) im Verhéltnis 9:1. Das DMSO wurde erst direkt vor Verwendung unter das
Medium gemischt.

Mit einem Milliliter des bereiteten Einfriermediums wurde das Zellpellet geldst und mit
dem restlichen Einfriermedium vermischt.

Zum Einfrieren wurde die Zell/Mediumsuspension in 2 ml Einfrierréhrchen aliquotiert
(1 ml, bzw. 0,5 ml pro Tube), beschriftet in einem Mr. Frosty™ -Einfriergerat gelagert
und darin in einen -80° C-Gefrierschrank gestellt. So war ein langsames (1° C / min)
und zellschonendes Einfrieren Uber 24 h hinweg auf -80° C garantiert. Sobald -80° C
erreicht waren, wurden die Proben in flissigem Stickstoff bis zum Gebrauch gelagert (s.
Abbildung 8).
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3.2.6 Durchflusszytometrische Methoden
3.26.1 Vitalitatskontrolle der Proben

Die Untersuchung des Oberflachenproteoms der Monozyten sollte an vitalen Zellen
stattfinden. Zur Kontrolle wie viele kryokonservierte Zellen nach dem Einfrieren, der
Lagerung in Flussigstickstoff und dem Auftauen noch in genugender Zahl vital sind,
wurde die Probe eines Testprobanden in ihrem 2 ml Cryo.s™ unter Schwenken binnen
5 min in einem auf 37° C temperierten Wasserbad aufgetaut bis sich das Medium voll-
standig verflissigt hatte. Anschlielend wurde die Probe in ein steriles BD Falcon™-
Tube umgefillt und mit 2ml PBS verdinnt. Die Zellen wurden bei 4° C und 350 g fur 5
min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zum Zahlen wurde das Zellpellet in 2
ml PBS resuspendiert. Auf gleiche Weise, wie in 3.2.2 beschrieben, wurde die Zellzahl
der Probe bestimmt. Anschlielend wurde die Probe zum Waschen mit PBS verdiinnt
und erneut bei 4° C und 350 g 5 min lang zentrifugiert.

Unterdessen wurde gemé&R Vorgaben des Herstellers ein LIVE/DEAD® Fixable Dead

Cell Stain Kit fur die spatere Farbung vorbereitet.

Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen der Probe so in PBS resuspendiert,
dass sich 1.000.000 Zellen in 100 pl befanden. 100 pl wurden als ungeféarbte Kontrolle
in ein neues BD-Falcon™-Tube gefullt. Die Gbrigen Zellen wurden mit 5 pl Alexa Flu-
0r647 anti-human CD11b, 5 pl Alexa Fluor488 anti-human CD14 und 5 pl Pacific Blue
anti-human CD16 versetzt, leicht mit dem Vortexer gemischt und 30 min lang bei 4° C

inkubiert.

Zum Beenden des Féarbevorgangs wurde die Probe mit 1 ml PBS verdinnt und wie ge-
habt zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 300 pl PBS
resuspendiert. 1 pl des LIVE'DEAD® Fixable Dead Cell Stain Kit wurden hinzugefligt
und mit vorsichtigem Schnippen mit dem Finger gegen das fluorescence-activated cell
sorting (FACS)-Ro6hrchen mit der Zelllésung vermischt. Nach 20-minitiger Inkubation
bei 4° C wurde die Probe mit 1 ml PBS verdunnt, wie bisher zentrifugiert und nach Ab-
saugen des Uberstandes in 300 pl PBS resuspendiert. Auch die ungefarbte Kontrollpro-
be wurde auf gleiches VVolumen gebracht und beides im Durchflusszytometer gemessen
(s. Abbildung 9).
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Abbildung 9: Auftauen, Farben und Messen der Proben

3.2.6.2 Lyoplate™ Human Cell Surface Marker Screening Panel

Jedes Lyoplate™ Screening Panel der Becton Dickinson GmbH besteht aus drei 96-
Well-Platten mit insgesamt 242 aufgereinigten, monoklonalen Immunglobulinen (1g)
gegen wesentliche Oberflachenantigene von Immunzellen und Maus- und Ratten-
Isotypkontrollen (Ms IgM, Ms IgG1, Ms IgG2a, Ms IgG 2b, Ms IgG3, Rt IgM, Rt 1gG1,
Rt 1gG2a, Rt 1gG2b, Rt 1gG3), um die Isotyp-spezifischen Hintergrundsignale bei der
Messung zu ermitteln. Jedes Well enthdlt 2,75 ug des lyophilisierten Antikorpers, was
flir 6 Tests reicht (ca. 0,4 pg pro Test). Zum Kit gehoren auRerdem Alexa Fluor 647-
konjugierte Ziege anti-Maus 1gG und Ziege anti-Ratte 1gG Sekundarantikorper, die an
den Fc-Teil der Primérantikérper binden und sie so im Durchflusszytometer detektier-

bar machen (BD Biosciences 2011).

3.2.6.3 Lyoplate™-Versuche: Vorbereitung

Das Lyoplate™ Human Cell Surface Marker Screening Panel (Becton Dickinson
GmbH) diente als Grundlage fir die Versuche. Fur die spezifische Untersuchung der
Monozyten wurde das Herstellerprotokoll so abgewandelt, dass das Oberflachenmarker-
expressionsprofil der Monozytensubtypen getrennt voneinander analysiert werden

konnte.
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Kurz vor Versuchsbeginn wurden die Primarantikérper rekonstituiert. Hierzu wurden
die Platten kurz bei 300 g fir 10 min zentrifugiert und die Versiegelungsfolien sehr vor-
sichtig abgezogen. Mithilfe einer Mehrkanalpipette wurden die Antikdrperpellets mit
160 pl sterilem PBS pro Well aufgel6st. Fir jede Plattenreihe wurden neue Pipetten-
spitzen verwendet. Nach 5-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Plat-
ten mit Folie und die Rénder gegen Evaporation mit Parafilm “M”® versiegelt und von

jetzt an fir maximal 14 Tage bei 4° C im Kuhlraum gelagert.

Der konzentrierte Sekundarantikdrper wurde 1:200 verdunnt. 130 pl des Ziege anti-
Maus Antikorpers wurden in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen in 26 ml einer Lésung
aus Cell Staining Buffer + 5 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) verdunnt. Auf
gleiche Weise wurden 15 pl des Ziege anti-Ratte Antikdrpers mit derselben Ldsung in

einem 15 ml Zentrifugenréhrchen verdinnt.

Zur Differenzierung der Monozytensubtypen wurde ein Antikorpergemisch aus Anti-
CD14- und Anti-CD16-Antikérpern vorbereitet, sodass in jedes zu farbende Well je-
weils 3 pl Anti-CD14- und Anti-CD16-Antikdrper hinzugeflgt werden konnten. Hierzu
wurden 900 pl Alexa Fluor488 anti-human CD14 und 900 pl Pacific Blue anti-human
CD16 in 28,2 ml Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA Lo6sung gegeben (folgend Anti-
CD14/16-Mastermix).

Um tote Zellen nach der Messung identifizieren zu kénnen wurde wie in Kapitel 3.2.6.1
beschrieben das LIVE'DEAD® Fixable Dead Cell Stain Kit von Invitrogen eingesetzt.
Es wurden drei Rohrchen eines Kits in je 50 ul DMSO gel6st. Diese wurden zusammen
in 30 ml PBS gegeben. Die Verdiinnung entsprach somit ungefahr 1:200.

3.2.6.4 Lyoplate™-Versuche: Durchflihrung

Um ausreichend vitale Zellen fiir das Lyoplate™-Screening zur Verfligung zu haben,
wurden 150-160 x 10° eingefrorene PBMC eines jeden Probanden verwendet. Sofort
nach Entnahme aus dem Gefrierschrank wurden die Zellen binnen 5 min unter vorsich-

tigem Schwenken im 37° C warmen Wasserbad aufgetaut (s. Abbildung 9).

Um die Zellen von dem Einfriermedium zu trennen, wurde der Inhalt der Kryotubes

zuné&chst durch einen Cell Strainer mit 70 um PorengroRe in ein 50 ml Zentrifugenrohr-
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chen uberfuhrt. Damit keine Zellen verloren gingen, wurden die 2 ml Cryo.s™ mit je 1
ml Cell Staining Buffer — mit 5 mM EDTA versetzt — ausgespult und ebenfalls in das
Zentrifugenréhrchen hinzugefigt. Das EDTA dient in der Mischung dazu, Zell-Zell-
Interaktionen zu verhindern und so dem Entstehen von Zelldoubletten vorzubeugen.
Das Gemisch wurde bei 4° C und 300 g 10 min lang zentrifugiert, der Uberstand abge-

saugt und verworfen.

Zum Zahlen wurden die Zellen in 10 ml Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA resuspen-
diert. Das Zahlverfahren erfolgte mit dem LUNA™ Automated Cell Counter. Im An-
schluss wurde die Probe erneut bei 4° C und 300 g fir 10 min zentrifugiert und der

Uberstand verworfen.

Fur die Farbung und Messung mit den Lyoplate™-Antikérpern auf 96-Well-
Rundbodenplatten wahlten wir eine Anzahl von mindestens 500.000 Zellen pro Well.
Die Zellen wurden in einer entsprechenden Menge Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA
resuspendiert, sodass in 100 ul Zell-Cell Staining Buffer-Losung mindestens 500.000
Zellen enthalten waren. Anschliefend wurden, dem Plattenbelegungsplan des Lyopla-
te™ Human Cell Surface Marker Screening Panel entsprechend, jeweils 100 pl in die
Wells von drei sterilen 96-Well-Roundbottomplatten gegeben. Um ungewollte Antikor-
perbindungen an freie fragment crystallizable (Fc)-Rezeptoren zu verhindern, wurden
an dieser Stelle 3 pl TruStain FcX™ Fc Receptor Blocking Solution in jedes Well hin-

zugegeben. Die Inkubation dieses VVorgangs dauerte bei Raumtemperatur 20 min lang.

Als ersten Schritt der Farbungsreaktion wurden die Priméarantikorper des Lyoplate™
Kits zu den Zellen gemischt. Hierzu wurden pro Well 20 ul der gelésten Antikdrper mit
der Mehrkanalpipette von den Antikdrperplatten des Kits auf die Probenplatten pipet-
tiert. Durch behutsames Aufziehen und Ablassen in die Pipettenspitze wurde fir eine
ausreichende Mischung mit der Zellsuspension gesorgt. Fur jede Reihe der Platte wur-
den neue Pipettenspitzen verwendet. Die Platten wurden mit Folie versiegelt und bei 4°
C 20 min lang inkubiert.

Nach Entfernen der Versiegelungsfolie konnten die Wells zum Waschen mit 100 pl Cell
Staining Buffer + 5 mM EDTA aufgefllt werden. Dann wurden die Platten mit Versie-
gelungsfolie versehen und bei 4° C und 500 g fiir 7 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein Waschbecken abgeschittet und tberschissige Flissigkeit aus den Platten
auf Papiertlichern vorsichtig abgetupft. Die Platten mit Versiegelungsfolie zu versehen,
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die Zentrifugation bei 4° C und 500 g fur 7 min und das Abkippen und Abtupfen des
Uberstandes werden zusammengefasst im Folgenden nur noch als ,,Waschschritt be-

zeichnet.

Mit der Mehrkanalpipette und neuen Pipettenspitzen in jeder Plattenreihe wurden 200 pl
Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA in jedes Well gegeben und die Zellen darin resus-
pendiert. Es folgte ein Waschschritt (s.0.).

Nun wurde der Sekundérantikdrper gemal dem Plattenbelegungsplan des Lyoplate™
Kits zu den Zellen gegeben. Dazu wurde der verdiinnte Sekundarantikorper wie vorge-
sehen in neue, sterile 96-Well-Roundbottomplatten gegeben und mithilfe der Mehrka-
nalpipette 100 ul je Well daraus auf die Probenplatten tbertragen. Sekundarantikorper
sind Fluorochrom-gekoppelt, binden an die Fc-Region des Primarantikdrpers und mar-
kieren diese so zu gleichen Teilen. Die Inkubation fand bei 4° C im dunklen Kihlraum
fur 20 min statt.

Im Anschluss wurden mit der Mehrkanalpipette 100 pl Cell Staining Buffer + 5 mM
EDTA in jedes Well gegeben und ein Waschschritt (s.0.) eingelegt. Zusatzlich wurden
die Zellen danach in 200 pl Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA resuspendiert und in
einem weiteren Waschschritt (s.0.) von Rickstanden der Antikdrperldsung gereinigt.

Jetzt konnten die Zellen mit dem Anti-CD14/16-Mastermix (s.0.) inkubiert werden. 100
pl wurden hiervon in jedes Well der Probenplatte pipettiert und die Zellen darin resus-
pendiert. Die Inkubation dauerte bei 4° C im dunklen Kiihlraum 20 min lang.

Anschliefend wurden mit der Mehrkanalpipette 100 pl Cell Staining Buffer + 5 mM
EDTA pro Well hinzugegeben und zwei Waschschritte durchgefuhrt — der zweite nach
Resuspendierung in 200 pl Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA. Daraufhin wurden die
Zellen in 100 pl des verdinnten LIVE/'DEAD® Fixable Dead Cell Stain Kit resuspen-
diert, die Platten mit Versiegelungsfolie versehen und 20 min lang bei Raumtemperatur

im Dunkeln inkubiert.

Zum Schluss wurden 100 pl Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA mit der Mehrkanalpi-
pette in jedes Well gegeben und ein letzter Waschschritt (s.0.) durchgefihrt. Danach
wurden die Zellen in 150 pl der Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA Lodsung pro Well
mit der Mehrkanalpipette resuspendiert und waren bereit fir die Messung im Durch-
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flusszytometer, beziehungsweise wurden bei 4° C im dunklen Kuhlraum gelagert, bis
sie mit dem BD FACSVerse Flow Cytometer gemessen werden konnten.

3.2.6.5  Validierungsversuche

Im Wesentlichen entspricht das Zellfarbeverfahren der Validierungsversuche demjeni-
gen der Lyoplate™-Versuche. Es wurden lediglich die einzelnen Antikorper zu den
jeweiligen zu testenden Antigenen anstelle der Lyoplate™-Antikorper verwendet. Diese

lagen nicht lyophilisiert, sondern geldst vor.

Fur die sich an die Hauptversuche anschliefenden Validierungsversuche wurden Proben
von funf jungen, gesunden, mannlichen Probanden zur Verifizierung der Methode auf
CD15, CD31, CD35, CD45RA, CD91, CD105, CD123, CD163, CD182, CD305, Leu-
kotriene B4 receptor (BLTR)-1, human leukocyte antigen (HLA)-DQ und die zugehori-
gen lIsotypkontrollen getestet. Bei der Gegenuberstellung von Gesunden-, NSTEMI-
Proben und Ausschluss-KHK-Proben wurden folgende Marker getestet: CD43, CD305,
CDw329, CD45 und stage-specific embryonic antigen (SSEA)-1. AuBerdem wurden die
jeweiligen 1gG und IgM Isotypkontrollen der verwendeten Antikorper mitgetestet. Au-
RBer beim BLTR-1-Antikorper stimmten alle Isotypen exakt mit denen der Lyoplate
Uberein oder wurden vom Hersteller als passend angegeben (im Falle von
CD128b/CD182). Als Sekundéarantikdrper wurden passende Alexa Fluor647-gekoppelte
Anti-Maus-, bzw. Anti-Ratte-Antikorper verwendet.

Die Zellen wurden im 37° C-Wasserbad zligig aufgetaut. Der Inhalt der Kryotubes wur-
de zunéchst durch einen Cell Strainer in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen umgefullt. Um
dabei keine Zellen zu verlieren, wurden die Einfrierréhrchen mit je 1 ml Cell Staining
Buffer + 5 mM EDTA ausgespult und ebenfalls in das Zentrifugenréhrchen hinzugefugt.
Das Gemisch wurde mit weiterer Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA Lésung aufgeftllt
und bei 4° C und 300 g 15 min lang zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und verwor-

fen und die Zellen in 10 ml frischem Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA resuspendiert.

Dann wurde die Zellzahl der Probe mithilfe des LUNA™ Automated Cell Counter be-
stimmt, das Probenvolumen mit der Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA L0Osung aufge-
fiillt und bei 300 g und 4° C fiir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt
und verworfen, das Zellpellet nun in einer jeweils definierten Menge Cell Staining Buf-
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fer + 5 mM EDTA Losung resuspendiert, sodass sich eine Zellzahl von 0,5 x 10%/ 100
pl ergab. Jetzt wurde die Probe mit TruStain FcX™ Fc Receptor Blocking versetzt in
einem Verhaltnis von 3 pl / 100 ul Zellsuspension und fiir 20 min bei Raumtemperatur

inkubiert.

AnschlieBend wurden mit der Multipette jeweils 100 pl der Zellsuspension in die Ver-
tiefungen einer sterilen 96-Well-Roundbottomplatte pipettiert. Der Mix der jeweiligen
Priméarantikdrper wurde mit der Multipette auf die Wells verteilt und gut mit den Zellen
vermischt. Dann wurden die Proben fiir 20 min bei 4° C inkubiert. Anschlielend wur-
den 100 pl Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA mit der Mehrkanalpipette in jedes Well
gegeben und alles bei 4° C und 500 g 7 min lang zentrifugiert.

Zur Schonung der Zellzahl in den Wells wurde der Uberstand abgeschittet, nicht abge-
saugt und die Zellpellets in 200 ul Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA zum Waschen
gelost und erneut bei 4° C und 500 g 7 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde
wieder abgeschdttet. Im Folgenden dieses Versuchs wird das in diesem Abschnitt erldu-

terte als ,,Waschschritt* bezeichnet.

Nun wurden 100 ul des entsprechenden Sekundarantikérpermix auf die Zellpellets ge-
geben, mit ihnen vermischt und dann fiir 20 min bei 4° C im Dunkeln inkubiert. An-
schlielend erfolgte ein Waschschritt (s.0.).

Zur Einteilung der Monozyten in ihre Subtypen wurde nun Anti-CD14/16-Mastermix
(s.0.) auf die Zellpellets gegeben und die Zellen gut darin gelost. Fur 20 min erfolgte bei
4° C im Dunkeln die Inkubation. Im Anschluss wurden 100 pl Cell Staining Buffer + 5
mM EDTA mit der Mehrkanalpipette in jedes Well gegeben, alles bei 4° C und 300 g 7

min lang zentrifugiert und ein Waschschritt (s.0.) durchgefihrt.

Um abgestorbene Zellen durchflusszytometrisch auszusortieren, wurden 100 pl LI-
VE'DEAD® Fixable Dead Cell Stain Kit (1:200 in PBS geldst) auf die Zellen gegeben
und gut mit den Zellen vermischt. Dieses musste bei Raumtemperatur fir 20 min in
Dunkelheit inkubieren. Hinterher wurden 100 pl Cell Staining Buffer + 5 mM EDTA
hinzugegeben und das Gemisch bei 4° C und 300 g 7 min lang zentrifugiert. Nach ei-
nem Waschschritt wurden die Zellpellets zur Messung sorgfaltig in 150 pl Cell Staining
Buffer + 5 mM EDTA gelost und dann sofort gemessen oder bei 4° C bis zur Messung

im BD FACSVerse Flow Cytometer gelagert.
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3.2.7 Einstellung des Durchflusszytometers, Probenaufnahme, Gating

Alle FACS-Experimente wurden erst durchgefiihrt, nachdem das Gerét die tagliche
Qualitatskontrolle mithilfe von Cytometer Setup & Tracking (CS&T) Research Beads
erfolgreich absolviert hatte. Zunéchst wurde sichergestellt, dass die Signalintensitét ei-
nes jeden Fluorochroms stérker als das 2,5-fache der robusten Standardabweichung und
die hellste im jeweiligen Kanal ist. Im Gegensatz zur klassischen Standardabweichung
ist die robuste Standardabweichung am Median und nicht am Mittelwert orientiert, was
sie genauer fiir unsere Versuche macht, da die Messwertkurve bei den Versuchen nicht
genau normalverteilt ist. Die Geréateeinstellungen wurden kalibriert, indem jedem Ziel-
wert der Fluorochrome eine spezifische CS&T-Beadgruppe zugewiesen wurde. Alle
Instrumenteneinstellungen wurden am Anfang fir die Untersuchung festgelegt und fiir
alle Messungen Ubernommen. Wegen der Verwendung multipler Fluorochrome wurde
beim Gating der Zellen die fluorescence minus one (FMO)-Kontrolle verwendet. FMO-
Kontrollen enthalten alle im Versuch verwendeten Fluorochrome auRer dasjenige, wel-

ches gemessen wird. Somit kann die zu untersuchende Frequenz gut isoliert werden.

Zelldoubletten, also zusammenhéngende Zellen, stellen ein grofReres Objektvolumen
und somit eine groliere Objektoberflache dar und tduschen eine hohere Rezeptorendich-
te als die der Einzelzellen vor. Um Zelldoubletten von der Messung auszuschlielRen,
wurde ein forward-scattered light (FSC)-A versus FSC-H Gating aufgenommen. Ein-
zelzellen stellen sich hier bei korrekter Geratekalibrierung und unter der Annahme, dass
FSC-A und -H gleich sind, ndherungsweise auf einer 45° diagonalen Punktewolke dar,
die den Nullpunkt schneidet. Doubletten weichen von der Linearitat ab und kénnen so

aussortiert werden (s. Abbildung 10 a).

Tote Zellen wurden durchflusszytometrisch erfasst durch Verwendung von LI-
VEDEAD® Fixable Dead Cell Stain Kit und in einer Auftragung AquaDye-A versus
FSC-A ausgegatet (s. Abbildung 10 b).

In den Screeningversuchen konnte die Monozytenpopulation neben allgemeinen Eigen-
schaften wie Zellgrof3e und Granularitét lediglich anhand der Expression von CD14 und
CD16 spezifiziert werden. In den Validierungsexperimenten wurde die Darstellung der
Gesamtmonozyten zusatzlich verfeinert durch einen Phycoerythrin (PE)-A Antikorper-

cocktail gegen Marker, die sie nicht oder in geringerem Male exprimieren (CD2, CD15,
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CD19, CD56, CD335), gegen FSC-A aufgetragen und eine Positivmarkierung HLA-DR
PE-Cy7-A versus FSC-A (s. Abbildung 10 c, d) vorgenommen.

Die drei Monozytensubpopulationen — klassische (CD14"*CD16°), intermedidre
(CD14"*CD16") und nicht-klassische (CD14*CD16™") — wurden anhand ihrer Auspréa-
gung von CD16 Pacific Blue-A versus CD14 Alexa 488-A Antigenen im Gate einge-
stellt und aufgeteilt (s. Abbildung 10 e, f).
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Abbildung 10: Gatingstrategie fir die Analyse am Durchflusszytometer

Die Messung und Datengewinnung der Lyoplate™- und Validierungsexperimente wur-
de an einem BD FACSVerse Flow Cytometer mit der BD FACSuite™ Software vorge-
nommen. Vorversuche, wie die Vitalitatskontrollen, wurden an einem FACSCanto Il
Flow Cytometer mit der BD FACSDiva™ Software durchgefiihrt. Die Flussrate der
Probenakquirierung wurde bei den Vorversuchen jeweils auf das unterschiedliche Pro-
benvolumen optimiert angepasst. Bei jeder Einzelmessung wurden 20.000 Monozyten-

signale aufgezeichnet und analysiert.
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3.2.8 Datenanalyse der Durchflusszytometrie

Die bei den Lyoplate™-Versuchen gewonnenen Daten wurden zunéchst mithilfe der
BD FACSDiva Software (Version 6.3.1) analysiert. Bei der traditionellen zweidimensi-
onalen Darstellung der Fluoreszenzen auf logarithmischen Achsen nehmen 10 Fluores-
zenzeinheiten im Bereich von 1 — 10 denselben visuellen Raum ein wie 10.000 Fluores-
zenzeinheiten im Bereich von 1.000 — 10.000, was sie visuell schwer interpretierbar
macht. Um die visuelle Darstellung und Interpretation zu verbessern, wurde eine biex-
ponentielle Transformation vorgenommen. Im Gegensatz zur klassischen logarithmi-
schen Auftragung an den Achsen lassen sich so Ereignisse mit niedriger Fluoreszenz
besser mit jenen im stark fluoreszierenden Bereich vergleichen. Die drei Monozyten-

subtypen wurden sequenziell gegatet.

Die Medianwerte der Fluoreszenzintensitdt im Alexa Fluor 647-Detektor wurden fir
alle Monozytensubtypen auf jedes einzelne Antigen hin aufgezeichnet. Dies ergab die
mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) der Probe. Als endgultige Markerexpression wur-
de die Differenz aus der gemessenen MFI der Probe und der MFI der zugehdrigen Iso-

typkontrolle angenommen:
MFI = MFIprobe—MFlisotypkontrolte

Durchflusszytometrische Daten aus den Validierungsversuchen wurden mit der FlowJo
Software analysiert, um Histogram Overlays fur alle 242 Antikorper und ihre Isotyp-

kontrollen zu generieren.

3.2.9 Statistische Analyse

Die spezifischen Fluoreszenzintensitaten eines jeden Probanden wurden gemittelt und
als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Ein Mittelwertvergleich wurde zu-
néchst mit der Varianzanalyse gefolgt vom Tukey Post-hoc-Test zur Signifikanzanalyse
vorgenommen. Alle statistischen Analysen wurden mithilfe von GraphPad Prism (Ver-

sion 5) durchgefhrt.
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3.2.10 Bioinformatische Analyse

Eine bioinformatische Analyse wurde in der Programmiersprache R fiir statistische Be-
rechnungen und Grafiken unter Anwendung von Bioconductor (edgeR Software) und
anderer R-Pakete durchgefuhrt (Huber et al. 2015; The R Core Team 2016). Zur Be-
stimmung des Zusammenhangs zwischen einzelnen Variablen verhalf entweder Spe-
armans Rangkorrelationskoeffizient oder die lineare Regression. Signifikante Abwei-
chungen konnten entweder durch den Mann-Whitney-U-Test oder durch Generalisierte
Lineare Modelle der Regressionsanalyse herausgestellt werden. Entweder die Haupt-
komponentenanalyse oder die Multidimensionale Skalierung dienten als Algorithmen
zur Dimensionsreduktion. Eine hierarchische Clusteranalyse wurde mit Manhattan-
Distanz und der Ward-Methode zur Inter-Cluster-Verkniipfung (,,ward.D2%) durchge-
fuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Vitalitatskontrolle der PBMC

Die vor den Hauptversuchen durchgefiihrten Testldufe dienten dazu nachzuprifen, wie
viele der kryokonservierten Zellen nach dem Einfrier- und Auftauvorgang noch vital
waren. Bei insgesamt funf getesteten Proben ergab sich eine durchschnittliche Vitalitat

von 93 % (Varianz: 91,3-94,5 %) der Zellen, die in der Probe enthalten waren.

4.2 Erkenntnisse zur detaillierten Separation der Monozytensubtypen

Zunachst wurden ausschlief3lich die Probendaten der gesunden Kontrollen betrachtet. Es
war zu klaren, welche der vielen mittels neu etablierter Methodik gemessenen Oberfla-
chenmarker eine verlassliche Unterscheidung zwischen den drei Monozytenuntergrup-
pen zulassen. Durch Anwendung einer Hauptkomponentenanalyse (PCA, engl. princi-
pal component analysis) konnte zunéchst die Gesamtzahl der Variablen reduziert, der
Anteil der Varianzen aller Variablen im groen Lyoplate™-Datensatz veranschaulicht
und die Ergebnisse strukturierter dargestellt werden. Es zeigte sich, dass die ersten bei-
den Hauptkomponenten (PC1 und PC2) uber 70 % der Datenvarianz ausmachten (s.
Abbildung 11 und Abbildung 12).
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Abbildung 11: Niedrigdimensionale Streudiagramme der aufbereiteten Lyoplate™-Daten mit
allen gemessenen Oberflachenmarkern (a) und mit Darstellung der Marker, die am starksten zur
Streuung beitragen (b). Jeder farbige Punkt représentiert den jeweiligen Monozytensubtyp eines
der elf gesunden Probanden (Hoffmann et al. 2020).
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PCA - without HLA markers
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Abbildung 12: Niedrigdimensionale Streudiagramme der aufbereiteten Lyoplate™-Daten ohne
HLA-Marker (a) und zusatzlich mit den fur die Streuung relevantesten CD-Markern (b). Jeder
farbige Punkt reprasentiert den jeweiligen Monozytensubtyp eines der elf gesunden Probanden
(Hoffmann et al. 2020).

Wenn man alle Oberflachenmarker berticksichtigte, stellten sich die Monozytensubty-
pen nicht als klar unterscheidbare Entititen dar. Stattdessen zeigte sich eine deutliche
Uberschneidung, vor allem von intermediédren und nicht-klassischen Monozyten (s. Ab-
bildung 11 a). Deshalb galt es herauszufinden, welche Marker am starksten zur Streu-
ung der Probendaten und der Streuungsrichtung beitrugen. Dabei wurde deutlich, dass
einige HLA den grofiten Effekt auf die undeutliche Abgrenzung der Untergruppen in
der PCA hatten (s. Abbildung 11 b).

Unter Beriicksichtigung aller HLA-Marker im Datensatz (HLA-ABC, HLA-A2, HLA-
DQ, HLA-DR und HLA-DR/DP/DQ) stellten sich die Proben in einer Gruppierung un-
abhangig von den Monozytenuntergruppen dar. Nach Ausschluss der HLA-Marker aus
der Analyse erwies sich der Algorithmus der PCA als zuverlassige Methode zur Auf-
trennung und Unterscheidung der drei Subtypen (s. Abbildung 12 a). Wenn man nun die
ubrigen CD-Marker des Datensatzes in die Darstellung einschloss, demaskierte sich der
Effekt einzelner CD-Antigene auf die Streuung entlang der Hauptkomponenten (s. Ab-
bildung 12 b).

4.3 Immunphénotypische Korrelation zwischen den Monozytensubtypen

Um herauszufinden, wie hoch die Korrelation zwischen klassischen, intermediaren und

nicht-klassischen Monozyten der gesunden Probanden beziiglich ihrer Expression an
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Oberflachenmarkern ist, wurde Spearmans Rangkorrelationskoeffizient und ein lineares

Regressionsmodel gewahlt.
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Abbildung 13: Spearmans Rangkorrelationskoeffizient. Dargestellt sind die Expressionsmuster
der drei Monozytensubtypen (class = klassische, inter = intermedidre, non_class = nicht-
Klassische) bei gesunden Probanden (h flr engl. healthy) fir alle Marker, um zu zeigen, wie
ahnlich bzw. verschieden sich die Subtypen beziiglich ihrer Oberflachenmarkerexpression sind.
Je dunkler das Feld ist, desto hoher korreliert das Expressionsprofil. Helle Felder weisen auf
verschiedene Expression hin (Hoffmann et al. 2020).

In Abbildung 13 sind alle Oberflachenmarkerwerte fiir jeden gesunden Probanden ein-
zeln, akkumuliert und nach Subtypen gruppiert gegeneinander aufgetragen worden. Die
so entstandene Heatmap zeigt geringe Korrelationen als gelb und hohe Korrelationen in
der Farbe Purpur. Die in Abbildung 14 gezeigten Streudiagramme zeigen die drei mog-
lichen Gegenuberstellungen der Monozytensubtypen. Jeder Punkt der Punktewolken
reprasentiert ein Oberflachenantigen; die am meisten herausstechenden in den Verglei-

chen wurden bezeichnet. Uber den Grafiken ist die Funktion der Ausgleichsgeraden
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angegeben, die die Punktewolke n&herungsweise danach unterteilt, welcher der vergli-
chenen Subtypen die Marker starker exprimiert.
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Abbildung 14: Lineare Regression (Streudiagramme) zur Darstellung der Oberflachenmarker-
korrelation zwischen den Monozytensubpopulationen (class = klassische und non_class = nicht-
klassische (a), klassische und inter = intermediére (b) und intermedidre und nicht-klassische
Monozyten (c)). Je ndher die einzelnen Punkte, die fiir je einen Marker stehen, an der Linearen
liegen, desto hoher ist die Korrelation (Hoffmann et al. 2020).

Zwischen allen dreien gab es darin signifikante Korrelationen. Dennoch war die
Markerkorrelation zwischen klassischen und nicht-klassischen Monozyten deutlich ge-
ringer als zwischen jeweils beiden und intermedi&ren Monozyten (s. Abbildung 13 und
Abbildung 14). Somit zeigen intermedidre Monozyten im Oberflachenmarkerprofil

Ahnlichkeiten sowohl zu klassischen, als auch nicht-klassischen Monozyten.
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4.4 Oberflachenexpressionsmerkmale der Monozytensubtypen

Zur Betrachtung der differenziellen Expression aller Oberflachenmarker auf klassi-
schen, intermedidren und nicht-klassischen Monozyten der gesunden Probanden wurden
die Daten mit Mittelwert, Standardabweichung, Standardfehler und Medianwert aus

Platzgrinden im Anhang zusammengestellt (s. Tabelle 8).
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Abbildung 15: Heatmap der 30 relevantesten, differenziell exprimierten Oberflachenmarker auf
klassischen, intermedidren und nicht-klassischen Monozyten aus der edgeR-Analyse. Je starker
die Rotfarbung, desto stérker wurde der Marker exprimiert, hell bedeutet schwache Expression.

Eine Analyse der Daten zur differenziellen Oberflachenmarkerexpression mithilfe der
edgeR Software (s. Tabelle 9 im Anhang) ergab Uberraschenderweise, dass etablierte
Monozytensubtypenmarker wie CD14 und CD16 gar nicht die besten Unterschei-
dungsmerkmale der Subpopulationen waren. Die Rangfolge der 30 Marker mit den
groRten Expressionsunterschieden sind zur Ubersicht in einer Heatmap nach den Subty-
pen unterteilt dargestellt (Abbildung 15). CD16 liegt hier an Stelle 4 und CD14 ledig-
lich an Stelle 29 der gemessenen Monozytenoberflachenmarker.
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Einige dieser differenziell exprimierten Oberflachenepitope lassen sich anhand ihrer
generellen biologischen Funktion in Kategorien einsortieren (Engel et al. 2015):

- Zelladhésion: CD11b, CD15s/SSEA-1, CD29, CD49a, CD66a,c,d,e, CD99,
CD104, CD195

- Chemotaxis: CD181, CD128b/CD182

- Antigenprésentation: CD83

- Phagozytose: CD16

- Inflammation: CD14, CD120b, CD294, BLTR-1

4.4.1 Charakteristika klassischer Monozyten

Klassische Monozyten exprimierten die Marker CD11b, CD15s, CD35, CD36, CD38,
CD49e, CD89, CD99, CD128b (CD182), CD181, BLTR-1, und SSEA-1 signifikant
hoher als die anderen Subtypen (s. Tabelle 8). Sie werden folgend detaillierter aufge-
fuhrt.

CD11b (s. Abbildung 16), auch genannt Integrin o, ist ein wichtiges Protein zur Zell-
adhdsion von Monozyten an aktiviertes Endothel und bei der Phagozytose. Es bindet
eine Vielzahl an Liganden, so beispielsweise Fibronektin, Kollagen, ICAM-1, Fibrino-
gen, LPS und Komplementfaktoren (Meerschaert und Furie 1995; Li 1999).

CD15s (s. Abbildung 16), auch bekannt als Sialyl-Lewis X, ist ein Zelladhdsionsmole-
kil vieler Zellen. Bei Monozyten fungiert es als Gegenrezeptor zu endothelialen Selek-
tinen. Im Differenzierungsprozess der Zellen wird von CD15s eine Sialinsaure durch
o(2-3)-Sialidase-Aktivitat abgespalten, sodass CD15 entsteht (s. u. ,,SSEA-1) (Lo et al.
1997; Gadhoum und Sackstein 2008).

CD35 (s. Abbildung 16) oder Komplementrezeptor 1 vermittelt die Phagozytose kom-
plementmarkierter Partikel, indem es C3b/C4b-Peptide bindet. Aullerdem fordert die
Bindung an seine Liganden die Sekretion von IL-13 und Prostaglandinen (Bacle et al.
1990; Liu und Niu 2009).

CD36 (s. Abbildung 16), ein PRR, fungiert als Adhdsionsmolekil und bindet z. B. oxi-
diertes LDL. Somit ist es in die Atherogenese involviert (Febbraio et al. 2001).
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Abbildung 16: Expressionsprofil von CD11b, CD15s, CD35 und CD36. Fir den jeweiligen
Marker ist der Mittelwert + Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der Isotypkon-
trolle flr jeden Subtypen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Varianzanalyse,
gefolgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, ns =
nicht signifikant

CD38 (s. Abbildung 17), auch Adenosindiphosphat (ADP)-Ribosyl Zyklase, ist ein Ko-
rezeptor von MHC-II-Molekiilen in der Aktivierung von T-Zellen. Uber die genaue
Funktion bei Monozyten ist bisher wenig bekannt, aber er scheint aktivierend auf Mo-
nozyten zu wirken und die Zelladhasion zu fordern (Zilber et al. 2000; Musso et al.
2001).

CD49e (s. Abbildung 17), ein monozytarer Fibronektinrezeptor, fungiert als Adhési-
onsmolekil an extrazellularer Matrix. Fibronektin zeigt hohe Konzentrationen in der

kardialen Extrazellularmatrix (Trial et al. 1999).

CD89 (s. Abbildung 17) ist ein IgA-Rezeptor, der beide Unterklassen von IgA mit glei-
cher Affinitat bindet. Eine Bindung kann unterschiedliche Immunreaktionen ausldsen:
Phagozytose, Sekretion proinflammatorischer Mediatoren oder ROS (van Zandbergen et
al. 1999).

CD99 (s. Abbildung 17), ein Zelladhasionsmolekil auf Leukozyten und Endothel, fiihrt
dazu, dass Monozyten besonders an endothelialen Junktionen zur Diapedese binden
konnen (Schenkel et al. 2002; Lou et al. 2007).
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Abbildung 17: Expressionsprofil von CD38, CD49e, CD89 und CD99. Fir den jeweiligen Mar-
ker ist der Mittelwert + Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der Isotypkontrolle
fir jeden Subtypen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Varianzanalyse, ge-
folgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, ns =
nicht signifikant

CD128b bzw. CD182 (s. Abbildung 18), CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 2 oder IL-8-
Rezeptor b bindet IL-8 mit hoher Affinitat. 1L-8 ist ein Zytokin, das von Monozyten
selbst sezerniert werden kann. Die folgende intrazelluldre Signaltransduktionskaskade
fihrt zu einer Forderung der Chemotaxis, indem vermehrt Adhésionsmolekile expri-
miert werden und sich Monozyten an das Endothel anlagern. Auerdem werden proin-
flammatorische Zytokine und ROS freigesetzt (Gerszten et al. 1999; Pruitt et al. 2014).

CD181 (s. Abbildung 18) ist &hnlich wie CD128hb/182 ein IL-8-Rezeptor, auch IL-8-
Rezeptor a bzw. CD128a oder CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 1 bezeichnet. Seine Sig-
naltransduktionskaskade verlauft langsamer als die von CD128b/182 und fordert eben-
falls die Chemotaxis (Nasser et al. 2007). Die genaue Funktion bei Monozyten ist der-

zeit aber noch unklar.

BLTR-1 (s. Abbildung 18) bindet hoch affin Leukotrien B4, welches wichtig in der
Vermittlung von Chemotaxis und Aktivierung einiger Immunzellen im Rahmen der
Inflammation ist. Es wird beispielsweise von atherosklerotischen Plaques sezerniert,
fuhrt zu einer festen Adhésion der Zellen am Endothel und zur Migration ins Gewebe
(Caterina et al. 1988; Tager und Luster 2003; Friedrich et al. 2003; van den Borne et al.
2014).

SSEA-1 (s. Abbildung 18) fungiert auf zirkulierenden Monozyten als Ligand fir E-
Selektin (CD62E) des Endothels, das im Rahmen einer Inflammation durch Zytokinsti-

mulation vermehrt exprimiert wird und Monozyten dort so adhérieren. Es wird durch
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al,3-fucosyltransferase IV auf Monozyten gebildet (Munro et al. 1992a; Nakayama et
al. 2001).

CD128b/182 CD181 BLTR-1 SSEA-1

#x% NS #%% NS 30001 fx% % 4000 % NS
} P | R | [ | p—|

FS
=
<
~
n
<

w
=3
=]

1
154
=3
=

1

3000+
2000+ 2

—

n

=]
1

20004

—

=3

<
1

10004

—
o
<

1000

MFT minus Isotyp MFI
S
S
1
MFI minus Isotyp MFI
n
>
1

MFI minus Isotyp MFI

MFI minus Isotyp MFI

=
=
=
I
=]
1

K I N K I N K I N K I N

Abbildung 18: Expressionsprofil von CD128b/182, CD181, BLTR-1 und SSEA-1. Fir den je-
weiligen Marker ist der Mittelwert + Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der
Isotypkontrolle fir jeden Subtypen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Vari-
anzanalyse, gefolgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** =p < 0,01, *** =p <
0,001, ns = nicht signifikant

4.4.2 Charakteristika intermediarer Monozyten

Intermedidre Monozyten hingegen exprimierten die Oberflachenmarker CD23, CD32,
CD39, CD40, CD46, CD49d, CD54, CD72, CD74, CD85, CD91, CD105, CD163,
CD195, CD227, CD275, CD305, CDw328, class ll-associated li-derived peptides
(CLIP), CMRF-44, CMRF-56, HLA -DQ, HLA-DR und Integrin 37 hoher als die ande-
ren Subtypen (s. Tabelle 8). Daher werden diese Marker, die mit hoher Signifikanz ex-

primiert wurden, folgend n&her erldutert.

CD23 (s. Abbildung 19) ist der Fc-Rezeptor FceRII, ein niedrig-affiner IgE-Rezeptor.
Seine Liganden sind IgE, CD11b, CD11c und CD21 (Komplementrezeptor 2). Speziell
in Zusammenhang mit Monozyten wurde hauptsachlich eine Interaktion mit CD11b und
CD11c nachgewiesen. Eine Bindung der Liganden fuhrt zur Aktivierung und Produkti-
on proinflammatorischer Zytokine (Lecoanet-Henchoz et al. 1995; Burger und Dayer
2002; Hibbert et al. 2005).

CD32 (s. Abbildung 19), der niedrig-affine Fcy-Rezeptor 2, bindet IgG und ist somit in
die Immunantwort involviert. Bei Monozyten |6st die Rezeptorbindung eine Effektor-

antwort und eine Differenzierung aus. Generell wird er von vielen Zelltypen exprimiert.
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Immunsuppressive Mediatoren wie TGF-B1 senken die Konzentration an CD32 auf
Monozyten (Brooks et al. 1989; Reterink et al. 1996; Tanaka et al. 2009).

CD39 (s. Abbildung 19) steht fir die Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolase, ein
membrangebundenes Enzym, das extrazelluldres, proinflammatorisches ATP, das bei
inflammatorischen Zustdnden und Zelluntergang frei wird, zu Adenosinmonophosphat
(AMP) spaltet. Es wirkt somit antiinflammatorisch. Neben Monozyten kommt es auf
vielen weiteren Leukozyten vor (Kaczmarek et al. 1996; Pulte et al. 2007; Antonioli et
al. 2013; Takenaka et al. 2016).

CD40 (s. Abbildung 19) gehort zur TNF-a-Rezeptor Superfamilie und wirkt bei Mo-
nozyten als Zelladhdasionsmolekil, Apoptoseinhibitor und férdert die inflammatorische
Zytokinsynthese (z. B. TNF-a, IL-1p und IL-12). Es bindet an CD40L/CD154 (L fur
Ligand). Monozyten kénnen so auch von aktivierten CD4-positiven T-Helferzellen sti-
muliert werden (Alderson et al. 1993; Kiener et al. 1995; Suttles et al. 1999).
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Abbildung 19: Expressionsprofil von CD23, CD32, CD39 und CD40. Fir den jeweiligen Mar-
ker ist der Mittelwert + Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der Isotypkontrolle
flir jeden Subtypen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Varianzanalyse, ge-
folgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, ns =
nicht signifikant

CD46 (s. Abbildung 20) ist ein Komplement-regulierendes Protein, das auf Monozyten
und vielen anderen Leukozyten vorkommt. Es zeigt Faktor-I-Kofaktoraktivitat, bindet
und inaktiviert dabei die Komplementfaktoren C3b und C4b und beschitzt die Zelle so
vor homologer Zerstérung durch das Komplementsystem. Aus den Zellmembranen
apoptotischer und nekrotischer Zellen wird es schnell entfernt, damit sie ztigig komple-

mentvermittelt abgebaut werden kénnen. Es wird von einigen Viren, wie dem Masern-
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virus, genutzt, um in die Zelle zu gelangen (Kurita-Taniguchi et al. 2000; Elward et al.
2005; Christmas et al. 2006).

CD49d (s. Abbildung 20), auch Integrin a4 bezeichnet, ist ein Zelladhdsionsmolekdl
vieler ruhender Leukozyten und bindet an andere Integrine. Es vermittelt sowohl Zell-
Zell-Kontakte, als auch die Anlagerung (Rollen und feste Bindung) der Zellen an Extra-
zellularmatrix. TNF-a. fihrt zu einer Induktion von CD49d und Integrin 7 bei der Dif-
ferenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen, ansonsten wird es im Rahmen der

Zellaktivierung kaum hochreguliert (Puig-Kroger et al. 2000; Hyun et al. 2009).

CD54 (s. Abbildung 20), bzw. ICAM-1, wird auf der Oberflache von Monozyten und
anderen Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert. Es bindet verschiedene Integrine (z.
B. CD11a/b/c) und dient so der Zelladhadsion und transendothelialen Migration (Stent et
al. 1995; Grisar et al. 2001; Rezaie-Majd et al. 2003).

CD72 (s. Abbildung 20) ist ein Rezeptor fur das Semaphorin CD100, das urspringlich
bei der Neurogenese involviert ist. In den letzten Jahren zeigte sich jedoch, dass er auch
im Immunsystem vorkommt. So aktivieren T-Zellen beispielsweise CD72-vermittelt B-
Zellen und dendritische Zellen. Bei Monozyten wirkt eine Bindung inhibierend auf die
inflammatorische Zytokinsynthese und die Zellmigration (Ishida et al. 2003; Chabbert-
de Ponnat et al. 2005). Neuere Daten lassen eine Involvierung von CD100 in die
Atherogenese und Monozyten-Endotheladhdsion vermuten, Uber CD72 ist in diesem

Zusammenhang bisher wenig bekannt (Luque et al. 2015).
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Abbildung 20: Expressionsprofil von CD46, CD49d, CD54 und CD72. Fur den jeweiligen Mar-
ker ist der Mittelwert £ Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der Isotypkontrolle
fir jeden Subtypen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Varianzanalyse, ge-
folgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, ns =
nicht signifikant
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CD74 (s. Abbildung 21) ist die Invariante Kette (l;j) des HLA-DR-Rezeptors. Sie spielt
in der MHC-I1-vermittelten Antigenprasentation und -verarbeitung eine Rolle, da sie die
Internalisierung des HLA-DR-Molekils méglich machen. Bei der Synthese im endop-
lasmatischen Retikulum wird es mit MHC-I1-Molekiilen assoziiert und stabilisiert diese.
Ohne MHC-Molekiile fungiert sie als Membranrezeptor und bindet den Makrophagen-
Migrations-Inhibitions-Faktor, einem  Zytokin zur  frihen Monozyten-
/Makrophagenaktivierung, das auch bei der Atherogenese eine Rolle spielt (Molden-
hauer et al. 1999; Wolk et al. 2003; Leng et al. 2003; Bernhagen et al. 2007; Martin-
Ventura et al. 2009; Tillmann et al. 2013).

CD85 (s. Abbildung 21) reprasentiert die Familie der Ig-ahnlichen Transkripte, oft auch
als Monozyten/Makrophagen-inhibitorischer Rezeptor bezeichnet. Liganden sind MHC-
I-Molekiile. Die genauere Funktion bei Monozyten ist noch weitgehend ungeklart (Ban-
ham et al. 1999; Li et al. 2009).

CD91 (s. Abbildung 21), auch a»-Makroglobulinrezeptor oder LDL-receptor-related
proteine 1 genannt, bindet sowohl Lipoproteine, als auch Hitzeschockproteine und den
Komplementfaktor C1qg und ist somit bei der Phagozytose involviert (Moestrup et al.
1992; Basu et al. 2001; Duus et al. 2010). Es eignet sich als Marker zur Abgrenzung
von Monozyten zu anderen Immunzellen wie NK und Granulozyten in der Durch-
flusszytometrie (Hudig et al. 2014; Ferrer et al. 2014).

CD105 (s. Abbildung 21) oder Endoglin ist ein Membranglykoprotein, das TGF-f1 und
-B3 (s. 1.1.6.2), neueren Erkenntnissen zufolge auch Integrine binden kann. Es ist be-
sonders auf Monozyten wahrend der Differenzierung zu Makrophagen exprimiert, uber
die genauere Funktion ist jedoch wenig bekannt (Lastres et al. 1992; Lastres et al. 1996;
Rossi et al. 2013; Aristorena et al. 2014; Ojeda-Fernandez et al. 2016).
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Abbildung 21: Expressionsprofil von CD74, CD85, CD91 und CD105. Fir den jeweiligen Mar-
ker ist der Mittelwert + Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der Isotypkontrolle
flir jeden Subtypen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Varianzanalyse, ge-
folgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, ns =
nicht signifikant

CD163 (s. Abbildung 22) ist ein Haptoglobin (Hp)-Hamoglobin (Hb)-Scavenger-
Rezeptor, der Hp-Hb-Komplexe bindet (Kristiansen et al. 2001). So entfernen Makro-
phagen der Leber und Milz, aber auch zirkulierende Makrophagen, diese Komplexe und
— weniger affin — freies Hb aus der Blutbahn. Dies ist bedeutend zur Restriktion und
Aufhebung einer Inflammation, da so Schéden durch freies Hb abgewendet werden und
die 1L-10-Sekretion aus Makrophagen geférdert wird (Philippidis et al. 2004; Schaer et
al. 2007b; Schaer et al. 2007a; Tippett et al. 2011). Monozyten sind die Hauptquelle
freien CD163 im Blut und wurden von Avristoteli et al. (2006) als Marker fiir Koro-
narsklerose postuliert.

CD195 (s. Abbildung 22) ist der CCR5, sein adaquater Ligand der CCL5. Bei Monozy-
ten vermittelt er eine Adhésion am und Transmigration durch das Endothel. Die hdchs-
te, wenngleich schwache Expression unter den Subtypen zeigen intermediare Monozy-
ten. Dies ist vor allem in der Pathogenese der Atherosklerose von Bedeutung. (Gerhardt
und Ley 2015; Damasceno et al. 2016).

CD227 (s. Abbildung 22), auch Mucin-1 genannt, ist in Zell-Zell-Interaktionen und der
Zelladhasion involviert. Es bindet an eine Vielzahl von Liganden, so CD54 (ICAM-1),
Selektine und Sialoadhasin (Siglec, engl. sialic acid-binding Ig-like lectin)-1, das aus-
schlieBlich auf von Monozyten abstammenden Zellen exprimiert wird (Hartnell et al.
2001; Wykes et al. 2002).
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CD275 (s. Abbildung 22) oder Ligand des induzierbaren Kostimulators (ICOSL fir
engl. inducible co-stimulator ligand) wurde bisher, neben anderen Zellen, auf aktivier-
ten CD14-positiven Monozyten und dendritischen Zellen nachgewiesen und wird durch
inflammatorische Stimuli wie IL-4 induziert. Sein Ligand ist der induzierbare Kostimu-
lator ICOS (Bellinghausen et al. 2004; Richter und Burdach 2004; Youngnak-
Piboonratanakit et al. 2006).
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Abbildung 22: Expressionsprofil von CD163, CD195, CD227 und CD275. Fur den jeweiligen
Marker ist der Mittelwert £ Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der Isotypkon-
trolle flr jeden Subtypen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Varianzanalyse,
gefolgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, ns =
nicht signifikant

CD305 (s. Abbildung 23) ist der Leukozyten-assoziierte lg-dhnliche Rezeptor 1
(LAIR1), der unspezifisch Kollagene bindet und als inhibitorischer Rezeptor fungiert.
So hemmt der aktivierte Rezeptor beispielsweise die Differenzierung von Monozyten zu
dendritischen Zellen. Das Komplementprotein C1q enthélt eine Kollagen-ahnliche Se-
quenz und wird ebenfalls von CD305 mit inhibierendem Effekt auf die Monozyten ge-
bunden. Es wird vermutet, dass kollagenreiche Extrazellularmatrix Gber CD305 im ge-
sunden Gewebe stetig eine inadaquate Immunreaktion verhindert (Meyaard 2008; Son
et al. 2012; Son und Diamond 2014).

CDw328 (s. Abbildung 23) wird auch als Siglec-7 bezeichnet und bindet sialierte Gly-
kane. Es wird vor allem auf NK, einem Subtyp von T-Lymphozyten und Monozyten
exprimiert, wo es vorrangig inhibitorisch wirksam ist und Zell-Zell-Kontakte vermitteln
kann. Speziell bei Monozyten konnte jedoch ein aktivierender, proinflammatorischer

Effekt nachgewiesen werden. Besonders nach Pathogenerkennung kam es zu einer ge-
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steigerten Produktion an Zytokinen und Chemokinen wie IL-6, IL-1a, IL-8 und TNF-a
(Nicoll et al. 1999; Varchetta et al. 2012).

CLIP (s. Abbildung 23) sind MHC-Il-assoziierte, aus der I; gespaltene Peptide. Sie ent-
stehen bei der Synthese und dem Transport de MHC-I1-Molekiile an die Zelloberflache
bei der Spaltung von CD74 (li) durch Cathepsin S zu Peptiden, die MHC-Mulde zur
Antigenprasentation blockieren und korpereigene Merkmale reprasentieren. Sie werden
zur Antigenprésentation durch korperfremde Peptide ausgetauscht (Chaturvedi et al.
2000; Stumptner-Cuvelette und Benaroch 2002; Hornell et al. 2003; Réhn et al. 2004;
Wolk et al. 2005; Tillmann et al. 2013).

CMRF-44 (s. Abbildung 23) wird vor allem als Marker friher Differenzierung von
dendritischen Zellen verwendet (Hock et al. 1994; Moniji et al. 2002). Hier ist er auf
intermedidren Monozyten sehr schwach, aber signifikant gegentiber den anderen Subty-

pen exprimiert.

CD305 CDw328 CLIP CMRF-44
ns
ns '_|DS r—|ns Lam—
100009  Gewx sk ! 2000 k% 400- % NS 809 — =
ot | N — | - f 1 iy 1 1 .
s 8000 E s s
= A = & 7ol
o = 1500 o 300 o 60
2 B & 2
£ 6000- 2 £ c
- ~ 1000 ~ 200 ~ 40
£ 4000 £ £ £
£ E E E
— 500 100 — 204
= 2000 = = =
= = = =
0 0 0- 0-
K I N K I N K I N K I N

Abbildung 23: Expressionsprofil von CD305, CDw328, CLIP und CMRF-44. Fur den jeweili-
gen Marker ist der Mittelwert + Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der Isotyp-
kontrolle fur jeden Subtypen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Varianzana-
lyse, gefolgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001,
ns = nicht signifikant

CMRF-56 (s. Abbildung 24) ist ebenfalls ein Marker friiher Aktivierung und Differen-
zierung von dendritischen Zellen. Uber ihn ist bisher wenig bekannt und geforscht wor-
den. Man ist bisher davon ausgegangen, dass er von Monozyten nicht exprimiert wird
(Hock et al. 1999).

HLA-DQ und -DR (s. Abbildung 24) sind die MHC-I11-Molekiile, die zur Antigenpra-
sentation mithilfe co-stimulierender Molekiile an CD4*-T-Zellen im Rahmen der Im-
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munreaktion dienen. Sie bestehen aus einer a- und einer B-Untereinheit und werden von
allen Monozyten exprimiert (Brooks und Moore 1988; Bertho et al. 2000; van Lith et al.
2010). Vor allem HLA-DR ist mit hochster Konzentration auf intermedidaren Monozyten
zu finden (Ziegler-Heitbrock 2007).

Integrin 7 (s. Abbildung 24) ist ein Zelladhdsionsmolekdl. Als Membranprotein stabili-
siert es sich durch nicht-kovalente Anlagerung an entweder eine Integrin o4 oder oe
(CD103) Einheit zu einem heterodimeren Komplex. Die Interaktionen sind bisher vor
allem bei der Rekrutierung von Leukozyten in die Darmmukosa beschrieben worden
(Tiisala et al. 1995; Yang et al. 1996; Schippers et al. 2016).
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Abbildung 24: Expressionsprofil von CMRF-56, HLA-DQ, HLA-DR und Integrin 7. Fur den
jeweiligen Marker ist der Mittelwert + Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der
Isotypkontrolle fiir jeden Subtypen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Vari-
anzanalyse, gefolgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** =p <
0,001, ns = nicht signifikant

4.4.3 Charakteristika nicht-klassischer Monozyten

Nicht-klassische Monozyten zuletzt exprimierten CD29, CD31, CD43, CD45RA,
CD66a,c,d,e, CD75, CD88, CD104, CD120b, CD132, CD244 und CD294 hoher als die
anderen Subtypen (s. Tabelle 8). Diese Marker, die mit hoher Signifikanz exprimiert

wurden, werden folgend ausfiihrlicher beschrieben.

CD29 (s. Abbildung 25), die Bi-Kette der Integrine, ist in die Zelladh&sion involviert.
Es ist Bestandteil des very late antigen (VLA)-4, das von Monozyten exprimiert wird
und VCAM-1 (s. 1.2.2.3) auf Endothelzellen bindet. Sie binden jedoch erst dann mit
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hoher Affinitat, wenn die Monozyten chemotaktisch stimuliert wurden (Hemler 1990;
Meerschaert und Furie 1995; Shang et al. 1998).

CD31 (s. Abbildung 25), auch bekannt als platelet endothelial cell adhesion molecule
(PECAM)-1, exprimieren neben Monozyten viele andere Leukozyten und Endothelzel-
len. Es bindet hauptsachlich homolog, also andere CD31-Molekile, aber auch heterolog
indem es u.a. CD38 (s. 4.4.1) und Integrin avp3 bindet. Dabei vermittelt es Zell-Zell-
Verbindungen von Endothelzellen und Zelladh&sion und Transmigration von Monozy-
ten bei der Diapedese (Muller et al. 1993; Piali et al. 1995; Woodfin et al. 2007). Nach
einer CD31-CD31-Bindung von Monozyten am Endothel werden weitere Integrine ak-
tiviert, die fir eine Transmigration notwendig sind. Auf Endothelzellen fungiert es zu-
dem als Mechanosensor fir mechanische Stimuli, wie beispielsweise Scherstress, und
vermittelt in Folge dessen eine Endothelzellaktivierung (s. 1.1.3) (Privratsky et al.
2010).

CDA43 oder Leukosialin (s. Abbildung 25) fuhrt zu Adhasion und Aktivierung von Mo-
nozyten, die daraufhin ROS produzieren (Nong et al. 1989). Uber die genaue Funktion
ist bisher wenig bekannt. Es spielt eine bedeutende Rolle in der T-Zellaktivierung und
beim Wiskott-Aldrich-Syndrom, wo es defekt ist (Shelley et al. 1989).

CD45RA (s. Abbildung 25) ist eine Isoform des CD45 bzw. der Protein-Tyrosin-
Phosphatase. Bei einer Bindung durch Liganden kommt es zur Signaltransduktion, die
die Synthese von Zytokinen wie TNF-o, IL-1p und Makrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor (M-CSF, engl. Macrophage colony-stimulating factor) auslést
(Webb et al. 1990; Gruber et al. 1994; Hayes et al. 1999).
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Abbildung 25: Expressionsprofil von CD29, CD31, CD43 und CD45RA. Fir den jeweiligen
Marker ist der Mittelwert + Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der Isotypkon-
trolle flr jeden Subtypen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Varianzanalyse,
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gefolgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, ns =
nicht signifikant

CD66a,c,d,e (s. Abbildung 26) gehdren zur Familie der carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion molecules (CEACAM) und fungieren als Zell-Zell-
Adhasionsmolekiile auf vielen Immunzellen mit unterschiedlicher Wirkung. Die Unter-
form CD66a entspricht CEACAM1, CD66c CEACAM6, CD66d CEACAMS3 und
CD66e CEACAMDS. Liganden sind neben E-Selektinen auch CEACAM in homophiler
oder heterophiler Bindung (Yu et al. 2006; Gray-Owen und Blumberg 2006; Khairnar et
al. 2015; Engel et al. 2015). Ihre genauere Funktion bei Monozyten liegt noch weitest-
gehend im Dunkeln. Wie Yu et al. (2006) zeigten, vermittelt CD66a ber homophile

Zell-Zell-Interaktionen bei Monozyten eine anti-apoptotische Wirkung.

CD75 (s. Abbildung 26) ist ein Kohlenhydrat und Ligand der a2,6-Sialyltransferase,
sein eigener Ligand ist CD22 (Siglec-2) (Stamenkovic et al. 1991; Munro et al. 1992b).

Genauere Funktionen in Bezug auf Monozyten sind derzeit noch nicht beschrieben.

CDB88 (s. Abbildung 26) oder Komplementfaktor 5a Rezeptor 1 ist ein G-Protein-
gekoppelter Rezeptor fiir den aktivierten Komplementfaktor C5a, einem stark inflamm-
atorischen Peptid. Es wirkt als Anaphylatoxin auf alle immunreaktiven Zellen entziin-
dungsfordernd und bewirkt speziell bei Monozyten eine Chemotaxis, Zytokinfreiset-
zung und Extravasation. CD88 kommt auch auf Kardiomyozyten vor. Gemeinsam mit
seinem Ligand ist er in die Atherogenese involviert (Bock et al. 1997; Furebring et al.
2002; Speidl et al. 2005; Niederbichler et al. 2006; Lee et al. 2008).

CD104 (s. Abbildung 26), auch Integrin B4 bezeichnet, ist ein Lamininrezeptor. Lamini-
ne sind groRe Glykoproteine zur Zelladhasion, die vor allem in Basallaminae vorkom-
men. Der Rezeptor ist auf Monozyten an der Zellmigration beteiligt (Lee 1992; Durbeej
2010).
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Abbildung 26: Expressionsprofil von CD66a,c,d,e, CD75, CD88 und CD104. Fir den jeweili-
gen Marker ist der Mittelwert £ Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der Isotyp-
kontrolle fur jeden Subtypen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Varianzana-
lyse, gefolgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001,
ns = nicht signifikant

CD120b (s. Abbildung 27) ist der TNF-Rezeptor (TNFR)-2, der im Gegensatz zu
TNFR1 vor allem auf Immunzellen vorkommt, keine irreversible Bindung an TNFa
sondern schnelle Wechsel zwischen Bindung und Dissoziation aufweist und keine To-
desdomane auf zytoplasmatischer Seite zeigt. Seine Effekte sind dampfend auf die Ent-
zundung. Werden TNFR1/2 durch MMP von der Zellmembran abgespalten, fungieren
sie als endogene TNFa-Inhibitoren. Eine Stimulation von TNFR2 fiihrt zu einer Syn-
these antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 und inaktiviert freies TNF-o durch die
Bindung. Die Efferozytose apoptotischer neutrophiler Granulozyten durch Makropha-
gen im Entziindungsherd findet ebenfalls TNFo-vermittelt statt (Tartaglia et al. 1991;
Santee und Owen-Schaub 1996; Michlewska et al. 2009; Parameswaran und Patial
2010; Gane et al. 2016).

CD132 (s. Abbildung 27), auch allgemeine Gamma-Kette (engl. common gamma chain)
oder IL-2 Rezeptoruntereinheit y genannt, ist ein essentieller Bestandteil des IL-2 Re-
zeptors und eine funktionale Komponente weiterer IL-Rezeptoren (z. B. IL-4-R, IL-7-
R), an denen sie die Bindungsaffinitidt erhoht (Russell et al. 1993; Sugamura et al.
1996). IL-2 hat an Monozyten aktivierende, proinflammatorische Effekte, wohingegen
IL-4 antiinflammatorische Effekte vermittelt, indem die IL-1B- und TNFa-Produktion
gehemmt wird (Espinoza-Delgado et al. 1995; Bonder et al. 1998).

CD244 (s. Abbildung 27), auch als 2B4 bezeichnet, ist der Rezeptor fiir das Protein

CD48, das auf allen hamatopoetischen Zellen vorkommt (Brown et al. 1998). Es ist
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vorrangig in die Lymphozytenaktivierung involviert; Gber die Funktion bei Monozyten
ist bisher wenig bekannt (Mathew et al. 2009). Es gibt Hinweise darauf, dass sie dort
immunmodulatorisch wirksam sind, so beispielsweise an dendritischen Zellen deren

Vorlaufer Monozyten sind (Georgoudaki et al. 2015).

CD294 (s. Abbildung 27) ist der Prostaglandin D> Rezeptor 2. Bei der Differenzierung
zu Makrophagen nimmt die Dichte an CD294 auf der Zelloberflache zu. Eine Aktivie-
rung des Rezeptors auf Makrophagen fiihrt zu einem Ca?*-Einstrom und in der Folge zu
Zytokinausschuttung und Migration der Makrophagen. Sie scheinen daraufhin auch

Uberleben und Migration von neutrophilen Granulozyten zu férdern (Jandl et al. 2016).
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Abbildung 27: Expressionsprofil von CD120b, CD132, CD244 und CD294. Fir den jeweiligen
Marker ist der Mittelwert + Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der Isotypkon-
trolle fiir jeden Subtypen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Varianzanalyse,
gefolgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001, ns =
nicht signifikant

4.4.4 Validierung ausgewéhlter Oberflachenmarker

Die Expression zuféllig ausgewéhlter, in den Kapiteln 4.4.1-4.4.3 genannter Epitope
CD15, CD31, CD35, CD45RA, CD91, CD105, CD123, CD163, CD182, CD294,
CD305, BLTR-1, und HLA-DQ wurde per Einzelmarkerfarbung an PBMC von 5 frei-
willigen, gesunden Probanden in konventioneller Durchflusszytometrie validiert. Hier-
bei zeigte sich stets ein gleiches relatives Verteilungsmuster wie bei den Lyoplate™-
Versuchen (s. Abbildung 28).
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Abbildung 28: Expressionsprofile validierter Marker im Vergleich zu den Ergebnissen der
Screeningversuche. Fur den jeweiligen Marker ist der Mittelwert + Standardabweichung der
MFI nach Abzug der MFI der Isotypkontrolle fiir jeden Subtypen dargestellt. Die statistische
Signifikanz wurde mittels Varianzanalyse, gefolgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p <
0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,0005, ns = nicht signifikant

66



Das Auspragungsmuster der Oberflachenantigene bei den Subtypen ist zum Teil sehr
verschieden, zwischen den einzelnen Probanden jedoch stets homogen (s. Abbildung
29).

Klassische Intermediare [Nicht-klassische

CD182
CD35
CD15
CD91
BLTR
CD305
CD163
HLA-DQ
CD105
CD123
CD294
CD45RA
CD31

Abbildung 29: Heatmap zur Expression ausgewahlter Oberflachenantigene bei klassischen,
intermedidren und nicht-klassischen Monozyten in der Validierung. Zur Validierung wurden
funf junge, gesunde Probanden herangezogen. Je dunkler die Gelbfarbung der Felder ist, desto
starker wurde der jeweilige Marker von dem Subtyp aus der Probe exprimiert.

Zudem wurden CD-Marker ausgewdhlt, die in der Literatur als fir die Subtypen
spezifisch vorbeschrieben wurden, und per Einzelmarkerfarboung an PBMC von 5
freiwilligen, gesunden Probanden in konventioneller Durchflusszytometrie getestet. In
der Diskussion werden die Ergebnisse an der jeweiligen Stelle ndher ausgewertet (s.
54.1,54.2,5.4.3):
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Abbildung 30: Expressionsprofil von CD1d, CD36, CDw93, CD99 und CD9. Fur den jeweili-
gen Marker ist der Mittelwert + Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der Isotyp-
kontrolle fur jeden Subtypen dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Varianzana-
lyse, gefolgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p <
0,0005, ns = nicht signifikant
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Abbildung 31: Expressionsprofil von CD33 und CD64. Fir den jeweiligen Marker ist der Mit-
telwert + Standardabweichung der MFI - MFI Isotypkontrolle fiir jeden Subtypen. Signifikanz:
Varianzanalyse und Tukey Post-hoc-Test. * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,0005, ns =
nicht signifikant
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Abbildung 32: Expressionsprofil von CD97 und CD123. Fur jeden Marker ist der Mittelwert +
Standardabweichung der MFI nach Abzug der MFI der Isotypkontrolle fur jeden Subtypen dar-
gestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels Varianzanalyse, gefolgt vom Tukey Post-
hoc-Test bestimmt. * = p < 0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,0005, ns = nicht signifikant

4.5  Differenzielle Expression bei Gesunden und NSTEMI-Patienten

Um zu prufen, ob Lyoplate™-Screenings in der Lage sind, frihe Auswirkungen des
Infarktgeschehens bei NSTEMI-Patienten auf das Oberflachenmarkerexpressionsprofil
von Monozytensubtypen zu detektieren, wurden zunachst die Expressionsmuster von elf
gesunden Probanden (mittleres Alter: 27 Jahre, Varianz: 25-32 Jahre) mit sechs

NSTEMI-Patienten (mittleres Alter: 66 Jahre, VVarianz: 57-84 Jahre) verglichen:

Klassische Monozyten Intermediare Monozyten Nicht-klassische Monozyten

CD43
CD45
CD305
CDw329
SSEA-1

Gesunde NSTEMI Gesunde NSTEMI Gesunde NSTEMI

Abbildung 33: Differenzielle Oberflachenmarkerexpression der Monozytensubtypen bei Gesun-
den und NSTEMI-Patienten. Dargestellt sind Marker, die bei einzelnen Subtypen der Probanden
signifikant gegeniiber den anderen Subtypen erhéht waren.

Hierbei ergaben sich signifikante Unterschiede bei der Expression von insgesamt 5 An-
tigenen. Die klassischen Monozyten unterschieden sich bei beiden Kohorten signifikant
in der Expression von CD45, CD305, CDw329 und SSEA-1. Intermedidre Monozyten
wiesen Signifikanzen bei den Markern CD43, CD45, CD305 und SSEA-1 und nicht-
klassische Monozyten bei CD43, CD45 und SSEA-1 auf (s. Abbildung 34 a-e). Eine

Validierung dieser Ergebnisse durch konventionelle Durchflusszytometrie mit Antikor-
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pern gegen CD43, CD45, CD305, CDw329 und SSEA-1 lieferte bei 12 gesunden Pro-
banden (mittleres Alter 27 Jahre, Varianz: 23-36 Jahre) und 11 NSTEMI Patienten
(mittleres Alter 78 Jahre, Varianz: 47-82 Jahre) die gleichen Ergebnisse (s. Abbildung
34 f-k). Hier zeigten sich im Vergleich zu den Resultaten der Screening-Versuche zu-
sétzlich signifikante Unterschiede der Expression von CD305 und CDw329 auf nicht-
klassischen Monozyten.

In der Validierung wurde ebenfalls ein Vergleich der Ergebnisse bei Infarktpatienten
mit etwa gleichalten, katheterisierten Probanden ohne Nachweis einer KHK durchge-
fuhrt. Hierbei ergaben sich keine signifikanten Differenzen in der Antigenexpression
auler bei der Expression von CDw329 und SSEA-1 (s. Abbildung 34 k).
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Abbildung 34: Vergleich der Expression von CD43, CD45, CD305, CDw329 und SSEA-1 auf
den Monozytensubtypen von jungen Gesunden, NSTEMI-Patienten und ihnen gleichalten Pro-
banden ohne KHK. Die Grafen auf der linken Seite zeigen die Ergebnisse aus den Lyoplate™-
Versuchen, die auf der rechten Seite diejenigen der Validierungsversuche. Die statistische Sig-
nifikanz wurde mittels Varianzanalyse, gefolgt vom Tukey Post-hoc-Test bestimmt. * = p <
0,05, ** = p < 0,005, *** = p < 0,0005, ns = nicht signifikant. K = klassische Monozyten, | =
Intermedi&re Monozyten, N = Nicht-klassische Monozyten, G = Gesunde, @-KHK = Patienten
ohne interventionellen Nachweis einer KHK

Die Funktionen dieser Marker wurden mit Ausnahme von CDw329 bereits in den Kapi-
teln 4.4.1 - 4.4.3 beschrieben. CDw329 ist das Siglec-9, ein Sialinsdurerezeptor, der auf
allen Leukozyten vorkommt (Zhang et al. 2000). Er dient Monozyten im Phagozyto-
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seprozess und regt sie zur Zytokinfreisetzung an (Lock et al. 2004; Lajaunias et al.
2005; Crocker 2005).
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5 Diskussion

5.1 Limitationen
5.1.1 Probanden- und Patientenkollektiv

Zentrales Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer Methode zur Charakterisierung
des gesamten Oberflachenmarkerexpressionsprofils aller drei Monozytensubtypen si-
multan aus derselben Blutprobe. Hierzu wurden junge, gesunde Manner — wie in Kapi-
tel 3.2.2 beschrieben — als Probanden ausgewahlt. AnschlieBend wurden einige Marker
bei NSTEMI-Patienten in Abgrenzung zu gleichalten, herzgesunden Patienten be-
stimmt, um Einflusse des akuten Infarktgeschehens auf Monozytensubtypen und ihre

Rolle dabei zu untersuchen.

Es wurden nur Méanner und keine Frauen ins Untersuchungskollektiv eingeschlossen,
um bei der recht begrenzten Probandenanzahl ein moglichst homogenes Kollektiv zu
erhalten und unter anderem die moglichen Einflisse hormoneller, zyklusabhéngiger

Unterschiede zwischen den Geschlechtern auf das Immunsystem auszuschliel3en.

Auch bei den Patienten wurden nur Manner eingeschlossen, da es sowohl in der Hau-
figkeit des Auftretens, der Pathophysiologie, den Risikofaktoren und der Auspragung
der Symptome eines Herzinfarkts Unterschiede zwischen den Geschlechtern gibt
(Blomkalns et al. 2005; Maas und Appelman 2010). Somit sind die Ergebnisse dieser

Analyse jedoch nicht ohne Weiteres auf Frauen Ubertragbar.
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Abbildung 35: Schematische Darstellung des Versuchs- und Auswertungsablaufs. Den Proban-
den und Patienten wurde Blut abgenommen, PBMC daraus isoliert und diese in einer FACS-
Analyse so gefarbt, dass man fir die Subtypen der Monozyten jeweils ihre CD-
Antigenexpression darstellen konnte. Diese wurde mit statistischen Verfahren ausgewertet und
verglichen. AnschlieBend wurde die Methodik validiert, indem einzelne, bei Subtypen in den
Versuchen bzw. in der Literatur verstarkt oder vermindert exprimierte Marker bei weiteren ge-

74

Validierung different
gemessener CD-Marker
bei weiteren NSTEMI-

Patienten und Probanden
ohne KHK entsprechenden

Alters

v

Lyoplate™ CD-om
klassischer, intermedidrer und
nicht-klassischer Monozyten



sunden Probanden getestet wurden. Zudem wurden die Ergebnisse der NSTEMI-Proben bei
weiteren NSTEMI-Patienten und ihnen altersentsprechenden Probanden ohne KHK anhand
ausgewahlter Marker Uberprift.

51.2 Limitierende Faktoren der PBMC-Analyse bei Infarktpatienten

Der Zeitpunkt des Eintreffens eines Infarktpatienten in der Klinik ist variabel, ebenso
sein Zustand. So ist es unterschiedlich, wann bei einem Patienten mit einem frischen
Infarkt Symptome auftreten und er dahingehend handelt. Akute Myokardinfarkte unter-
liegen starken zirkadianen Varianzen und treten geh&duft in den frihen Morgenstunden
aus dem Schlaf heraus auf (Peters et al. 2002; Khan und Ahmad 2003). AuRerdem gibt
es Patienten, die gar keine Symptome verspuren (Dorr 2010). Zwischen dem Auftreten
einer kardialen Gefalokklusion bzw. Minderperfusion, dem Auftreten von Symptomen
(engl. Onset-of-pain) und dem Absetzen eines Notrufs kénnen verschiedene, zum Teil

retrospektiv nicht mehr klar erfassbare Zeitabstande liegen.

Des Weiteren sind Auswirkungen der Akutmedikation auf humorale Faktoren und
Zellaktivierungen nicht auszuschliel3en. Das Standardprozedere beinhaltet z. B. Throm-
bozytenaggregationshemmer, Heparin, Morphin, Nitrate, Betablocker und gegebenen-
falls eine supportive Sauerstoffgabe. Thrombozytenaggregationshemmer wie Acetylsa-
licylsdure (ASS) wirken auch antiinflammatorisch und kénnen beispielsweise die Adhéa-
sion von Monozyten an Endothelzellen inhibieren (Signori et al. 2009). Dabei wirken
sie vermutlich auf das Rezeptorprofil der Monozytenoberflache. Auch Heparin (Leung
et al. 1989; Heinzelmann und Bosshart 2005), Morphine (Singhal et al. 1998) und man-
che Betablocker (Muthu et al. 2009) interagieren nachgewiesenerma3en mit Monozy-

ten.

All diese Faktoren kdnnen den Status und den Fortschritt der Immunreaktion auf das
Ereignis hin bei Eintreffen in der Klinik und Abnahme der Blutprobe beeinflussen. So
hétte man flr eine genauere Abbildung der pathophysiologischen Merkmale ein Tier-
versuchsmodell zum Herzinfarkt wahlen kénnen. Dies wére jedoch nicht direkt auf die
klinische Realitat und den Menschen tbertragbar. Darlber hinaus wird — wie von unse-
rer Arbeitsgruppe gezeigt — die Immunzell- und insbesondere Monozytensubtypendy-

namik nach Myokardinfarkt in einem Mausversuchsmodel ebenso von verschiedenen
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Faktoren — einschlieBlich interindividueller Variabilitat sowie invasiver bzw. operativer

Prozeduren — maligeblich beeinflusst (Hoffmann et al. 2014).

513 Altersunterschied und Vorerkrankungen

Die Wahl von jungen, gesunden, méannlichen Probanden ermdglichte eine Analyse der
Monozytensubtypen in einem Kollektiv, das moglichst unbeeinflusst und homogen in
Bezug auf Alter, Geschlecht, Krankheitsgeschichte, variierende Lebensweise und Me-
dikamenteneinnahme war. Besonders das Alter hat einen grof3en, multifaktoriellen Ein-
fluss auf das Immunsystem und die Monozytensubtypen (Tollerud et al. 1989; Shaw et
al. 2013). So wiesen z. B. Seidler et al. (2010) fur das Alter hohere Zahlen an nicht-
klassischen Monozyten mit teilweise abweichender Rezeptorexpression (erniedrigtes
HLA-DR und CX3CR1) nach.

Aus diesem Grund wurde den Infarktpatienten eine mit dem Alter bereinstimmende
Studiengruppe von Patienten gegenubergestellt, bei denen eine KHK interventionell
ausgeschlossen worden war (s. Kapitel 3.2.2). Somit konnte der Einfluss des Alters
trotzdem herausgestellt und bertcksichtigt werden.

Obwohl Ausschlusskriterien wie das Vorliegen rheumatischer und allgemein chronisch-
entziindlicher Erkrankungen sowie chronische oder akute Infekte bei allen Individuen
definiert wurden, ist es moglich, dass diese dennoch subklinisch und unerkannt vorlagen
und die Ergebnisse beeinflussten. Auch das Mal? der Auspragung kardialer Risikofakto-
ren ist bei allen Probanden variabel. Dies ist bei der Interpretation der Versuchsergeb-
nisse zu bertcksichtigen (s. Tabelle 7 ,,Risikofaktoren und medikamentdse Therapie der
NSTEMI-Patienten und Patienten ohne KHK* im Anhang).

514 Vergleich mit NSTEMI-Patienten

NSTEMI machen den groRten Teil der Myokardinfarkte aus (Lloyd-Jones et al. 2009).
Im Gegensatz zum STEMI sind die diagnostischen Mdglichkeiten beim NSTEMI auf
Biomarker beschrénkt. Mittels hsTNT/I kann man innerhalb von etwa 1-3 Stunden nach
Symptombeginn mit grof3er Sicherheit bestimmen, ob ein NSTEMI anzunehmen oder
auszuschlief3en ist (Roffi et al. 2016). Verglichen mit der wenig zeitaufwandigen EKG-
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Analyse beim STEMI ist dies ein recht groRer Zeitraum. Je l&nger die Kardiomyozyten
einer Ischdmie ausgesetzt sind, desto grof3er ist das Risiko fur bleibende Myokardscha-
den. Da der Gefallverschluss in den meisten Féllen partiell bis subtotal auf dem Boden
einer GefaRerosion vorliegt (s. Kapitel 1.1.4), variiert die Grofle und Ausdehnung des

Infarktareals von Patient zu Patient stark.

NSTEMI-Patienten sind weitaus heterogener als STEMI-Patienten und das Infarktstadi-
um bei Eintreffen in der Klinik ist variabler, da die Symptomatik oft undeutlicher und
weniger ausgepragt ist. Zudem sind sie in der Regel élter, haben mehr Komorbiditéten
(Diabetes mellitus Typ 2, chronische Niereninsuffizienz, etc.) als STEMI-Patienten und
ihre Therapie ist von der anderer ACS-Entitaten verschieden (Hamm 2009; Paxinos und
Katritsis 2012). Deshalb sind sie bisher weniger erforscht, weswegen sie als Kernkol-

lektiv fur die Versuche dieser Arbeit gewahlt wurden.

515 Probengewinnung und -verarbeitung

Die Proben der gesunden Kontrollen wurden direkt im Labor entnommen. Um modulie-
rende Einflusse auf die PBMC nach der Blutentnahme zu minimieren, ist sowohl die
Wahl des Antikoagulans in den Blutentnahmerdhrchen als auch das methodische Vor-

gehen bei der Weiterverarbeitung entscheidend (Basavaraj et al. 2012).

Frihe Versuche mit S-Monovetten von der Firma Sarstedt hatten den Vorteil, dass sie
EDTA als Antikoagulans enthielten, das von allen géngigen Antikoagulantien die ge-
ringste Beeinflussung von Immunzellen zeigt (Basavaraj et al. 2012). Nachteilig war
jedoch, dass mehrere Bearbeitungsschritte (Umfullen in Zentrifugenréhrchen, Verdin-
nen, Auftragen auf Histopaque® 1077, behutsames Absaugen) in der Folge notwendig
waren, die potentiell durch langere Bearbeitungsdauer und den Kontakt von Monozyten
mit mehreren Fremdoberflachen und Lésungen zu einer Modulation bzw. Aktivierung
der Zellen gefiihrt haben. Deshalb wurde letztlich ein vorgefertigtes Entnahmesystem
zur Probenentnahme gewéhlt (BD Vacutainer® Mononuclear CPT™). Sie kdnnen mit-
hilfe eines Adapters mit denselben Safety-Multifly-Kanilen zur Blutentnahme verwen-
det werden, enthalten jedoch bereits eine fixierte Ficollphase, weswegen all die anderen
separaten, oben genannten Arbeitsschritte zu Separation der PBMC entfallen. BD

Biosciences bot sie nur mit Heparin oder Natrium-Citrat an, nicht aber mit EDTA. Fir
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die Versuche wurden jene mit Citrat verwendet, auch wenn es neuere Hinweise gibt,
dass auch Citrat Monozyten beeinflussen kann (Ashbrook et al. 2015). Der Einfluss
bezog sich aber vorwiegend auf Stimulationsversuche und schien somit fir die hier
durchgefuhrten Versuche vertretbar zu sein, insbesondere weil viele ebenfalls potentiell
modulierende Arbeitsschritte dadurch vermieden werden konnten. Das weitere Vorge-
hen mit den CPT™ erfolgte gemil den Angaben des Herstellers (BD Biosciences
2016).

5.1.6 Einfrieren und Auftauen

Das Einfrieren von PBMC wurde nach derzeit gangigen Methoden durchgefuhrt. So
wurde das Einfriermedium mit 10 % DMSO versetzt. Diese Konzentration sollte, wie
Nazarpour et al. (2012) nachgewiesen haben, nicht weit Uberschritten werden, da
DMSO zytotoxisch wirksam ist. Es verhindert beim Einfriervorgang die Schadigung der
Zellen durch das Entstehen spitzer Eiskristalle, welche die Zellmembranen der PBMC
beschédigen wirden. Des Weiteren wurden die Zellen bei langerer Lagerung nach dem
behutsamen Einfriervorgang in Flussigstickstoff gelagert und zu Beginn der Versuche
binnen 10 min. in einem 37° C warmen Wasserbad aufgetaut (Mallone et al. 2011; Ra-
machandran et al. 2012; Nazarpour et al. 2012).

Wie in Kapitel 4.1 beschrieben, flihrte diese VVorgehensweise dazu, dass die Proben
nach dem Auftauen fir die Versuche noch durchschnittlich 93 % vitale Zellen enthiel-
ten, was durchaus gut bis durchschnittlich verglichen mit sehr variablen Ergebnissen
anderer Forschungsgruppen ist. So geben Cox et al. (2005) eine mediane Vitalitat von
86 % (mit groRer Varianz von 24,8 % bis 100 %) bei 11 Laboren an. Mallone et al.
(2011) erreichten 92 — 94 % vitale Zellen bei sehr ahnlichem Vorgehen wie bei dieser
Arbeit.

5.1.7 Monozyten als Forschungsfokus

Monozyten sind — wie in Kapitel 1.2.2.2 erlautert — in allen Bereichen der Atiologie und
Pathogenese des Myokardinfarkts von der Atherosklerose bis hin zur Narbenbildung
involviert (Ghattas et al. 2013; Dutta und Nahrendorf 2015). Sie sind Teil der angebore-

78



nen Immunabwehr und wurden zundchst nur auf ihre Funktionen im Hinblick auf In-
fektgeschehen und Erregerabwehr untersucht. Seit einiger Zeit weil3 man, dass sie eine
entscheidende Rolle bei der sterilen Inflammation — wie z. B. beim Myokardinfarkt —
spielen (Nahrendorf et al. 2010; Frantz und Nahrendorf 2014; Dutta und Nahrendorf
2014). Wie genau die einzelnen Subtypen Einfluss auf den Prozess nehmen, ist bisher
nur unzureichend geklart. Tsujioka et al. (2009) fanden heraus, dass die einzelnen Sub-
typen notwendig sind fiir einen gelungenen Heilungsprozess, aber dass sowohl erhéhte
als auch erniedrigte Zellzahlen klassischer Monozyten nachteilig fiir die Prognose sind
(s. auch Kapitel 1.2.2.4). Auch hier sind genaue Mechanismen und die individuellen
biologischen Funktionen der Subtypen bisher nicht vollstdndig verstanden. Es ist jedoch
auBerst wahrscheinlich, dass ihnen unterschiedliche Rollen in der Homdostase und der
Inflammation zukommen (Ziegler-Heitbrock 2007; Auffray et al. 2007; Nahrendorf et
al. 2007; Zhao et al. 2009). Deshalb wurden die CD-Merkmale der Subtypen in dieser
Arbeit systematisch analysiert und mit Hinblick auf ihre Funktionalitat hin geclustert.

Bei Monozyten handelt es sich um eine hochkomplexe Zellentitat des Immunsystems.
Wong et al. (2011) haben die Genexpressionsprofile der Monozytensubtypen mithilfe
transkriptomischer Mikroarrays herausgestellt und verglichen, Gren et al. (2015) mach-
ten daraufhin eine Einzelzellgenexpressionsanalyse mittels Polymerase-Kettenreaktion.
Beide Studien wiesen eine Vielzahl von exprimierten Oberflachenproteinen nach. So
entstand die ldee, die Oberflachenexpressionsprofile der einzelnen Subtypen darzustel-
len, zu analysieren und zu prifen, ob ein kardiales Infarktgeschehen friihzeitige Aus-
wirkungen auf das Antigenmuster der Monozytenoberflachen hat und es moduliert. Dies
wirde die Chance bieten, dabei eventuell neuartige Biomarker oder pharmakologische
Angriffspunkte zu entdecken, um die Diagnostik und Infarktheilung zu verbessern.
Deshalb entwickelten wir zunéchst eine neuartige Methode, um in einer einzelnen Probe
simultan klassische, intermedidre und nicht-klassische Monozyten separat auf ihre
Oberflachenmarkerexpression hin zu untersuchen. Anschlielend sollte deren Validitét
uberprift und auf gleiche Weise Veranderungen des Expressionsprofils durch die Akut-

phase eines NSTEMI ermittelt werden.
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5.1.8 Durchflusszytometrie und Konzept der Screening-Methode

Die Durchflusszytometrie bietet die Mdglichkeit, in kurzer Zeit groRe Zellmengen zu-
verl&ssig zu analysieren. Je mehr antigengekoppelte Fluorochrome in der Probe im
Durchflusszytometer detektiert werden kénnen, desto hoher ist die aufgezeichnete In-
tensitat. Durch die Antikdrper-Antigenbindung entspricht dies dem Mal3 der Antigenex-
pression. Hier sollten in derselben Messung klassische, intermedidre und nicht-
klassische Monozyten separat untersucht werden, weshalb das herkémmliche Farbepro-
tokoll erweitert wurde. Nach der Inkubation mit den Primér- und Sekundarantikdrpern
wurde ein weiterer Farbeschritt eingebaut, in dem die Zellen mit fluorochromgekoppel-
ten anti-CD14- und anti-CD16-Antikorpern inkubiert wurden. Die entsprechenden An-
tigene dienen anhand der international etablierten Nomenklatur nach Ziegler-Heitbrock
et al. (2010) zur Auftrennung der Monozytensubtypen. Essentiell war zudem, diesen
Farbeschritt erst nach der Anwendung der Primar- und Sekundéarantikdrper durchzufih-
ren, da bei vorheriger Applikation die allgemein fir humane Antikérper sensitiven Se-
kundéarantikorper auch diese binden und so zu falsch hohen Fluoreszenzintensitaten in

der Probe flihren wirden.

Bereits vor der Inkubation mit den Primérantikérpern wurde ein Fc-Rezeptorblock
(Human TruStain FcX™ Fc Receptor Blocking Solution) verwendet. Dieser blockiert
freie Fc-Rezeptoren, um zu verhindern, dass diese unspezifisch Primarantikorper binden
und so falsch hohere Fluoreszenzintensitaten verursachen. Nachteilig kdnnte an diesem
Schritt sein, dass dafur in Folge das Ergebnis einiger zu testender Fc-Rezeptoren falsch
niedrig ausfallt. Der Hersteller BioLegend gibt an, dass die angewendeten Antigenklone
flr die Fc-Rezeptoren CD16 (Klon: 3G8) und CD64 (Klon: 10.1) kompatibel mit dem
Fc-Rezeptorblock seien (BioLegend). Ein Einfluss auf das Ergebnis fiir Fc-Rezeptoren
wie CD23, CD32 (anderer Klon) und CD89 kann jedoch nicht vollstandig ausgeschlos-

sen werden.

Nekrotische Zellen mit defekten Membranen stellen ebenfalls eine relevante Quelle
unspezifischer Antikorperbindestellen dar. Diese wurden mithilfe des LIVEDEAD®
Fixable Dead Cell Stain Kit von der Erfassung der Monozytendaten ausgeschlossen. Sie
beinhalten einen fluoreszenzaktiven Farbstoff, der mit freien Aminen im Zellinneren
und auf der Zelloberflache reagiert. Bei nekrotischen Zellen mit durchlassigerer Memb-

ran binden die Farbpartikel sowohl im Zellinneren als auch an der Zelloberflache und
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flhren zu einer intensiven Fluoreszenz im entsprechenden Laserkanal des Durchflusszy-
tometers. Bei vitalen Zellen binden sie nur Amine auf der Zelloberflache. Hierdurch
entsteht in der Regel ein Intensitatsunterschied um mehr als das 50-fache zwischen le-
benden und abgestorbenen Zellen, weshalb sie bei der Erfassung gut zu unterscheiden

sind.

5.2 Separationsmerkmale der Monozytensubtypen

Im Rahmen der linearen Regression (s. Kapitel 4.3, Abbildung 14) konnte die Methode
auch auf ihre Validitat im Hinblick auf herkdmmliche Subtypenmarker tberprift wer-
den. Bei der Analyse ist CD16 deutlich intermedidren und vor allem nicht-klassischen
Monozyten beim Vergleich mit dem klassischen Subtyp zugeordnet (s. Abbildung 14 a
& b). CD14 ist klar dem intermediéren und vor allem klassischen Subtyp zugeordnet im
Vergleich mit nicht-klassischen Monozyten (s. Abbildung 14 a & c) und stellt sich in-
different dar, also in sehr gleicher Auspragung im Vergleich klassischer mit intermedi&-
ren Monozyten (s. Abbildung 14 b). Somit teilt das Lyoplate™-Screening die Subtypen
zuverlassig nach etablierten Markern ein: klassische Monozyten CD14"*CD16, inter-
medidre Monozyten CD14"*CD16" und nicht-klassische Monozyten CD14"CD16™. Als
weitere Validierung der Methodik wurden zuféllig ausgewéhlte Marker aus den Lyopla-
te™-Versuchen an PBMC-Proben anderer gesunder, junger Manner als Einzelmarker-

farbung gemessen (s. Abbildung 28). Dies lieferte stets kohérente Resultate.

Die Hauptkomponentenanalyse mit allen im Lyoplate™-Screening analysierten Mar-
kern war jedoch zunéchst nicht in der Lage, die Monozyten in die klassifizierten Subty-
pen zu unterteilen (s. Kapitel 4.2, Abbildung 11). Vor allem die HLA-Antigene sorgten
fir eine unsaubere Auftrennung der Subtypen entlang der Hauptkomponenten
(Abbildung 11b). Vor allem HLA-DR wird gerne als Marker verwendet, um CD16-
positive Monozyten von CD16-positiven Natirlichen Killerzellen zu separieren und es
wurde festgestellt, dass vor allem intermedidre Monozyten hohe Konzentrationen daran
exprimieren (Abeles et al. 2012; Appleby et al. 2013). Letzteres ist gut nachzuvollzie-
hen, da die Streuung durch HLA-DR (bezeichneter Pfeil) vorwiegend in den Bereich
des intermedidren Subtyps verweist (Abbildung 11b). Es liegt also nahe, dass diesem
antigenprésentierende Funktionen zukommen. Dies wiesen auch Wong et al. (2011) auf
transkriptioneller Ebene nach.
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Die Gesamtheit der HLA-Antigene in den Proben erschwert jedoch die Auftrennung der
Subtypen, was dadurch erklarbar ist, dass HLA-A, HLA-B und HLA-C (MHC Kilasse I)
von allen Leukozyten und somit auch allen Monozyten exprimiert werden (Choo 2007).
Da das Expressionsprofil an HLA-Antigenen auflerdem, unabhéngig vom Zelltyp, von
Individuum zu Individuum &uBerst verschieden ist (Janeway et al. 2001), eignet es sich
nicht dazu, interindividuelle Vergleiche anzustellen, um funktionell zusammenhéngende
Zellgruppen zu definieren. Durch Ausschluss der HLA-Antigene von der Hauptkompo-
nentenanalyse konnte mit den restlichen 237 Oberflaichenmarkern eine klare Abgren-
zung der drei Monozytensubtypen voneinander erreicht werden (s. Kapitel 4.2, Abbil-
dung 12). Dies bekraftigt die Anwendung eines erweiterten Lyoplate™- Screenings als

valide Methode zur Oberflachenmarkeranalyse von humanen Monozytensubtypen.

5.3 Analogiemerkmale der Monozytensubtypen

Eine derzeit zentrale und noch nicht endgiltig geklarte Frage in der Monozytenfor-
schung ist, ob die drei Subtypen jeweils verschiedene Endpunkte in der Differenzierung
einzelner Progenitorzellen oder unterschiedliche Differenzierungsstadien derselben Zel-
le darstellen. Ziegler-Heitbrock et al. (2010) schlugen in ihrer Nomenklatur der drei
Subtypen vor, intermediare Monozyten als Zwischenstadium in der Differenzierung von
klassischen hin zu nicht-klassischen Monozyten anzusehen. Passend dazu zeigten
Rogacev et al. (2015), dass im Verlauf nach Knochenmarktransplantation mit totaler
Immunsuppression zuerst klassische, dann intermedidre und zuletzt nicht-klassische
Monozyten im Blut nachweisbar wurden. Abschlieende Beweise fur diese Hypothese
gibt es aber nach wie vor nicht (Ziegler-Heitbrock und Hofer 2013; Ziegler-Heitbrock
2015). Im Gegensatz dazu zeigten Mandl et al. (2014), dass im Knochenmark residie-
rende Monozyten phénotypisch dem intermedidren Subtyp am &hnlichsten sind. Sie
proklamierten, dass sich diese in der Blutbahn dann entweder zu klassischen oder zu
nicht-klassischen Monozyten differenzierten.

Auf der Suche nach Zusammenhdngen zwischen den Subtypen wiesen Wong et al.
(2011) einen graduellen Wandel in der Expression von Genen nach, die auf den Reife-
grad der Zelle hinweisen. In ihrer Mikroarraystudie exprimierten klassische Monozyten
Gene, die auf ein antiapoptotisches, proliferatives Stadium hinwiesen. Intermediére und

nicht-klassische Monozyten zeigten beide eine hohe Aktivitat an Differenzierungsge-
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nen, nicht-klassische jedoch zusétzlich Gene, die ein proapoptotisches, antiproliferatives
Stadium indizierten. AuRerdem konstatierten sie einen graduellen Wandel in der Ex-
pression einiger Oberflachenmarker, indem sie die Fraktion der intermedidren Monozy-
ten im FACS weiter untergliederten. Weiter verglichen sie die Anzahl unterschiedlich
exprimierter Gene zwischen den drei Subtypen, bei denen der Expressionsunterschied
mindestens das 1,5-fache betrug. Die Genexpression zwischen intermediéren und nicht-
klassischen Monozyten zeigte sich am &hnlichsten, da nur 249 Gene um mehr als das
1,5-fache differenziell exprimiert wurden (Abbildung 36). Klassische und intermediare

Monozyten sind mit 942 unterschiedlich exprimierten Genen schon deutlich differenter.

Intermediire
942
1554 differenziell expri- 249
mierte Gene . .
Klassische Nicht-klassische

1456

Abbildung 36: Ahnlichkeitsbeziehung der drei Monozytensubtypen auf transkriptioneller Ebe-
ne. Vergleich von 1554 differenziell exprimierten Genen, die zwischen den Subtypen mindes-
tens um das 1,5-fache verschieden exprimiert wurden. Die Zahlen an den Kanten geben die
Anzahl solcher signifikant verschieden exprimierter Gene an. Die L&nge der Linien zwischen 2
Subtypen ist proportional zu dieser Anzahl (angelehnt an Wong et al. 2011).

Im letzten Vergleich weisen klassische und nicht-klassische Monozyten mit 1456 unter-
schiedlich exprimierten Genen die gréRten Differenzen auf. Die Langen der Linien in
der Grafik reprasentieren zur visuellen Verdeutlichung die Anzahl differenziell expri-

mierter Gene.

Die vorliegenden Ergebnisse der Lyoplate™-Versuche bestétigen jene aus den Versu-
chen von Wong et al. (2011). Bei der Auswertung und Veranschaulichung der Daten
wurde, wie in Kapitel 4.3 dargestellt, Spearmans Rangkorrelationskoeffizient verwen-
det, um die Analogien bzw. Differenzen zwischen den drei Monozytensubtypen aufzu-
zeigen. Abbildung 13 dort zeigt als Heatmap die Rangkorrelation. Es ist dabei deutlich
zu erkennen, dass das Oberflachenmarkerprofil von klassischen und nicht-klassischen
Monozyten am wenigsten Ahnlichkeiten zeigt, analog zu den transkiptionellen Untersu-
chungen von Wong et al. (2011). Auf Ebene der Oberflachenmarkerexpression lasst
sich nicht abschliellend klaren, ob der intermedidre Subtyp nun mehr Analogien zum
klassischen oder nicht-klassischen Typ aufweist, aber eine Tendenz der hoheren Korre-

lation mit nicht-klassischen Monozyten l&sst sich hier ebenfalls statuieren.
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Dies ergab auch eine Analyse der Daten mittels linearer Regression (s. Abbildung 14a —
¢ Kapitel 4.3). Ausgewogen zwischen den verglichenen Subtypen exprimierte Marker
befinden sich entlang der Ausgleichsgeraden durch die Punktwolke. Je weiter Punkte
von dieser Linearen abweichen, desto hoher ist der zugehorige Marker auf der Oberfla-
che des jeweiligen Subtyps (x- oder y-Achse) konzentriert. Beim Vergleich klassische
versus nicht-klassische Monozyten ist die Streuung des Dotplots sehr breit, was fur eine
geringe Oberflachenmarkerkorrelation spricht (Abbildung 14a). Im Vergleich klassische
versus intermedidre Monozyten (Abbildung 14b) sind die Punkte deutlich linearer ver-
teilt, aber immer noch weiter verstreut als zwischen dem intermedidren und nicht-

klassischen Subtyp, welche die geradlinigste Korrelation aufzeigen (Abbildung 14c).

Diese Ergebnisse bekraftigen die in Kapitel 1.2.1 genannte Hypothese vorausgegange-
ner Studien, dass intermedidre Monozyten phanotypisch am néachsten mit nicht-
klassischen Monozyten verwandt sind und vermutlich eine Art Differenzierungszwi-
schenstufe von klassischen zu nicht-klassischen Monozyten darstellen (Ancuta et al.
2009; Wong et al. 2011; Gren et al. 2015). Somit konnten in voneinander unabh&ngigen
Studien sowohl auf transkriptioneller Ebene (Wong et al. 2011) als auch bei diesen Ver-
suchen zur Immunphanotypisierung Belege in gleicher Auslegung flr diese Hypothese

gewonnen werden.

5.4 Differenzielle Antigenexpression der Monozytensubtypen

Mithilfe der edgeR-Software konnte aus den Daten ermittelt werden, welche Oberfla-
chenepitope von den jeweiligen Subtypen markant unterschiedlich exprimiert wurden.
In Tabelle 9 im Anhang und auszugsweise in Abbildung 15 (s. Kapitel 4.4) sind diese
Erkenntnisse veranschaulicht. Erwartungsgemal? befinden sich CD14 und CD16 unter
den 30 Markern mit der grofiten Signifikanz differenzieller Expression. Auffallig ist
jedoch, dass CD16 dabei auf Rang 4 und CD14 sogar nur auf Rang 29 liegt. Die inter-
nationale Nomenklatur von Ziegler-Heitbrock et al. (2010) zeigt, dass die Varianz von
CD16 zwischen klassischen, intermediaren und nicht-klassischen Monozyten groRer ist
als die von CD14: klassische Monozyten CD14**CD16", intermedidre Monozyten
CD14"*CD16" und nicht-klassische Monozyten CD14"CD16"". Dies bestétigt das
Rangverhéltnis der beiden Oberflachenmarker untereinander. Die anderen, noch deut-

lich differenzieller exprimierten Marker kdnnten bei Untersuchungen als Erganzung zur
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verfeinerten Kontrastierung der Subtypen zueinander genutzt werden. Klassische Mo-
nozyten werden durch stérkere Expression von 11 dieser 30 differenziellen Epitope de-

finiert, intermedidre nur durch 5 von 30 und nicht-klassische sogar durch 14 von 30.

Im Abgleich mit der umfangreichen Datenbank des Human Leucocyte Differentiation
Antigen Workshop 9 der Organisation Human Cell Differentiation Molecules werden
die meisten der in dieser Auswertung auffalligen Marker bestétigt. Zu CD66a,c,d,e
(CEACAM), CD294 (Prostaglandin-D..Rezeptor), CD71 (Transferrinrezeptor) und
CD271 (Rezeptor des Nervenwachstumsfaktors) gab es darin aber beztglich der Ex-
pression auf Monozyten noch keine Erkenntnisse (Diaz-Ramos et al. 2011). In den Da-
ten der Lyoplate™-Versuche werden diese jedoch eindeutig von Monozyten und beson-
ders vom nicht-klassischen Subtyp exprimiert.

CD66a,c,d,e und CD294 befinden sich bei der Analyse (Abbildung 15) auf Rang 1 und
2, sie sind also die Marker mit der grofiten differenziellen Expression zwischen den
Subtypen. Vorrangig werden sie dabei von nicht-klassischen Monozyten ausgebildet.
Dies passt zu den Aussagen von Wong et al. (2011), die das Gen von CD66d unter den
50 hochst exprimierten Genen nicht-klassischer Monozyten und CD294 als einen Mar-
ker zur eindeutigen Abgrenzung des nicht-klassischen Subtyps von den anderen fanden.
Altere Studien wiesen den Transferrinrezeptor CD71 auf Monozyten vor allem im Aus-
reifungsprozess zu Makrophagen nach (Andreesen et al. 1984; Andreesen et al. 1990).

CD271 ist zum derzeitigen Stand bei Monozyten noch nicht beschrieben worden.

Des Weiteren zeigen die Ergebnisse einige exprimierte Epitope auf, die Diaz-Ramos et
al. (2011) auf Monozyten nicht gefunden hatten. Dazu gehéren CD83 (Antigenprésenta-
tion bei Lymphozyten und dendritischen Zellen), CD104 (Integrin B4), CD8b (T-Zell
MHC-I-Rezeptor), CD140b (platelet-derived growth factor receptor f) und CD10 (Ne-
prilysin) (Diaz-Ramos et al. 2011). CD83 wird typischerweise in Monozyten préfor-
miert und erst im Rahmen der Ausreifung und Differenzierung zu Makrophagen oder
dendritischen Zellen auf der Zelloberflache exprimiert (Cao et al. 2005). Auch CD140b
wird nicht auf Monozyten selbst, sondern erst bei einer spateren Differenzierung zu
Makrophagen ausgebildet (Demoulin und Montano-Almendras 2012). Eine zwar dezen-
te, aber signifikante Expression auf nicht-klassischen Monozyten, wie sie hier festge-
stellt wurde, konnte die Hypothese stutzen, dass diese ein spateres Stadium der Mo-

nozytenmaturation darstellen. Bemerkenswert ist zudem die schwache, aber recht ho-
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mogen nachgewiesene Expression von CD8b in der Fraktion der nicht-klassischen Mo-
nozyten. CD8Db ist spezifisch flr zytotoxische T-Zellen (Watkins et al. 2009). Iwasaki et
al. (2011) konstatierten zum ersten Mal die Entdeckung CD8b-positiver Monozyten. In
ihren Analysen, bei denen sie nur CD14 als Monozytenmarker verwendeten und somit
nicht nach Subtypen unterschieden, wiesen sie nach, dass CD8b jedoch nicht von Mo-
nozyten selbst gebildet wurde, sondern durch Trogozytose auf diese Ubertragen worden
war. Dabei konjugieren Monozyten mit T-Zellen unter bestimmten Bedingungen im
Rahmen von Zell-Zell-Kontakten und es werden Fragmente der Zellmembran samt
Oberflachenantigenen Ubertragen, sodass CD8b in die Zellmembran von Monozyten
gelangen kann (lwasaki et al. 2011). Dies konnte ebenfalls fiir die oben genannte Hypo-
these zur Monozytenreifung sprechen, da die Expression von klassischen ber interme-

didre zu nicht-klassischen Monozyten zunimmt.

Da die Datenauswertung mit der edgeR-Software die differenzielle Expression der
Marker detektiert und in eine Rangfolge bringt, ist es moglich, dass sich insgesamt ge-
ring ausgepréagte Epitope mit grolem Expressionsunterschied zwischen den Subtypen
signifikant hervortun. So ist beispielsweise bei CD10, welches sich auf Rang 28 plat-
ziert (Abbildung 15), nicht auszuschlieRen, dass hier ein Artefakt vorliegt, weil nur eine

Probe im Bereich der nicht-klassischen Monozyten Uberhaupt positiv war.

Dennoch ist es durchaus denkbar, dass seit der Charakterisierung und Definition der
Monozytensubtypen neue Marker auf Monozyten registriert werden, fiur die diese Zellen
zuvor als negativ galten. Denn der intermedidre und der nicht-klassische Subtyp machen
nur etwa 5 % bzw. 10 % der gesamten Monozyten aus (Wong et al. 2011). Somit liegt
es nahe, dass Antigene, die spezifisch von intermedidaren oder nicht-klassischen Mo-
nozyten exprimiert werden, in Studien ohne Auftrennung nach Subtypen nicht auffallen,
da das Expressionsprofil klassischer Monozyten das Ergebnis dominiert. Jockers und
Novak (2006) gaben beispielsweise in ihrer Studie explizit an, dass das Adh&asionsmo-
lekil CD104 auf den von ihnen untersuchten Monozyten nicht exprimiert wurde. Sie
verwendeten jedoch nur CD14 zur Identifikation und Separation der Monozyten und
gliederten diese nicht mit CD16 in Subtypen auf. Die Ergebnisse der vorliegenden Ar-
beit zeigen CD104 erstmals auf nicht-klassischen Monozyten als schwach, aber signifi-

kant gegenuiber den anderen Subtypen exprimiert.
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Bei der Validierung von 13 Markern aus den Screening-Versuchen bestétigten sich die
Ergebnisse (s. Kapitel 4.4.4). Somit ist davon auszugehen, dass die Methode eine tech-

nisch korrekte Analyse der Monozytensubtypen ermdglicht.

54.1 Oberflachenexpressionsprofil klassischer Monozyten

CcD11b

CD15s

Inflammation

/

Adhision f cD38

Klassische Monozyten

CD128b/182

A Chemotaxis CD49%e

CD181

Abbildung 37: Darstellung der Oberflachenmarker klassischer Monozyten nach biologischer
Funktionalitat.

Die bei den Lyoplate™-Versuchen herausstechenden Oberflachenantigene klassischer
Monozyten waren mindestens gegenuber einem der anderen beiden Subtypen signifi-
kant erhoht gemessen worden (s. Kapitel 4.4.1). Anhand ihrer bereits in der Literatur
beschriebenen biologischen Funktionen lassen sie sich in Gruppen einteilen (s. Abbil-
dung 37). Einige Antigene erfullen mehrere nachgewiesene Funktionen, die aber oft
miteinander einhergehen. Mehr als die Halfte der gefundenen Marker dient den Immun-
zellen zur Adhésion und Diapedese. Die Ubrigen entfallen auf Inflammationsfunktionen
wie Chemotaxis, Produktion und Sekretion von Entziindungsmediatoren und Phagozy-

tose.

Passend zu den Ergebnissen von Wong et al. (2011) zeigten die hiesigen Versuche die
Expression der Oberflachenmarker CD1d (Antigenprasentation), CD36 und CD99 als
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von klassischen Monozyten dominiert. Gleiches gilt fir CDw93 (Phagozytose), den
Gren et al. (2015) als fur klassische Monozyten charakteristisch statuierten (s. 4.4.4).

Im Fall von CD1d ist in dieser Untersuchung der Unterschied zwischen klassischen und
intermedidren Monozyten nicht signifikant, aber die Tendenz ebenfalls dieselbe wie in
den Resultaten von Wong et al. (2011). Alle anderen Differenzen sind von hdchster
Signifikanz (s. Abbildung 30). Bei CD9 und CD163 jedoch stimmen die Ergebnisse von
Wong et al. (2011) und den Lyoplate™-Versuchen nicht tberein, da diese Marker hier
bei intermediaren Monozyten héher exprimiert wurden, wahrend Wong et al. (2011) sie
dem klassischen Subtypen zuordneten (s. Abbildung 22 und Abbildung 30). Dies kann
zum einen am moglicherweise unterschiedlichen Gating der beiden Auswertungen lie-
gen und zum anderen daran, dass Wong et al. (2011) eine wesentlich geringere Stich-

probengrolie bei ihrer Untersuchung hatten: n =5 im Vergleich zu n = 11 hier.
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542 Oberflachenexpressionsprofil intermedidrer Monozyten
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Abbildung 38: Gliederung der Oberflachenmarker intermediarer Monozyten nach biologischer
Funktionalitét

Wie zuvor schon fir klassische Monozyten wurden die Ergebnisse zu Oberflachenanti-
genen intermediarer Monozyten ihrer Funktionalitdt nach zur Ubersicht gruppiert (s.
Abbildung 38). Das Antigenprofil stellt sich hierbei als sehr vielféltig dar. Wie bei allen
Monozyten spielen auch beim intermedidren Subtyp Adhésionsmolekiile eine grofe
Rolle. Interessanterweise zeigen sich in anndhernd ausgeglichenem Malie Marker, die
entziindungsfordernd und entziindungshemmend sind. Besonders CD85, aber auch
CMRF-44 und -56 sind in ihrer biologischen Funktion bei Monozyten noch weitestge-

hend unbekannt, somit ist ihre Einordnung nur spekulativ méglich.

Die Erkenntnisse bestétigen die Beobachtungen von Wong et al. (2011), dass intermedi-
are Monozyten CD40, CD54 und HLA-DR am hdéchsten exprimieren (s. Abbildung 19,
Abbildung 20 und Abbildung 24). Es war jedoch auch festzustellen, dass es bei der
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Auspragung der HLA-Antigene grol3e interindividuelle Unterschiede gab. Gren et al.
(2015) wiesen CD74 als vom intermedidren Subtyp am hdchsten exprimierten Marker
nach, was sich in diesen Resultaten ebenfalls widerspiegelt (s. Abbildung 21). Dies
zeugt besonders von hoher Konkordanz der Methodik zur separaten Analyse der Mo-

nozytensubpopulationen in einer simultanen Messung.

Die zuvor bereits aufgezeigte Theorie, dass intermedidre Monozyten eine Zwischenstu-
fe und keinen Endpunkt in der Monozytendifferenzierung darstellen, wird von dieser
Lyoplate™-Untersuchung unter anderem dadurch bekraftigt, dass bei sdmtlichen ent-
weder dem klassischen oder nicht-klassischen Subtyp zugeordneten Antigenen interme-
didre Monozyten stets eine intermedidre Expression aufzeigten (s. Kapitel 4.4.1 und
4.4.3). Weitere, bei Wong et al. (2011) bereits als auf intermedidrem Niveau exprimiert
beschriebene Marker der intermedidren Subpopulation wie CD11b, CD33 und CD64,
bestatigen sich auch hier (s. Abbildung 16 und Abbildung 31).
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543 Oberflachenexpressionsprofil nicht-klassischer Monozyten

CD45RA

CD120b

=

icht-klassische Monozyten

Gmammsion)
Vo

(i)

Chemotaxis

CD66a,c,d,e

Uberleben

Abbildung 39: Darstellung der Oberflachenantigene nicht-klassischer Monozyten nach biologi-
scher Funktionalitat

Auch bei nicht-klassischen Monozyten machen die Zelladhédsionsmolekiile etwa die
Halfte der differenziell exprimierten Antigene aus. Ahnlich wie bei intermediiren Mo-
nozyten zeigt dieser Subtyp sowohl Marker, die proinflammatorisch wirksam sind, als
auch Marker, die antiinflammatorisch wirken (s. Abbildung 39). Insgesamt ist das funk-
tionelle Markerspektrum dieser beiden Subtypen konkordanter als jeweils verglichen
mit klassischen Monozyten. Uber die ebenfalls differenziell ausgepragten Antigene
CD75 und CD244 ist in Bezug auf Monozyten zum Zeitpunkt der Niederschrift zu we-
nig Funktionelles bekannt, um sie konkret einer Kategorie zuordnen zu kdnnen. CD75
ist bisher aus der B-Lymphozytenadhésion, -reifung und -aktivierung bekannt, da es an
CD22 (Siglec-2) bindet, das ausschliel3lich auf B-Lymphozyten vorkommt (Hennet et
al. 1998; Marth und Grewal 2008). Somit l&ge es nahe, dass CD75 auf Monozyten eine
Interaktion mit B-Zellen vermittelt. Zu klaren wére, welchen funktionellen Effekt diese
Zell-Zell-Interaktion hat. CD244 ist ein Rezeptor auf NK mit aktivierender Wirkung auf
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diese, wenn sie an CD48 binden (Chlewicki et al. 2008). Unklar bleibt, wie sich eine

Bindung von CD244 auf Monozyten auswirkt.

Hijdra et al. (2012) stellten in ihrer Studie analog zu den Ergebnissen der vorliegenden
Studie fest, dass nicht-klassische Monozyten unter den drei Subtypen die héchste Kon-
zentration an CD120b zeigten (s. Kapitel 4.4.3, Abbildung 27). Die intrazellulére Sig-
nalkaskade nach einer Bindung von CD120b fihrt zur Aktivierung des NF-«xB. In der
Folge kommt es zu Proliferation, Differenzierung, Zytokinproduktion oder sogar
Apoptose der Zellen (Hijdra et al. 2012).

Ebenfalls wie hier wurde CD294 bei Wong et al. (2011) bereits als ein durch schwache,
aber spezifische Expression auf nicht-klassischen Monozyten auffallender Marker be-
schrieben. Des Weiteren beschrieben sie CD97 (Adhasion) und CD123 (Wachs-
tum/Differenzierung) als vom nicht-klassischen Subtyp dominierte Antigene. Wahrend
die hiesigen Resultate diese Erkenntnis zu CD123 bestétigen, weichen sie bei CD97
etwas ab, da hier intermedidre Monozyten knapp die hochste Expression zeigen (s. Ab-
bildung 32). Wong et al. (2011) hatten jedoch, wie erwéhnt, nur eine StichprobengréRe
von n = 5, die StichprobengréRe hier ist mit 11 mehr als doppelt so groR und liefert so
womdglich konsistentere Erkenntnisse. CD97 wird von vielen Leukozyten exprimiert
und schitzt die Zelle vor Komplement-vermitteltem Schaden (Visser et al. 2002).
CD123 ist die a-Kette des IL-3-Rezeptors und seine Expression wird wahrend der Aus-
reifung von Monozyten langsam eingestellt (Testa et al. 1996). Auf unreifen dendriti-
schen Zellen bzw. plasmazytoiden dendritischen Zellen wird CD123 wieder ausgebildet
(Shi et al. 2008). Dass dieser Marker sich nun vor allem auf nicht-klassischen Monozy-
ten darstellte, kdnnte entweder fir einen friheren Reifezustand oder eine néhere Ver-
wandtschaft dieser Zellen zum dendritischen Zelltypus sprechen.

55 Vergleich der Expressionsprofile von Monozytensubtypen bei Gesun-
den und NSTEMI-Patienten

Zur Klarung der Frage ob mittels Lyoplate™-Screening Antigene aufgedeckt werden
konnen, die spezifisch durch das Erleiden eines NSTEMI auf den Monozytensubpopula-
tionen moduliert werden, sollte zunéchst ein gréltmaoglicher Kontrast geschaffen wer-

den. Hierzu wurden die Screening-Ergebnisse der elf jungen, gesunden, mannlichen
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Probanden mit denen von sechs NSTEMI-Patienten verglichen. Als hierbei signifikant
verschieden exprimierte Marker ergaben sich CD43 (Adhé&sion und Aktivierung), CD45
(proinflammatorische Zytokinsynthese), CD305 (Antiinflammation), CDw329 (Pha-
gozytose und Aktivierung) und SSEA-1 (Adhasion und Migration). Abgesehen von
CD305 spielen alle eine Rolle im Inflammationsprozess und wiirden sich somit gut in
das Bild einer erhdhten Expression im Rahmen eines NSTEMI einfligen. SSEA-1 war
bei Infarktpatienten jedoch in geringerem MaRe ausgebildet als bei Gesunden. Zudem
ist auffallig, dass auBer bei CD43 und SSEA-1 die Unterschiede der MFI zwischen Ge-
sunden und NSTEMI-Patienten bei allen Subtypen jeweils homogen sind, was eher auf

interindividuelle Unterschiede hinweisen wirde.

Die Kontrastierung der NSTEMI-Ergebnisse mit denen gesunder, junger Probanden
barg das Problem, dass der Effekt des Alters nicht ausgeschlossen werden konnte. Des-
halb wurden im Rahmen der Validierung der fiinf Antigene Blutproben von neun dem
Alter der NSTEMI-Patienten entsprechenden Probanden ohne KHK eingeschlossen.
Hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kohorten, somit ist
von einem Effekt des Alters als urséchlich fur die Unterschiede auszugehen. Lediglich
bei SSEA-1 waren die Werte der klassischen Monozyten von NSTEMI-Patienten signi-
fikant (p < 0,05) niedriger als die von gleichaltrigen Probanden (s. Abbildung 34Kk). Ei-
ne erniedrigte Adhé&sionstendenz lieRe sich jedoch pathophysiologisch nicht in Einklang

mit dem Infarktgeschehen bringen.

Somit ist davon auszugehen, dass die Unterschiede, die zwischen den Monozytensub-
populationen festgestellt wurden, z. B. durch Alter oder Medikamenteneinnahme zu-
stande gekommen sind. Tollerud et al. (1989) wiesen nach, dass weder Alter, Ethnie
noch Geschlecht einen Einfluss auf die Zellzahl mononukleérer Zellen gesunder Nicht-
raucher hatten. Die Superoxidanionenproduktion im respiratory burst von Monozyten
wurde jedoch durch Alter und Geschlecht beeinflusst (Alvarez und Santa Maria 1996).
Seidler et al. (2010) konstatierten, dass im Alter die Fraktion nicht-klassischer Monozy-
ten zunimmt, jedoch weniger HLA-DR und Fraktalkin auf ihrer Oberflache exprimiert
wird. Ebenso war die Serumkonzentration an MCP-1 erhéht nachweisbar. Die Ergeb-
nisse dieser Arbeit zeigen weitere Erkenntnisse zu Verédnderungen der Oberflachenanti-
gene bei Monozytensubtypen im Alter auf, da die Differenzen zwischen jungen, gesun-
den Probanden und &lteren Patienten bei den untersuchten Markern grof3tenteils homo-
gen sind (s. Abbildung 34f-k).
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Krumholz et al. (2000) untersuchten den Effekt von Migranemedikamenten auf die
Chemotaxis der Monozyten. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass zwar Metoprolol, Meto-
clopramid, Dihydroergotamin und Sumatriptan die Chemotaxis nicht beeinflussten, ho-
he Dosen an Propranolol und ASS jedoch zu einer signifikanten Inhibierung dieser
wichtigen Zellfunktion fihrten. Auch in der Gruppe der &lteren Probanden ohne Nach-
weis einer KHK nahmen zwei regelméfig, wenngleich in geringen Dosierungen, ASS
ein (s. Tabelle 7). Dass dies die Monozytenfunktion beeinflussen kann, ist nicht ganz-
lich auszuschlieRen. Jaipersad et al. (2013) untersuchten bei Patienten mit stabiler KHK
die Auswirkung eines Statinentzugs auf die Monozytensubpopulationen und einige ihrer
Oberflachenantigene. Sie fanden die Zellzahlen aller Subtypen unbeeinflusst, aber eine
Reduktion der CD184- und CD284-Expression auf klassischen Monozyten. Ein
NSTEMI-Patient und ein Gleichaltriger ohne KHK der Kohorten dieser Arbeit nahmen
Statine regelméRig ein; eine Modulation weiterer, in zuvor genannter Studie nicht getes-
teter Antigene hierdurch wére denkbar.

5.6 Klinische Relevanz und Ausblick

Diese Arbeit sollte das Oberflachenmarkerexpressionsprofil der drei definierten Mo-
nozytensubtypen bei Gesunden und bei NSTEMI-Patienten aufzeigen und vergleichen.
Spétestens seit Tsujioka et al. (2009) ist bekannt, dass den Subpopulationen der Mo-
nozyten sowohl zeitlich als auch funktionell unterschiedliche Rollen im Infarktgesche-
hen zukommen. Da das Krankheitsbild von hoher klinischer und gesellschaftlicher Re-
levanz ist, hat die Forschung auf dem Gebiet Monozytenmodulation durch den bzw.
beim Infarkt besondere Bedeutung, speziell im Hinblick auf die Weiterentwicklung der

Diagnose- und Therapiekonzepte.

Klar ist, dass sowohl zu hohe als auch zu niedrige Monozytenzahlen ungtnstig fir die
Prognose nach einem Herzinfarkt sind. Ob und wie sich jedoch die einzelnen Subpopu-
lationen modulieren lassen, um das Ergebnis zu verbessern, ist noch unbekannt. Eine
Balance und ein genau orchestrierter Ablauf des Auftretens der einzelnen Subtypen ist
von grundlegender Bedeutung, aus der sich neue Therapiestrategien ergeben kdénnen.
Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit l&sst sich eine umfangreiche Analyse der
Oberflachenmarkerexpression der Monozytensubtypen bei jungen, gesunden, mannli-
chen Probanden aufstellen. Der Vergleich mit NSTEMI-Patienten und gleichalten Pati-
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enten ohne nachgewiesene KHK zeigt keine belastbaren Erkenntnisse in der funktionel-
len Unterscheidung zwischen diesen Kohorten.

Deutlich wird jedoch, dass der Ansatz und die Methode, ein modifiziertes Lyoplate™-
Screening flr die drei Subtypen anzuwenden, valide Ergebnisse liefert. So lasst sich die
Antigenexpression der Subpopulationen klar und simultan darstellen. Uberwiegend
stimmen die Erkenntnisse mit denen anderer Forschungsgruppen Uberein. Bei einigen
Antigenen kommen die Ergebnisse dieser Arbeit bei einer oft deutlich héheren Stich-
probengrofie aber zu abweichenden Aussagen. Somit bietet sie eine gute Grundlage, auf
der weitergehende Untersuchungen im Bereich der Monozytensubpopulationen bei
Herzinfarkt gemacht werden kdnnen. Als weiteren Schritt sollte man kiinftig mit dersel-
ben Methode groliere Kohorten vergleichen, die in Alter und Medikamenteneinnahme
genauer Ubereinstimmen. So kdnnten spezifische Epitope bei den Subtypen aufgedeckt
werden, mit denen die Immunreaktion der Monozyten in der sterilen Inflammation en-
ger orchestriert werden konnte. Es ist zudem unklar, ob die bisherige Klassifizierung
der Monozyten in drei Subtypen im Rahmen des Infarktgeschehens ihre Gultigkeit be-
halt, oder ob sich nicht vollig andere Subtypen auftun kénnten. Gren et al. (2015) wie-
sen bereits innerhalb der Monozytensubpopulationen einzelne Zellcluster als Unter-

gruppen mit spezifischen Antigenexpressionen nach.

Direkte klinische Anwendungen lassen sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit nicht
ableiten. Sie bahnen jedoch einen Weg in die systematische Analyse der Subtypen, um
vielleicht eines Tages eine verfeinerte Diagnostik bzw. pharmakologische Modulation

der Monozyten zur Verbesserung der Infarktheilung zu erzielen.
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6 Zusammenfassung

Die Heterogenitat der Monozytensubtypen spielt im Herzinfarktgeschehen eine grof3e
Rolle. Sowohl in der Atherogenese als auch wahrend und nach einem Herzinfarkt sind
Monozyten in die Prozesse der sterilen Inflammation involviert. Ihre Funktionen tben
die einzelnen Subtypen dabei in unterschiedlicher zeitlicher Abfolge aus. Viele Fragen
bezuglich der Pathophysiologie, Koordination und moglichen Modulation in diesem
Zusammenhang sind noch immer ungeklért. Daher ist es notwendig zu untersuchen,
welche genaue Funktion ihnen dabei zukommt und wie man unterstiitzend im Rahmen

der Diagnostik und Therapie in diesen Ablauf eingreifen kann.

Diese Arbeit basiert auf der Hypothese, dass man das Oberflachenmarkerexpressions-
profil der drei Monozytensubpopulationen systematisch, routiniert und zuverléssig an-
hand eines erweiterten Lyoplate™-Screenings erfassen und analysieren kann. Nach der
Erfassung bei Gesunden wurde ein gleiches Vorgehen mit Proben von NSTEMI-
Patienten durchgefuhrt und ihr Profil erfasst. Dann wurden die Erkenntnisse statistisch
ausgewertet und durchflusszytometrisch mittels Einzelmarkerfarbungen unter Hinzu-

nahme von Proben altersentsprechender Patienten ohne KHK-Nachweis validiert.

Die Ergebnisse dieser Studie bei jungen, gesunden Ménnern erwiesen sich als koharent
und valide. Aufgrund der gréRReren Stichprobe waren sie teils detaillierter als in voraus-
gegangenen Studien. Ein Vergleich dieser Ergebnisse mit NSTEMI-Patienten zeigte
Unterschiede auf, die sich jedoch in der Kontrolle mit gleichaltrigen Probanden ohne

KHK nicht widerspiegelten.

Somit ist von einem Einfluss des Altersunterschieds, einer etwaigen Medikation und
weiterer, bisher nicht bekannter Faktoren auf die Monozytenpopulationen auszugehen.
Um weitergehend an klinisch nutzbare Erkenntnisse und Anwendungen zu gelangen,
sollte diese Methode und Vorgehensweise als Protokoll etabliert werden, da es konsis-
tente Ergebnisse liefert. Auf dem Boden dieser Art der Analyse sollten grélRere Kohor-
ten in Alter und in der Medikamenteneinnahme tbereinstimmender Patienten untersucht
werden mit dem Ziel, eine Grundlage fir neue und klinisch relevante Strategien zu ent-

wickeln, die Heilung, Prognose und Lebensqualitdt nach einem Herzinfarkt verbessern.
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7 Summary

Heterogeneity of human blood monocyte subsets has a significant impact on myocardial
infarction. As early as in atherogenesis as well as during and after myocardial ischemia
monocytes are involved in the process of sterile inflammation. Each subset has specific
functions and appears well orchestrated at its own peak on a time scale. Yet many as-
pects about their role in pathophysiology, their coordinated appearance and modulation
remain unresolved. Thus, it is an important field of research to gain further insights to
be able to understand the process better and develop novel strategies in diagnostics and

therapy.

This work is based on the hypothesis that a modified and enhanced Lyoplate™-
Screening-Panel can lead to a systematic, concurrent, repeatable and reliable analysis of
the surface antigen profile of monocyte subsets. At first, samples from healthy young
age-matched males were gathered and monocyte surface antigen profiles obtained. Then
samples from NSTEMI-patients were processed in equivalent manner. Results were
statistically analyzed and chosen markers validated through single-marker stain analysis

(with FACS) in samples of age-matched males without coronary artery disease (CAD).

Results of this study in healthy young male donors are coherent, detailed and highly
valid due to a large sample number. The contrast between these results and the profiles
from NSTEMI-patients at first showed significant deviations. But in comparison with

age-matched donors without CAD these differences could not be observed.

This led to the assumption that age-difference, possible medications or other yet un-
known factors had influence on monocyte subsets. To gain further understanding and
clinical use the presented method should be established as a protocol for trials on a larg-
er scale. The method delivers consistent results so that large cohorts of age-matched
patients with comparable medication could be analyzed to establish a basis for clinical
pathways to improve outcome, prognosis and quality of life after myocardial infarction.
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8 Abkirzungsverzeichnis

Abktirzung Bedeutung

ACE Angiotensin-converting enzyme

ACS Akutes Koronarsyndrom (Acute coronary syndrome)
ADP Adenosindiphosphat

AMP Adenosinmonophosphat

ASS Azetylsalizylsaure

ATP Adenosintriphosphat

BMS Bare-metal stent

BLTR Leukotriene B4 receptor

Ca? Kalzium-Kation

CABG Coronary artery bypass surgery

CAD Coronary artery disease

CCL CC-Motiv-Chemokinligand

CCR CC-Motiv Chemokinrezeptor

CD Cluster of differentiation

CEACAM Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule
CLIP Class ll-associated li-derived peptides

CPT™ Cell Preparation Tubes

CS&T Cytometer Setup and Tracking

CSF Colony-stimulating factor

cTn Kardiales Troponin (Cardiac troponin)

DAMP Danger/Damage-associated molecular patterns
DES Drug-eluting stent

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure (Ethylenediaminetetraacetic acid)
EKG Elektrokardiogramm

FACS Fluorescence-activated cell sorting

Fc Fragment crystallisable

FMO Fluorescence minus one

FSC Forward-scattered light
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H* Proton

Hb Hémoglobin

HDL High density lipoprotein

HLA Humane Leukozytenantigene (Human leukocyte antigen)

Hp Haptoglobin

hsTnT/I hochsensitiver Troponin-T/l-assay

ICAM Intercellular adhesion molecule

ICOS(L) Inducible co-stimulator (ligand)

Ig Immunglobulin

li Invariante Kette

IL Interleukin

K* Kalium-Kation

KHK Koronare Herzkrankheit

LAIR Leukozyten-assoziierter Ig-dhnlicher Rezeptor

LDL Low density lipoprotein

LPS Lipopolysaccharide

MCP Monocyte chemotactic proteine

M-CSF Macrophage colony-stimulating factor

MFI Mediane Fluoreszenzintensitat

MHC Main histocompatibility complex

MMP Matrix-Metalloproteasen

Na* Natrium-Kation

NF-kB Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells

NK Natdrliche Killerzellen

NSTEMI Nicht-ST-Strecken-Hebungsinfarkt (Non-ST-elevation myocardial
infarction)

PAMP Pathogen-associated molecular patterns

PBMC Peripheral blood mononuclear cells

PBS Phosphate buffered saline

PCA Principal component analysis

PCI Perkutane koronare Intervention (Percutaneous coronary interven-
tion)

PE Phycoerythrin

PECAM Platelet endothelial cell adhesion molecule
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PMN Polymorphonukleére Zellen

PRR Pattern recognition receptors

PTCA Perkutane transluminale koronare Angioplastie (Percutaneous trans-
luminal coronary angioplasty)

ROS reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species)

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium

SERCA Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase

Siglec Sialic acid-binding 1g-like lectin

SSEA Stage-specific embryonic antigen

STEMI ST-Strecken-Hebungsinfarkt (ST-elevation myocardial infarction)

TGF Transforming growth factor

TLR Toll-like Rezeptoren

TNF Tumornekrosefaktor

TNFR TNF-Rezeptor

VCAM Vascular cell adhesion molecule

VEGF Vascular endothelial growth factor

VLA Very late antigen

WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation)

Tabelle 6: Abklrzungsverzeichnis
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Klassische (MFI minus Isotyp MFI) Intermediare (MFI minus Isotyp MFI) Nicht-Klassische (MFI minus Isotyp MFI)
Antigen Mittel- Obere | Untere | Mittel- Obere | Untere | Mittel- Obere | Untere
SD SEM | Median SD SEM | Median SD SEM | Median

wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze

CDla 2.6 2.4 0.7 1 7 1 4.2 4.4 1.3 2 14 1 6.9 9.8 29 1 32 1
CD1b 3.8 34 1.0 3 11 1 8.6 12.6 3.8 6 44 1 8.1 11.2 34 3 38 1
CD1d 896.2 335.3 101.1 746 1518 414 857.7 392.8 118.4 783 1714 291 264.1 124.8 37.6 252 533 94
CD2 587.3 223.9 67.5 513 1163 389 586.2 270.8 81.7 545 1307 313 378.2 191.1 57.6 342 902 211
CD3 177.1 1375 41.5 120 445 1 286.1 172.2 51.9 208 668 90 284.1 154.3 46.5 236 687 141
CD4 1030.5 233.8 70.5 982 1503 764 | 1489.3 398.0 120.0 1405 2160 961 | 13935 347.0 104.6 1304 2120 1021
CD4v4 670.0 246.0 74.2 540 1123 387 1022.7 361.8 109.1 906 1608 504 985.5 3525 106.3 843 1716 534
CD5 84.8 95.0 28.7 38 268 1 156.0 110.8 334 123 348 21 128.9 72.8 22.0 118 278 36
CD6 188.0 115.9 34.9 143 487 73 195.4 159.0 47.9 152 622 50 1447 133.8 40.3 110 523 42
CD7 129.5 90.4 27.3 87 359 39 204.5 169.6 51.1 143 634 45 198.0 186.1 56.1 129 700 50
CD8a 314.8 285.4 86.0 246 1126 98 401.2 406.2 1225 319 1576 88 311.1 386.1 116.4 198 1455 72
CD8b 30.7 79.4 23.9 1 263 1 49.7 107.7 32.5 9 367 1 61.1 90.2 27.2 32 327 3
CD9 1358.8 876.5 264.3 1114 3383 443 | 18555 | 11441 345.0 1348 3879 686 702.7 397.1 119.7 490 1632 272
CD10 1.0 0.0 0.0 1 1 1 1.0 0.0 0.0 1 1 1 24 4.5 14 1 16 1
CD1la 17860.3 | 1791.2 540.1 17674 20641 14875 | 29936.2 | 3900.8| 1176.1 29202 36239 23565 | 32159.9 | 3106.8 936.7 31737 37674 28533
CD11b 4829.2 | 15975 481.7 5439 7240 2366 | 2230.5 901.7 271.9 1725 3993 1237 200.0 242.5 73.1 114 878 53
CD11c 7633.6 21454 646.9 6917 11270 4956 | 16921.8 | 4345.2 1310.1 15775 23392 11487 | 15651.2 | 3313.0 998.9 15551 21849 12185
CD13 6400.5| 4200.1| 1266.4 6789 13201 1121 | 6868.9| 4434.3| 1337.0 7348 12511 571 | 4491.8| 29555 891.1 5406 7973 248
CD14 15198.8| 3831.2 1155.1 14756 22352 8482 9501.7 2499.4 753.6 9931 12540 6038 774.0 256.2 77.2 752 1211 355
CD15 150.6 138.4 41.7 119 536 36 82.8 59.8 18.0 113 172 1 69.8 51.0 154 94 125 5
CD15s 270.7 113.7 34.3 254 482 96 75.5 34.3 10.3 71 150 19 15.3 8.5 2.6 16 33 4
CD16 66.5 42.7 12.9 69 139 19| 7487.2 2760.7 832.4 8114 12188 3256 | 19595.1| 70555 | 2127.3 20796 32652 8578
CD18 26259.7 | 10232.4| 3085.2 22660 | 46334 17552 | 36577.9 | 11620.9| 3503.8 33581 58866 25011 | 28110.0| 8350.6 | 2517.8 24417 43162 19595
CD19 8.1 4.8 14 8 16 1 13.8 11.7 35 12 45 2 155 12.9 3.9 11 51 8
CD20 28.1 26.8 8.1 18 89 4 48.6 69.7 21.0 23 245 1 49.1 75.0 22.6 25 268 3
CD21 9.5 11.9 3.6 3 36 1 14.1 18.0 5.4 5 52 1 155 20.2 6.1 4 53 1
CD22 10.7 75 2.3 9 25 3 24.1 16.6 5.0 18 55 1 29.5 21.1 6.4 23 70 1
CD23 7.6 5.6 1.7 6 17 1 42.9 39.1 11.8 32 115 1 15.8 14.9 4.5 10 45 1
CD24 9.2 27.1 8.2 1 91 1 9.6 28.6 8.6 1 96 1 7.8 17.7 5.3 1 59 1
CD25 33.6 35.8 10.8 14 102 2 66.6 67.0 20.2 39 190 7 60.8 65.4 19.7 28 177 5
CD26 51.0 40.5 12.2 29 130 17 71.3 67.3 20.3 34 205 11 70.9 77.9 23.5 28 234 10
CD27 59.2 50.5 15.2 45 192 14 76.5 76.8 23.2 54 288 13 65.8 72.9 22.0 41 278 17
CD28 40.2 25.7 7.8 30 107 17 53.4 41.3 125 35 163 19 48.5 45.3 13.7 31 173 17
CD29 15.0 36.2 10.9 1 122 1 68.2 49.0 14.8 89 121 1 143.0 38.5 11.6 155 181 45
CD30 23.4 19.4 5.8 30 52 1 44.4 35.6 10.7 58 91 1 46.6 38.9 11.7 73 93 1
CD31 7423.4 | 1624.3 489.7 7390 9679 5149 | 9727.8| 3228.6 973.5 9091 15756 5439 | 16275.4 | 2966.0 894.3 15962 21069 12297
CD32 3596.2 627.1 189.1 3610 4828 2590 | 5118.8 626.6 188.9 5338 5765 3460 | 4043.9 587.8 177.2 4129 4814 2662
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Klassische (MFI minus Isotyp MFI)

Intermediare (MFI minus Isotyp MFI)

Nicht-Klassische (MFI minus Isotyp MFI)

Antigen Mittel- sD SEM | Median Obere | Untere | Mittel- D SEM | Median Obere | Untere | Mittel- D SEM | Median Obere | Untere

wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze

CD33 1933.1| 1619.9 488.4 1777 5160 284 | 1466.6 | 11959 360.6 1227 3782 321 907.7 750.7 226.3 679 2184 179
CD34 37.1 25.2 7.6 27 94 12 51.4 31.6 9.5 37 105 20 334 23.9 7.2 27 86 9
CD35 7233.8| 2558.9 7715 7330 11700 3868 | 2877.9| 13421 404.7 2423 6138 1674 | 11515 417.6 125.9 1188 2053 657
CD36 8328.5| 1528.9 461.0 8251 10936 5263 | 5527.5| 15715 473.8 5383 8013 2956 693.5 352.0 106.1 617 1497 269
CD37 306.0 194.3 58.6 264 730 81 860.0 396.1 1194 700 1575 429 862.8 384.0 115.8 842 1546 421
CD38 3316.5 654.4 197.3 3151 4438 2490 | 17344 515.0 155.3 1924 2440 1013 446.1 171.7 51.8 378 771 231
CD39 1327.6 325.0 102.8 1259 2040 915 | 2506.8 7125 225.3 | 2664.5 3863 1102 740.3 398.4 126.0 677 1761 321
CD40 191.8 119.8 36.1 202 419 26| 11879 497.6 150.0 1222 2002 358 886.9 405.5 122.3 892 1663 232
CD4la 1811.8| 1491.1 449.6 1569 5813 379 | 1800.6| 11265 339.6 1572 3814 650 623.1 461.1 139.0 457 1828 223
CD41b 234.5 145.6 43.9 205 561 57 300.5 163.9 49.4 254 536 109 126.8 79.4 23.9 89 304 45
CD42a 474.8 458.7 138.3 401 1665 66 600.1 394.5 119.0 444 1534 191 309.7 297.3 89.6 220 1175 86
CD42b 151.0 165.7 49.9 80 603 27 162.8 1174 35.4 139 439 53 59.5 28.0 8.4 55 99 22
CD43 19453.9| 6076.4| 1832.1 18261 30292 12138 | 26418.1| 8596.3| 2591.9 20963 41081 17163 | 35079.1 | 10173.3| 3067.4 28659 49358 24551
CD44 45633.6 | 9190.2 | 2770.9 42748 67467 36381 | 52049.0 | 8009.1| 24148 52496 68552 39620 | 49265.6 | 7146.2 | 21547 50290 61964 37530
CD45 22008.8 | 10536.2 | 3176.8 15216 37418 12241 | 36207.5 | 15586.3 | 4699.5 27159 60214 20809 | 31732.4 | 122345 | 3688.9 24919 48567 19324
CD45RA 1280.1 432.3 130.4 1274 2102 706 | 3590.2 946.2 285.3 3429 5348 2408 | 15062.5| 3986.0| 1201.8 13934 22901 10772
CD45RB 11759.6 | 44259 | 13345 10946 21317 6929 | 27302.5| 9565.1| 2884.0 24057 47982 17318 | 28530.3 | 10725.4 | 3233.8 25032 50436 16765
CD45R0 6783.3| 2318.4 699.0 7587 10903 4034 | 71458 | 2615.3 788.5 6173 12186 4177 1203.3 363.5 109.6 1192 1801 630
CD46 4072.2 473.6 142.8 4015 5162 3568 | 5291.3 645.2 194.5 5150 6452 4178 | 4531.6 470.9 142.0 4514 5180 3808
CD47 3501.4 | 1559.6 470.2 3339 6189 1419 | 5260.0| 1927.8 581.3 5101 8588 2923 | 6396.3 | 2388.7 720.2 6451 10845 3558
CD48 1088.9 364.7 110.0 1168 1630 374 | 2198.0 546.9 164.9 2334 2867 1042 | 1877.2 466.2 140.6 2036 2393 903
CD49a 59.7 20.7 6.2 56 93 34 43.0 29.3 8.8 40 110 7 23.3 30.2 9.1 7 98 1
CD49%b 1125 48.7 14.7 128 201 49 95.6 44.7 135 102 160 25 32.2 14.1 4.2 27 60 10
CD49c 5.5 4.0 1.2 6 14 1 9.7 8.6 2.6 9 30 1 9.1 10.1 3.0 5 37 1
CD49d 2114.9 779.7 235.1 2060 2976 951 | 6980.3| 14145 426.5 7228 8836 5125 | 6072.3| 1268.9 382.6 6398 7748 4022
CD49%e 4130.2 838.8 252.9 4331 5490 2508 | 2001.7 527.2 159.0 2015 2745 1026 | 1123.2 272.8 82.2 1116 1462 577
CD50 25936.4 | 3895.1| 11744 26392 32381 19994 | 21763.5| 3509.3| 1058.1 20343 29631 18650 | 18300.4 | 3437.8| 1036.5 17332 26909 14584
CD51/61 115 114 35 9 40 1 15.5 17.9 5.4 12 61 1 8.3 11.4 34 3 38 1
CD53 13710.0| 56745 1710.9 11689 23223 5493 | 19147.7| 6168.2| 1859.8 16452 28972 13230 | 16577.9| 5525.1| 1665.9 14024 25389 11553
CD54 2360.2 340.1 102.5 2324 3210 2029 | 6871.8| 1003.2 302.5 7095 8376 5064 | 4971.0 679.3 204.8 4918 6156 3934
CD55 10039.2 | 1551.0 467.7 9633 12871 7754 | 8657.3| 1866.8 562.9 8585 11572 6533 | 6542.6| 18914 570.3 5748 10576 4379
CD56 14.6 13.0 3.9 10 49 3 24.5 25.5 7.7 11 84 2 23.6 24.9 7.5 7 76 3
CD57 15.2 12.9 3.9 14 47 1 26.7 15.3 4.6 22 51 7 21.2 11.8 3.6 19 39 7
CD58 4516.0 300.8 90.7 4623 4845 3847 | 4406.6 404.2 121.9 4448 4981 3647 | 3601.2 321.4 96.9 3567 4152 3080
CD59 1198.8 391.8 118.1 1350 1657 631 | 1047.4 369.3 1114 1212 1494 395 331.0 115.6 34.8 351 480 125
CD61 1808.4 | 1437.1 433.3 1632 5626 391 | 1706.6 998.2 301.0 1611 3492 654 663.5 475.7 143.4 480 1866 238
CD62E 9.5 134 4.0 1 38 1 18.0 24.1 7.3 2 59 1 14.0 18.9 5.7 1 49 1
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Klassische (MFI minus Isotyp MFI) Intermediare (MFI minus Isotyp MFI) Nicht-Klassische (MFI minus Isotyp MFI)
Antigen Mittel- Obere | Untere | Mittel- Obere | Untere | Mittel- Obere | Untere
SD SEM | Median SD SEM | Median SD SEM | Median

wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze

CD62L 107.5 53.8 16.2 111 223 28 93.9 66.8 20.1 75 263 25 76.2 71.2 215 49 265 17
CD62P 241.7 160.5 48.4 248 540 40 283.1 179.6 54.1 253 572 60 1125 90.3 27.2 63 250 20
CD63 5900.4 | 1955.6 589.6 5940 9075 3786 | 5508.1 1866.3 562.7 4845 9241 3271 20325 616.4 185.9 1919 3054 1092
CD64 3018.2 | 11356 342.4 2596 5554 1624 | 1982.9 809.0 243.9 1991 3650 890 485.1 267.0 80.5 436 1006 223
CD66a,c,d,e 24.8 47.3 14.3 2 151 1 5314 248.5 74.9 450 847 203 1085.4 894.2 269.6 479 2604 307
CD66b 7.3 4.6 1.4 6 15 1 10.2 9.9 3.0 7 30 1 7.7 7.3 22 6 26 1
CD66f 2.2 1.9 0.6 1 7 1 4.5 5.7 17 2 20 1 4.5 6.4 1.9 3 23 1
CD69 27.6 19.4 5.8 22 76 9 32.8 23.5 7.1 34 88 9 14.9 12.8 3.9 8 42 3
CD70 1.6 1.2 0.4 1 4 1 6.8 75 2.3 3 24 1 4.7 4.7 14 2 13 1
CD71 74.1 64.1 19.3 55 208 1 433.0 130.8 39.4 435 691 237 518.8 104.4 31.5 516 700 336
CD72 74 5.7 1.7 6 18 1 45.3 215 6.5 49 75 12 19.6 10.5 3.2 19 41 6
CD73 13.9 16.3 4.9 8 58 1 28.4 21.7 8.4 20 104 1 21.5 25.1 7.6 13 91 1
CD74 1145.5 360.2 108.6 1067 1966 742 | 27212 | 11264 339.6 2266 5432 1268 | 1922.2 518.0 156.2 1840 3090 1060
CD75 35 34 1.0 1 11 1 16.6 14.2 4.3 9 44 2 39.7 33.2 10.0 36 122 3
CD77 2.3 1.6 0.5 2 6 1 5.5 5.6 17 2 17 1 4.0 3.7 1.1 3 12 1
CD7% 35 34 1.0 2 11 1 9.5 8.8 2.7 7 25 1 9.4 10.1 3.0 6 29 1
CD80 76.4 21.9 6.6 72 127 50 126.6 34.5 10.4 113 190 89 126.0 40.7 12.3 118 221 84
CD81 987.0 449.4 1355 979 2080 503 | 2320.6| 1076.9 324.7 2230 4789 862 | 2654.6| 1118.8 337.3 2592 5084 951
CD83 1.3 0.5 0.1 1 2 1 12.8 10.0 3.0 13 29 1 19.7 17.2 5.2 11 53 1
CD84 1180.4 360.6 108.7 1068 1731 635| 1136.2 363.9 109.7 1170 1694 583 605.2 213.0 64.2 553 1027 284
CD85 1937.6 809.4 244.1 1852 3743 825 | 61935 1962.7 591.8 6291 10019 2724 | 5443.6| 1799.7 542.6 5186 8789 2919
CD86 2049.3 667.4 201.2 1749 3236 1316 | 3034.0 852.7 257.1 2734 4357 2111 | 2876.8 563.0 169.7 2818 4040 2249
CD87 3580.5| 1058.7 319.2 3204 5172 2074 | 2879.7 914.6 275.8 2764 4189 1771 | 2209.4 626.0 188.7 2062 2966 1478
CD88 90.5 60.5 18.2 86 217 26 293.9 161.1 48.6 236 624 92 404.2 153.4 46.3 370 618 154
CD89 33315 665.2 200.6 3175 4763 2529 | 1477.0 555.7 167.5 1347 2763 773 599.0 506.6 152.7 546 1505 134
CD90 5.2 2.7 0.8 5 11 1 4.9 3.8 1.1 5 12 1 6.4 6.7 2.0 3 20 1
CD91 2899.6 888.6 267.9 2694 4743 1714 45143 | 15479 466.7 4430 8474 2257 | 2290.7 702.1 211.7 2246 3794 1182
CDw93 73155 | 1306.9 394.0 6894 9560 5763 | 4548.8 969.8 292.4 4742 6099 2817 | 1401.6 2735 82.5 1307 1883 914
CD9%4 21.7 6.5 1.9 21 34 12 30.5 10.4 3.1 32 49 12 23.7 9.6 2.9 22 42 9
CD9%6 1732.2 363.8 109.7 1936 2171 1088 | 11594 283.8 85.6 1281 1422 658 | 1139.0 289.9 87.4 1299 1437 603
CD97 8783.1| 4190.5| 1263.5 5625 14094 4496 | 14353.8 | 7063.3| 2129.7 9275 26403 7872 | 13722.3| 5995.7 | 1807.8 9569 23807 7495
CD98 3692.5| 1021.2 307.9 3612 5256 2269 | 4507.5| 1288.1 388.4 4129 6652 2551 3719.0 871.0 262.6 3604 5112 2545
CD99 2524.8 766.9 231.2 2420 3879 1401 | 1028.0 442.0 133.3 1000 1908 371 115.6 37.8 114 112 173 53
CD99R 100.6 30.3 9.1 92 168 72 125.8 27.0 8.1 128 173 89 85.8 15.7 4.7 84 107 62
CD100 262.9 1244 375 256 428 33 625.6 246.0 74.2 659 988 141 698.5 242.3 73.0 639 1130 252
CD102 3091.8 528.5 159.4 3139 3775 1919 | 7638.5 771.0 2325 7789 8775 6111 | 6812.1 673.5 203.1 6875 7827 5824
CD103 17.7 7.3 2.2 16 35 9 24.5 12.0 3.6 25 45 8 16.9 9.9 3.0 13 33 5
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Klassische (MFI minus Isotyp MFI)

Intermediare (MFI minus Isotyp MFI)

Nicht-Klassische (MFI minus Isotyp MFI)

Antigen Mittel- sD SEM | Median Obere | Untere | Mittel- D SEM | Median Obere | Untere | Mittel- D SEM | Median Obere | Untere

wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze

CD105 609.7 270.1 81.4 481 1072 284 | 1038.8 363.5 109.6 877 1566 489 568.3 197.7 59.6 516 987 303
CD106 7.9 3.9 1.2 6 15 4 13.3 7.2 2.2 13 25 2 11.0 7.2 22 10 25 1
CD107a 1154.5 333.3 100.5 1057 1780 658 | 1001.5 235.5 71.0 1100 1295 628 4735 142.1 42.8 398 712 343
CD107b 790.5 275.4 83.0 711 1310 353 707.2 209.4 63.1 722 1001 396 248.2 83.4 25.2 217 388 148
CD108 67.0 57.6 174 29 160 1 445 37.0 11.2 30 104 1 215 14.1 4.3 18 52 3
CD109 1055.6 365.4 110.2 950 1751 531| 11255 366.8 110.6 1056 1802 577 981.1 376.8 113.6 814 1734 556
CD112 11.9 5.9 1.8 10 22 4 19.6 14.4 4.3 13 48 4 15.1 12.6 3.8 12 39 1
CD114 189.1 75.9 22.9 184 288 54 83.0 34.3 10.3 84 123 13 30.6 16.4 49 30 58 5
CD116 299.9 281.3 84.8 229 819 4 3975 376.7 113.6 281 1188 7 316.0 287.2 86.6 249 882 5
CD117 5.2 3.3 1.0 4 11 1 10.5 8.9 2.7 7 25 1 15.5 13.9 4.2 9 49 4
CD118 4.1 2.6 0.8 3 9 1 77 7.3 2.2 5 21 1 4.9 4.6 1.4 3 13 1
CD119 1251.2 351.6 106.0 1244 1786 653 | 1660.9 396.2 119.4 1668 2130 951 | 14215 280.9 84.7 1424 1928 963
CD120a 26.5 8.2 25 24 43 18 37.3 154 4.7 30 63 23 36.5 21.0 6.3 29 70 13
CD12la 7.0 2.7 0.8 7 13 4 11.1 7.0 2.1 10 26 1 9.1 6.9 2.1 7 21 1
CD121b 19.0 11.8 3.6 16 42 5 41.9 31.8 9.6 34 103 6 27.9 20.8 6.3 23 72 4
CD122 11.6 4.0 1.2 10 19 7 19.9 7.6 2.3 19 31 8 13.3 6.0 1.8 12 26 7
CD123 290.7 173.6 52.3 225 570 115 | 12445 842.4 254.0 931 2943 348 | 21859 | 1781.9 537.3 1427 5541 432
CD124 48.4 25.4 77 38 90 18 74.9 35.4 10.7 66 128 23 39.5 22.1 6.7 36 92 13
CD126 121.2 48.5 14.6 112 212 44 191.9 96.8 29.2 180 365 45 141.4 87.8 26.5 129 318 32
CD127 12.0 7.0 2.1 9 28 2 15.0 13.7 4.1 12 50 1 16.7 18.5 5.6 10 68 2
CD128b (CD182) 229.6 102.1 30.8 187 413 106 64.5 47.8 14.4 46 184 16 18.5 15.3 4.6 16 59 6
CD130 3775 106.1 32.0 344 533 193 270.2 104.4 315 242 439 90 108.2 46.3 14.0 105 196 35
CD134 9.4 4.7 14 9 18 1 20.7 14.0 4.2 22 44 4 15.6 9.8 3.0 13 33 2
CD135 52.4 19.9 6.0 53 85 20 32.4 16.4 5.0 34 68 9 12.6 13.7 4.1 8 49 1
CD137 11.2 4.6 14 11 21 3 9.4 8.0 2.4 6 26 1 55 5.9 1.8 3 18 1
CD137 Ligand 7.2 2.9 0.9 7 12 4 15.2 9.2 2.8 17 35 1 10.0 77 2.3 9 22 1
CD138 4.7 25 0.7 5 10 1 8.5 8.7 2.6 6 29 1 6.5 6.4 1.9 6 18 1
CD140a 21.8 35.2 10.6 1 109 1 15.1 20.0 6.0 2 54 1 4.8 4.9 15 2 16 1
CD140b 17.3 335 10.1 1 107 1 24.0 26.3 7.9 17 71 1 40.2 23.8 7.2 36 88 12
CD141 456.6 229.6 69.2 378 879 235 | 1441.0 646.7 195.0 1181 2633 753 | 1167.0 496.8 149.8 1077 2039 428
CD142 36.2 9.9 3.0 35 54 22 47.8 14.8 4.4 47 72 21 26.8 9.3 2.8 28 46 13
CD144 6.6 4.4 1.3 7 16 1 7.3 6.5 1.9 7 20 1 51 4.6 1.4 2 13 1
CD146 4.5 2.1 0.6 5 8 1 8.9 7.1 2.2 8 21 1 6.0 6.5 2.0 5 22 1
CD147 9907.4 | 3078.3 928.2 9500 13705 5831 | 9376.2| 2780.7 838.4 8721 12855 5306 | 8498.5| 2134.1 643.4 8268 11165 5505
CD150 6.3 3.7 1.1 6 14 1 12.6 8.6 2.6 13 31 1 14.8 8.4 25 13 32 4
CD151 480.0 188.7 56.9 511 716 243 697.8 314.8 94.9 853 1066 256 648.4 308.3 93.0 761 1082 184
CD152 14.3 29.2 8.8 1 96 1 114 194 5.9 1 61 1 55 7.1 2.1 1 22 1
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Klassische (MFI minus Isotyp MFI)

Intermediare (MFI minus Isotyp MFI)

Nicht-Klassische (MFI minus Isotyp MFI)

Antigen Mittel- sD SEM | Median Obere | Untere | Mittel- D SEM | Median Obere | Untere | Mittel- D SEM | Median Obere | Untere

wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze

CD153 45.2 25.7 7.8 43 89 9 49.3 28.6 8.6 47 93 3 11.8 7.1 2.1 10 25 1
CD154 8.6 44 1.3 8 18 4 18.4 115 35 17 41 4 16.5 12.3 3.7 10 37 4
CD158a 4.8 3.2 1.0 4 11 1 12.0 6.7 2.0 11 23 2 9.2 4.4 1.3 10 15 2
CD158b 5.9 4.2 1.3 7 14 1 7.4 6.7 2.0 6 20 1 4.9 4.8 1.4 3 14 1
CD161 11.3 4.3 1.3 11 18 4 23.6 9.2 2.8 23 43 9 18.0 9.5 29 20 34 1
CD162 9337.6 | 2603.4 785.0 9290 13453 5398 | 14255.2 | 5059.6 | 1525.5 11770 22827 9178 | 18210.7 | 5449.3| 1643.0 14665 25935 13017
CD163 1432.6 965.0 291.0 1386 3614 45| 2801.6| 1630.1 4915 2635 6467 405 417.0 356.0 107.3 348 1340 87
CD164 2703.5 459.3 1385 2803 3553 1894 | 2965.5 658.2 198.5 2803 4068 2161 | 21145 509.8 153.7 2061 3207 1478
CD165 75.5 42.1 12.7 80 170 27 93.5 50.8 15.3 89 193 32 46.7 24.4 7.4 36 98 18
CD166 433.0 84.4 25.5 416 603 319 287.1 106.4 32.1 233 525 205 156.9 48.5 14.6 137 260 115
CD171 19.0 27.3 8.2 1 89 1 12.8 18.3 5.5 1 53 1 2.9 3.4 1.0 1 11 1
CD172b 2205.0| 1114.2 336.0 2206 4198 31| 1804.2 873.5 263.4 1782 3403 66| 1567.6 746.2 225.0 1552 2750 62
CD177 8.0 4.3 1.3 8 14 2 16.5 8.3 25 17 32 5 11.2 6.7 2.0 10 27 4
CD178 5.9 2.6 0.8 5 12 3 13.9 6.3 1.9 13 26 7 11.3 6.5 2.0 10 21 1
CD180 1071.9 580.1 174.9 900 2165 326 | 2202.7| 1021.8 308.1 2131 4090 589 | 1465.1 626.8 189.0 1439 2438 588
CD181 161.1 57.3 17.3 153 247 71 31.2 22.6 6.8 35 66 3 6.9 6.6 2.0 5 19 1
CD183 8.7 6.1 1.8 9 22 1 19.4 11.7 35 20 49 8 14.4 12.8 3.9 11 49 1
CD184 120.3 72.9 22.0 107 266 36 94.2 55.8 16.8 87 181 26 32.3 14.4 4.3 33 52 10
CD193 25 1.7 0.5 2 6 1 2.8 25 0.7 1 8 1 3.8 3.6 1.1 1 10 1
CD195 45.4 39.6 11.9 42 147 1 341.8 203.4 61.3 318 804 70 56.9 475 14.3 53 187 6
CD196 6.5 5.1 15 6 18 1 135 124 3.7 11 40 1 16.0 16.2 49 10 59 1
CD197 6.2 4.8 15 6 13 1 10.4 7.6 2.3 8 22 1 8.4 6.3 1.9 6 18 1
CD200 28.2 12.3 3.7 25 49 14 24.5 14.5 44 22 55 5 11.6 8.0 2.4 10 28 1
CD205 3947.0| 11647 351.2 3931 6165 1814 | 3140.8 913.1 275.3 3192 4545 1415| 1753.2 497.1 149.9 1677 2613 913
CD206 15.4 4.7 14 15 25 9 27.1 13.0 3.9 23 58 11 18.0 11.7 35 15 42 6
CD209 32.2 10.1 3.0 29 54 21 46.0 23.0 6.9 49 83 10 15.8 8.3 25 15 30 1
CD220 459.5 151.3 45.6 403 685 240 478.0 157.0 47.3 431 754 272 506.9 149.1 45.0 459 731 324
CD221 107.1 38.5 11.6 94 163 45 123.3 43.1 13.0 132 195 43 1229 39.8 12.0 129 184 45
CD226 314.5 135.8 40.9 350 583 133 349.5 139.6 42.1 326 624 179 215.9 82.9 25.0 198 398 107
CD227 128.6 76.2 23.0 128 266 22 295.6 222.9 67.2 207 732 36 165.5 118.0 35.6 154 370 25
CD229 16.3 8.3 25 16 31 3 28.0 19.8 6.0 24 63 5 22.3 16.6 5.0 13 59 7
CD231 1.9 1.3 0.4 1 4 1 45 4.3 1.3 3 13 1 3.3 3.4 1.0 2 12 1
CD235a 3.1 2.6 0.8 3 9 1 2.1 2.7 0.8 1 10 1 4.3 4.7 1.4 1 15 1
CD243 25 1.6 0.5 2 5 1 2.2 2.3 0.7 1 8 1 1.7 1.6 0.5 1 5 1
CD244 509.3 130.5 39.4 488 720 339 | 13457 388.8 117.2 1319 1991 697 | 1697.8 324.2 97.8 1752 2259 1091
CD255 2.2 1.9 0.6 1 6 1 3.0 3.7 1.1 1 13 1 2.1 1.9 0.6 1 6 1
CD268 34.5 9.6 2.9 37 50 18 63.5 19.9 6.0 68 93 31 62.9 19.7 6.0 64 92 33
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Klassische (MFI minus Isotyp MFI) Intermediare (MFI minus Isotyp MFI) Nicht-Klassische (MFI minus Isotyp MFI)
Antigen Mittel- Obere | Untere | Mittel- Obere | Untere | Mittel- Obere | Untere
SD SEM | Median SD SEM | Median SD SEM | Median

wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze

CD271 5.8 33 1.0 5 13 2 42.9 31.9 9.6 32 90 11 40.5 304 9.2 32 111 8
CD273 10.4 6.1 1.8 9 24 3 46.3 24.1 7.3 45 96 17 31.9 14.4 4.3 32 61 14
CD274 17.8 6.2 1.9 19 27 9 71.8 35.8 10.8 69 150 25 49.8 24.1 7.3 49 105 20
CD275 7.8 4.7 1.4 8 16 1 116.1 45.9 13.8 128 193 40 44.1 29.8 9.0 40 110 1
CD278 2.6 2.0 0.6 2 7 1 8.3 5.7 17 8 17 1 8.6 105 3.2 5 35 1
CD279 4.4 3.8 1.2 3 11 1 4.2 5.2 1.6 2 17 1 7.0 11.0 33 2 38 1
CD282 4437.7 1517.1 457.4 3969 6721 2468 | 5318.6| 1653.7 498.6 5293 8082 2900 | 30174 704.2 212.3 3442 3983 2179
CD305 3106.1 | 1120.3 337.8 2719 5005 1548 | 5984.9| 1758.0 530.1 5872 8672 3244 | 39425 893.1 269.3 4099 5280 2140
CD309 9.0 5.0 15 10 14 1 14.5 9.8 3.0 18 34 1 9.2 77 2.3 10 25 1
CD314 135 6.3 1.9 15 25 5 25.4 19.9 6.0 17 65 5 17.7 16.3 4.9 15 60 1
CD321 2776.9 756.3 228.0 2838 3752 1857 | 2275.0 608.6 183.5 2198 3015 1263 | 1551.0 340.2 102.6 1535 2158 813
CDw327 9.0 7.0 2.1 5 22 2 7.0 6.4 19 4 17 1 6.7 7.4 2.2 3 20 1
CDw328 679.9 405.2 122.2 587 1350 285 | 1217.6 591.0 178.2 996 2354 597 600.1 262.8 79.2 550 1090 311
CDw329 5499.5 | 2062.5 621.9 4495 8471 3316 | 5309.5| 1888.6 569.4 4699 7919 3185 | 3259.4| 1012.0 305.1 3315 4680 1920
CD335 7.9 1.7 0.5 8 10 5 11.7 6.1 1.8 10 23 1 12.1 5.5 1.7 11 22 1
CD336 3.3 2.8 0.8 2 9 1 34 25 0.8 3 9 1 3.2 4.5 1.4 1 16 1
CD337 2.9 2.6 0.8 1 7 1 2.8 3.8 12 1 13 1 4.0 4.1 1.2 3 14 1
CD338 1.8 0.9 0.3 2 3 1 1.3 0.9 0.3 1 4 1 1.9 2.0 0.6 1 6 1
CD340 6.6 4.4 1.3 6 16 2 5.9 4.6 14 4 15 1 7.3 6.7 2.0 6 23 1
abTCR 25.1 9.7 2.9 25 44 11 25.2 10.0 3.0 24 40 13 19.8 6.5 1.9 23 26 10
B2-Microglobulin 6978.0 | 2414.3 727.9 7510 11414 2365| 9806.2| 3121.8 941.3 9640 15955 4078 | 73085| 2341.1 705.9 7168 11596 3143
BLTR-1 1699.9 694.4 209.4 1791 2865 466 565.4 295.7 89.2 552 1017 129 60.9 28.0 8.4 50 119 18
CLIP 41.6 36.4 11.0 17 119 12 176.5 130.7 39.4 178 461 21 133.9 79.8 24.1 128 292 42
CMRF-44 7.2 6.0 1.8 5 21 2 37.7 37.3 11.2 21 117 4 13.2 10.8 3.3 10 34 2
CMRF-56 7.1 3.3 1.0 7 15 3 176.1 136.1 41.0 139 457 30 28.1 16.6 5.0 27 55 10
EGF-R 2.0 14 0.4 1 5 1 8.1 9.1 2.8 7 29 1 4.8 5.8 1.8 1 16 1
fMLP-R 1341.7 662.6 199.8 1320 2439 480 | 1665.3 786.9 237.2 1462 3007 707 360.1 249.0 75.1 265 760 79
gdTCR 4.7 2.9 0.9 4 12 2 6.5 3.8 1.1 6 12 1 4.2 35 1.0 3 11 1
HPC 3.9 4.1 1.2 2 12 1 25.7 22.7 6.8 15 74 5 75.6 55.2 16.7 49 173 14
HLA-AB,C 26106.5 | 12637.0| 3810.2 18620 47874 13147 | 33863.5 | 14121.7| 42579 26444 55300 20690 | 26906.6 | 12468.7 | 3759.5 19319 48758 16180
HLA-A2 4785.6 | 5661.1 1706.9 2 13297 1] 50526 | 5974.3 1801.3 14 14183 1| 3595.0| 42245 1273.7 21 9596 1
HLA-DQ 3083.2 790.7 238.4 3040 4467 2249 | 10743.4| 4603.7| 1388.1 8779 18866 6306 | 47015 2376.7 716.6 4106 10537 2335
HLA-DR 10123.7 2792.3 841.9 9254 14125 4068 | 54210.2 | 17272.9 | 5208.0 56833 89071 29133 | 28830.6 | 7698.2 | 2321.1 28457 44297 16088
HLA-DR,DP,DQ 5886.6 | 2076.4 626.1 5898 9519 2922 | 44492.8 | 10739.4| 3238.1| 41072 65465 30247 | 22916.8| 8018.6 | 24177 20802 45457 16530
Invariant NKT 2.3 1.6 0.5 2 6 1 2.6 2.7 0.8 1 9 1 2.6 2.4 0.7 1 7 1
Disialoganglioside 375| 187 56 35 67 11| e85| 738| 223 29| 209 1| 378| aa9| 135 10| 114 1
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Klassische (MFI minus Isotyp MFI) Intermediare (MFI minus Isotyp MFI) Nicht-Klassische (MFI minus Isotyp MFI)
Antigen Mittel- Obere | Untere | Mittel- Obere | Untere | Mittel- Obere | Untere
SD SEM | Median SD SEM | Median SD SEM | Median

wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze wert Grenze | Grenze

MIC A/B 47.9 44.2 13.3 43 128 1 47.4 54.0 16.3 33 164 1 35.0 40.5 12.2 19 137 1
NKB1 5.0 3.2 1.0 4 13 2 11.9 4.5 14 13 18 5 8.4 4.9 15 7 16 1
SSEA-1 1587.3 1528.1 460.7 1666 4960 37 402.3 508.8 1534 210 1675 19 44.2 42.9 12.9 22 127 7
SSEA-4 4.7 3.9 1.2 5 12 1 3.0 2.3 0.7 2 7 1 1.5 1.0 0.3 1 4 1
TRA-1-60 2.9 34 1.0 1 11 1 9.6 11.8 3.6 4 38 1 5.9 7.6 2.3 1 23 1
TRA-1-180 33 4.5 1.4 1 16 1 7.1 9.8 2.9 3 32 1 6.7 9.7 29 3 34 1
Vb23 5.9 4.1 1.2 6 13 1 10.5 8.4 25 8 23 1 10.1 7.8 2.4 8 24 1
Vb8 7.1 2.9 0.9 7 11 1 5.3 4.3 1.3 4 14 1 4.9 34 1.0 5 9 1
CD49f 239.0 1415 42.7 219 495 41 189.7 77.3 23.3 194 286 74 81.7 37.4 11.3 85 161 31
CD104 2.3 4.2 1.3 1 15 1 6.5 9.2 2.8 1 27 1 31.4 40.5 12.2 12 118 1
CD120b 10.6 13.8 4.2 3 39 1 63.1 50.2 15.1 42 187 7 145.8 90.2 27.2 121 319 41
CD132 282.8 159.5 48.1 222 663 112 611.6 279.9 84.4 628 954 224 1034.4 439.6 132.5 1176 1517 358
CD201 9.1 4.0 1.2 10 15 1 14.9 7.8 2.3 16 24 1 20.5 12.3 3.7 17 41 4
CD210 101.8 36.3 11.0 104 155 30 245.4 70.4 21.2 253 369 101 206.1 55.5 16.7 210 282 98
CD212 3.6 4.1 1.2 3 15 1 6.2 5.2 1.6 5 15 1 6.5 4.5 14 6 16 1
CD267 3.1 2.1 0.6 3 7 1 5.3 4.2 1.3 4 12 1 8.3 75 2.3 7 26 1
CD294 4.6 3.8 1.2 4 12 1 50.4 28.8 8.7 49 102 11 373.9 221.7 68.7 335 687 111
CD236 99.6 98.2 29.6 36 246 20 108.9 118.2 35.6 32 305 13 86.3 925 27.9 22 222 11
CLA 4120.4 | 2451.8 739.2 4978 7026 795| 2899.0| 2283.1 688.4 3178 5854 113 557.2 470.7 141.9 787 1136 19
Integrin b7 50.1 25.8 7.8 48 85 7 105.6 65.0 19.6 86 229 29 21.1 15.3 4.6 17 57 5
SSEA-3 34 3.3 1.0 1 9 1 8.0 9.1 2.7 6 32 1 75 7.1 2.1 4 19 1

Tabelle 8: Differenzielle Expression aller Oberflachenmarker auf den Monozytensubtypen im Vergleich. MFI = Mediane Fluoreszenzintensitat, SD = Stan-
dardabweichung, SEM = Standardfehler.
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Rang

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

143

Antigen

CDé66a_c_d_e
CD29%4
CD29
CD16
CD83
CD181
HPC
CD104
CD120b
CD75
CD8b
CD140b
CD275
CMRF-56
SSEA-1
CD15s
BLTR-1
CD11b
CD128b/CD182
CD71
CD271
CD72
CD99
CD70
CD195
CD49%a
CD135
CD10
CD14
SSEA-4
CD171

CD278

logFC inter-
mediate

1.6989936
1.3993198
1.4606713
1.0320674
2.2413317
-0.7565393
1.3494412
1.1661927
1.2051205
1.2529548
0.9235760
0.8193704
1.1984690
1.1841468
-0.4303562
-0.4389910
-0.3110873
-0.2101196
-0.4799586
0.6542934
0.9141301
1.0128932
-0.2537646
1.3318522
0.7125998
-0.2533142
-0.2765683
0.0000000
-0.1450473
-0.4608499
-0.3153984

0.9814618

logFC
non-classical
1.8862213
2.0570037
2.0921862
1.2629606
2.5980639
-1.6861956
1.8745037
2.3311401
1.5860346
1.7332148
1.6425520
1.4969705
0.8548642
0.6931101
-0.9253153
-1.0177774
-0.8186160
-0.7342961
-0.9144468
0.7841515
0.9813612
0.7550479
-0.6867990
1.1866392
0.2379778
-0.8248882
-0.8399966
0.9232806
-0.5116327
-1.3133669
-1.1007059

0.8897405

logCPM

13.03957
12.83223
12.73951
13.40736
12.43826
12.75662
12.66056
12.34005
12.79991
12.56788
12.57536
12.58732
12.78363
12.78475
13.07540
12.92636
13.18954
13.34078
12.90951
13.10840
12.70031
12.67198
13.27111
12.26296
12.94105
12.77472
12.74670
12.03440
13.51074
12.22487
12.33429

12.37760

LR

17.9566236

15.8155142

14.2401875

13.4629644

12.3620935

10.7062365

10.5405651

10.0489081

9.6627326

8.0026812

7.7475136

6.7134051

5.8367149

5.8254027

5.2226076

5.1814560

4.6327092

4.4834294

4.2706603

4.1439368

3.9358438

3.6726385

3.6138107

3.1044225

3.0186056

2.8199121

2.7973397

2.7019756

2.6712947

2.5840434

2.3331759

2.2661041

P-value

0.0001261

0.0003679

0.0008087

0.0011928

0.0020683

0.0047334

0.0051422

0.0065752

0.0079756

0.0182911

0.0207802

0.0348500

0.0540223

0.0543288

0.0734387

0.0749654

0.0986325

0.1062761

0.1182056

0.1259376

0.1397470

0.1594031

0.1641614

0.2117792

0.2210640

0.2441540

0.2469252

0.2589843

0.2629879

0.2747148

0.3114277

0.3220488

FDR

0.0305200

0.0445133

0.0652344

0.0721622

0.1001039

0.1777717

0.1777717

0.1988991

0.2144555

0.4426446

0.4571634

0.7028080

0.9391116

0.9391116

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430



Rang

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64
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Antigen

CLA
CD114
CD45RA
CD36
CD137
TRA-1-60
CD153
EGF-R
CD23
CD273
CD5
CMRF-44
CD79%
CD40
CD89
Integrin_b7
CD117
CD235a
CD123
CD38
SSEA-3
CLIP
CD88
CD267
CD338
CD64
TRA-1-180
CD200
CD231
CD274
CD158a

CD212

logFC inter-
mediate

-0.2158593
-0.3206015
0.1183176
-0.1430753
-0.3732200
0.9844836
-0.0676768
1.0126142
0.7169549
0.6154643
0.4674141
0.6812390
0.7310204
0.3840565
-0.2290067
0.1801389
0.3138733
-0.7789938
0.2429899
-0.1948373
0.7279812
0.4141715
0.2743407
0.3977743
-0.9382326
-0.1529212
0.6796571
-0.1664830
0.8177388
0.4451145
0.5776319

0.4340343

logFC
non-classical
-0.5028278
-0.6159773
0.4299164
-0.4579306
-0.8510046
0.5706390
-0.6220949
0.6543265
0.3323345
0.5700333
0.5351862
0.3199416
0.7745430
0.4065668
-0.4075426
-0.3651271
0.6995687
0.1188140
0.4149517
-0.3955817
0.7241840
0.4600914
0.4500876
0.7726628
-0.3357175
-0.3654595
0.7042099
-0.5353099
0.5505633
0.4063092
0.5308440

0.7183932

logCPM

13.33720
12.94617
13.49395
13.46206
12.47533
12.30378
12.76272
12.27526
12.61389
12.74800
12.94552
12.60009
12.39575
13.24090
13.35554
12.85386
12.50838
12.21062
13.29164
13.36420
12.35448
12.96146
13.10661
12.36607
12.10364
13.36385
12.31203
12.69419
12.23084
12.83997
12.50745

12.35857

LR

2.1083566

2.0467166

2.0431143

2.0311473

1.8744746

1.8192967

1.7938512

1.7917361

1.7905071

1.7851177

1.7023426

1.5792818

1.5574867

1.5096481

1.4560200

1.4371248

1.4033545

1.3845631

1.3789945

1.3596803

1.3398470

1.3290615

1.3186205

1.2784538

1.1943331

1.1564747

1.1270541

1.0944235

1.0887076

1.0829631

1.0810307

1.0772923

P-value

0.3484786

0.3593860

0.3600339

0.3621946

0.3917085

0.4026658

0.4078215

0.4082531

0.4085040

0.4096063

0.4269146

0.4540078

0.4589824

0.4700933

0.4828689

0.4874525

0.4957531

0.5004330

0.5018283

0.5066980

0.5117477

0.5145149

0.5172080

0.5277002

0.5503689

0.5608861

0.5691979

0.5785607

0.5802166

0.5818855

0.5824480

0.5835378

FDR

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430



Rang

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

145

Antigen

CD35
CD150
CD196
CD163
CD49b
CD184
CD45R0
NKB1
CD209
fMLP-R
Disialo-ganglioside
CD22
Vb8
CD243
CD15
CDw93
CD183
HLA-DR_DP_DQ
CD337
CD132
CD77
CD130
CDw327
CD66f
CD178
CD201
CD51_61
CD49%
CD1d
CD59
CD69

CD37

logFC inter-
mediate

-0.2313288
0.2999209
0.3619351
0.0854791

-0.1284172

-0.1478164

-0.0666969
0.5568286
0.0213321

-0.0295969

-0.1039531
0.3102068

-0.5233479

-0.4594241

-0.3471430

-0.1523340
0.4780030
0.2257471

-0.3669663
0.1092136
0.6290919

-0.1627699

-0.3866437
0.5462392
0.4455240
0.1696646

-0.0311136

-0.2035975

-0.0903482

-0.1030430

-0.0103194

0.1829828

logFC
non-classical
-0.3138419
0.5745495
0.5885468
-0.2442645
-0.4144709
-0.4156248
-0.2929837
0.3318281
-0.3950907
-0.3041044
-0.4454681
0.4773558
-0.4390466
-0.7382720
-0.2880581
-0.2764879
0.2775232
0.2192183
0.3129852
0.3046573
0.4858709
-0.3310865
-0.4795456
0.5759336
0.3227801
0.4256723
-0.4434223
-0.2283180
-0.2763966
-0.2713181
-0.3443433

0.2683937

logCPM

13.45012
12.55683
12.52421
13.31599
12.93390
12.93001
13.48533
12.50988
12.77142
13.30058
12.75462
12.66778
12.40222
12.14923
12.93571
13.48087
12.59439
13.65068
12.21673
13.24050
12.26930
13.11837
12.42384
12.23929
12.55850
12.62088
12.46655
13.41750
13.25027
13.28462
12.71596

13.25107

LR

1.0441384

1.0074031

0.9939705

0.9526020

0.9235552

0.9128829

0.9023189

0.8888496

0.8880962

0.8801839

0.8640794

0.8353803

0.7915369

0.7837643

0.7791528

0.7595025

0.7591606

0.7505462

0.7446485

0.7419594

0.7353888

0.7278863

0.6653338

0.6518077

0.6395286

0.6390448

0.6080199

0.6027313

0.6006330

0.5922599

0.5787878

0.5703842

P-value

0.5932916

0.6042897

0.6083620

0.6210765

0.6301625

0.6335341

0.6368893

0.6411930

0.6414346

0.6439772

0.6491836

0.6585663

0.6731625

0.6757837

0.6773437

0.6840316

0.6841485

0.6871016

0.6891307

0.6900579

0.6923287

0.6949307

0.7170090

0.7218746

0.7263202

0.7264959

0.7378535

0.7398072

0.7405838

0.7436908

0.7487172

0.7518698

FDR

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430



Rang

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127

128

146

Antigen

CD19
CD244
CD108
CD100
CDla
CD73
CD107b
CD197
CD3
CD166
CD57
CDA49f
CD177
CD144
CD49d
CD141
HLA-DR
CD134
CD140a
gdTCR
CD85
CD62P
CD25
CD146
CD279
Vb23
CD24
CD81
CD154
CD31
CD39

CD210

logFC inter-
mediate

0.2330064
0.1252840
-0.2759074
0.1471950
0.3406806
0.3635662
-0.0937982
0.3904812
0.1711415
-0.1779786
0.3121979
-0.1065448
0.3591475
-0.1762394
0.1384888
0.1721338
0.1605114
0.3239743
0.0421661
0.1227415
0.1310120
-0.0175532
0.2519110
0.2855905
-0.2762535
0.2929197
-0.0349480
0.0874746
0.2852531
-0.0365203
0.0239743

0.1768979

logFC
non-classical
0.4216703
0.2588339
-0.3124319
0.2639110
0.5365753
0.2742232
-0.2525284
0.3537053
0.2657288
-0.2465937
0.2938278
-0.2686074
0.2209479
-0.4280954
0.2012026
0.2148945
0.1639735
0.2771851
-0.3557145
-0.2900373
0.1958477
-0.2256160
0.2584223
-0.0778153
0.1545311
0.3468025
0.4107410
0.1985313
0.2835004
0.1306431
-0.1593733

0.2180346

logCPM

12.58222
13.33337
12.76620
13.22137
12.25901
12.63406
13.23876
12.46513
13.10136
13.15108
12.68975
13.05629
12.58818
12.39797
13.50294
13.30742
13.68284
12.62133
12.37481
12.38691
13.48902
13.06893
12.78625
12.40650
12.30208
12.48642
12.15233
13.39321
12.61910
13.59677
13.35008

13.08355

LR

0.5673188

0.5670689

0.5208820

0.5200736

0.4974119

0.4925438

0.4896568

0.4689753

0.4661958

0.4597935

0.4512269

0.4469533

0.4284071

0.4214363

0.4208207

0.4168371

0.4151924

0.4090051

0.4054251

0.3995845

0.3903285

0.3850896

0.3695371

0.3691611

0.3665548

0.3662020

0.3594310

0.3584206

0.3564537

0.3530891

0.3369527

0.3360073

P-value

0.7530231

0.7531172

0.7707116

0.7710232

0.7798092

0.7817096

0.7828389

0.7909760

0.7920760

0.7946156

0.7980265

0.7997336

0.8071841

0.8100023

0.8102517

0.8118672

0.8125351

0.8150527

0.8165129

0.8189009

0.8226995

0.8248574

0.8312967

0.8314530

0.8325372

0.8326840

0.8355079

0.8359301

0.8367526

0.8381614

0.8449512

0.8453507

FDR

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430



Rang

129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159

160

147

Antigen

CD41la
CD161
MIC_A/B
CD309
CD63
CD30
CD61
CD137_Ligand
CD42b
CD107a
CD268
CD1b
CD45RB
CD336
CD121b
CD49c
CD102
CD162
CD43
CD54
CD96
CD90
CD205
CD41b
CD158b
CD118
CD47
CD340
CD33
CD193
CDl11lc

CD255

logFC inter-
mediate

-0.0593065
0.2907838
-0.2760249
0.1728368
-0.0853376
0.2273824
-0.0672032
0.2576429
0.0039626
-0.0996224
0.1396467
0.2867093
0.0481818
0.0492537
0.2269406
0.2427449
0.0765450
-0.0133109
-0.0316692
0.1055212
-0.1525538
-0.2875497
-0.1134668
0.0000558
-0.0339879
0.2167844
0.0004066
-0.2703576
-0.1165447
-0.0239337
0.0462095

0.2164253

logFC
non-classical
-0.1948162
0.1581369
-0.1813461
-0.1376448
-0.1715447
0.2419908
-0.1813528
0.0143606
-0.1888514
-0.1771733
0.2194504
0.3127915
0.1386729
-0.3005035
0.1535128
0.2677753
0.1438635
0.1099359
0.0938876
0.1388824
-0.0720220
-0.2127741
-0.1325438
-0.1506988
-0.2740784
-0.0556043
0.1169210
-0.1145898
-0.1351138
0.2723400
0.1218856

-0.1143139

logCPM

13.33402
12.67099
12.69474
12.52610
13.49048
12.71397
13.33574
12.54582
12.98850
13.30077
12.89314
12.33990
13.66369
12.23827
12.74533
12.45038
13.52797
13.62001
13.68710
13.50241
13.36128
12.37371
13.44917
13.09376
12.37237
12.35944
13.50939
12.42893
13.32464
12.22601
13.61532

12.16595

LR

0.3320991

0.3201126

0.3147209

0.2932871

0.2925171

0.2824304

0.2820117

0.2723745

0.2710606

0.2590344

0.2464508

0.2407609

0.2360841

0.2309161

0.2229031

0.2178328

0.2135968

0.2128125

0.2117466

0.2093679

0.2090965

0.2063597

0.2007839

0.1930382

0.1903092

0.1892430

0.1889294

0.1859572

0.1844077

0.1827589

0.1716150

0.1676910

P-value

0.8470043

0.8520958

0.8543960

0.8636018

0.8639343

0.8683024

0.8684842

0.8726792

0.8732527

0.8785195

0.8840644

0.8865831

0.8886587

0.8909579

0.8945347

0.8968054

0.8987069

0.8990593

0.8995386

0.9006091

0.9007313

0.9019648

0.9044828

0.9079926

0.9092323

0.9097172

0.9098598

0.9112130

0.9119192

0.9126713

0.9177709

0.9195733

FDR

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430



Rang

161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191

192

148

Antigen

CD62L
HLA-DQ
CD138
CD80
CD1la
CD62E
cD84
CD165
cD321
CD48
cD9
cD87
CD206
CD122
CD50
CD74
CD124
CD106
CD55
CD127
CD314
CD227
cD21
CD142
cD97
CD20
CD13
CD147
CD44
CD335
CD4v4

CD172b

logFC inter-
mediate

-0.1336476
0.1207969
0.1726692
0.0795980

-0.0027767
0.2383523

-0.0820978

-0.0012234

-0.1094843
0.0659784

-0.0098059

-0.1127684
0.1603831
0.1781947

-0.0989637
0.0828608
0.0809943
0.1858899

-0.0985266

-0.1178100
0.1440897
0.1294657
0.0454157
0.0238180

-0.0001651
0.0113196

-0.0806174

-0.0821171

-0.0567228
0.0541587
0.0144687

-0.0937614

logFC

non-classical

-0.1537003

0.0711164

-0.0678442

0.1585242

0.0930986

0.2028134

-0.1300063

-0.1417217

-0.0938175

0.1220118

-0.1129347

-0.0734456

0.0185662

0.0623802

-0.0384583

0.1115421

-0.0669309

0.1113006

-0.0593370

0.0595730

-0.0041613

0.0600023

0.1897728

-0.1156553

0.0817906

0.1360118

-0.0835399

-0.0098872

0.0220002

0.1616859

0.0921967

-0.0348836

logCPM

12.96052
13.52033
12.40784
13.01353
13.68941
12.38017
13.31534
12.92663
13.41931
13.38683
13.33420
13.45084
12.70673
12.65486
13.67217
13.39790
12.88101
12.56373
13.57189
12.59498
12.65761
13.05817
12.45385
12.82997
13.60235
12.75194
13.49031
13.58139
13.75007
12.57182
13.30671

13.36976

LR

0.1583374

0.1544131

0.1530612

0.1478139

0.1472762

0.1465754

0.1448046

0.1381486

0.1338407

0.1331952

0.1310813

0.1293768

0.1272885

0.1235188

0.1218702

0.1205568

0.1126368

0.1113161

0.1095655

0.1095612

0.1094764

0.1078385

0.1036089

0.1029959

0.1013968

0.0974581

0.0915506

0.0899633

0.0867566

0.0867390

0.0821453

0.0813141

P-value

0.9238840

0.9256986

0.9263246

0.9287581

0.9290079

0.9293334

0.9301566

0.9332573

0.9352697

0.9355716

0.9365610

0.9373595

0.9383388

0.9401090

0.9408843

0.9415024

0.9452381

0.9458625

0.9466908

0.9466928

0.9467330

0.9475086

0.9495145

0.9498056

0.9505653

0.9524391

0.9552566

0.9560150

0.9575491

0.9575575

0.9597594

0.9601583

FDR

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430



Rang

193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223

224

149

Antigen

CDw329
CD2
CD112
CD220
CD86
CD229
CD45
CD180
CD6
CD58
CD236
CDh7
CD4
CD42a
HLA-A2
CD34
CD53
CD103
CD221
CD120a
CD226
CD151
CD121a
CDw328
CD56
CD109
CD46
HLA-A B C
CD164
CD305
abTCR

CD98

logFC inter-
mediate

-0.0790319
-0.0781903
0.1197243
-0.0635461
-0.0016326
0.1238818
-0.0031713
0.0713242
-0.0866679
-0.0784216
-0.0965640
0.0346030
-0.0035524
0.0333848
0.0281925
0.0547202
-0.0201942
0.0509797
-0.0322976
0.0510507
-0.0431328
0.0004137
0.0994459
0.0597759
0.0461144
-0.0595162
-0.0309351
-0.0356973
-0.0590014
0.0387542
-0.0684262

-0.0410461

logFC

non-classical

-0.0741366

-0.0957569

-0.0156252

0.0358074

0.0771115

0.1208187

0.0666747

0.0848657

-0.0946023

-0.0272374

-0.0920754

0.0986120

0.0695352

-0.0531843

0.0951525

-0.0508355

0.0442768

-0.0595691

0.0522558

0.0961564

-0.0767627

0.0622294

0.0010275

0.0003763

0.1039605

-0.0053452

0.0290525

0.0165717

-0.0350256

0.0573475

-0.0843665

0.0140265

logCPM

13.50338
13.23331
12.62681
13.22958
13.44275
12.70355
13.69389
13.36608
13.06200
13.49885
12.90579
13.05497
13.35882
13.18771
12.99083
12.82206
13.63850
12.70263
13.02338
12.80760
13.15447
13.24964
12.52169
13.28666
12.63939
13.33043
13.50998
13.69175
13.44216
13.49503
12.74655

13.48982

LR

0.0810951

0.0803343

0.0800284

0.0785965

0.0783479

0.0771949

0.0770233

0.0725100

0.0703297

0.0655633

0.0628249

0.0624184

0.0602210

0.0559707

0.0549158

0.0527256

0.0512963

0.0486428

0.0445454

0.0417236

0.0412788

0.0403347

0.0399880

0.0398986

0.0384439

0.0376901

0.0375204

0.0355946

0.0343699

0.0341635

0.0337927

0.0335491

P-value

0.9602635

0.9606289

0.9607758

0.9614639

0.9615834

0.9621380

0.9622205

0.9643944

0.9654463

0.9677498

0.9690758

0.9692728

0.9703383

0.9724026

0.9729157

0.9739817

0.9746780

0.9759720

0.9779735

0.9793543

0.9795721

0.9800346

0.9802046

0.9802484

0.9809616

0.9813314

0.9814147

0.9823601

0.9829619

0.9830633

0.9832456

0.9833654

FDR

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430



Rang
225 CD18
226 CD119
227 CD282
228 CD152
229 CD32
230 CD105
231 CD66b
232 b2microglobulin
233 CD9%4
234 CD91
235 CD126
236 CD27
237 CD116
238 CD28
239 CD99R
240 Invariant_NKT
241 CD8a
242 CD26

logFC inter-
mediate

-0.0271938
-0.0170839
-0.0430828
0.0704149
-0.0141077
0.0451846
-0.0488101
-0.0181632
0.0622528
0.0001392
0.0393348
-0.0050758
0.0081653
0.0111640
-0.0029350
-0.0519936
-0.0242384

-0.0037390

logFC

non-classical

0.0232258

0.0404147

-0.0502881

-0.0502251

0.0314405

0.0043726

-0.0811031

0.0211744

0.0322653

-0.0321024

0.0211383

0.0333696

0.0345292

0.0388918

-0.0309029

0.0037164

-0.0188872

0.0148482

logCPM

13.70010
13.37156
13.49410
12.29690
13.49936
13.27821
12.45883
13.56351
12.76241
13.46107
13.04821
12.89313
13.09939
12.85108
13.00921
12.18840
13.14752

12.86381

LR

0.0319692

0.0314360

0.0299577

0.0287095

0.0223254

0.0206990

0.0174539

0.0170185

0.0169045

0.0133661

0.0097899

0.0089810

0.0085504

0.0077154

0.0068182

0.0059696

0.0045748

0.0019149

P-value

0.9841425

0.9844049

0.9851328

0.9857478

0.9888994

0.9897039

0.9913110

0.9915269

0.9915834

0.9933392

0.9951170

0.9955196

0.9957339

0.9961497

0.9965967

0.9970197

0.9977152

0.9990430

FDR

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

0.9990430

Tabelle 9: EdgeR-Analyse der Monozytensubtypen basierend auf den Werten klassischer Mo-
nozyten. FC = Fold change, CPM = Counts per million, LR = Long Range, FDR = False dis-

covery rate.
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