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Einleitung

Definition und Klassifizierung des akuten Koronarsyndroms (ACS)

In Deutschland fithren kardiovaskuldre Ereignisse und Erkrankungen mit ca. 40% die
Liste der hédufigsten Todesursachen an (Statistisches Bundesamt, 2015). Neben der
koronaren Herzkrankheit (KHK) ist auch der akute Myokardinfarkt zu nennen. Die
Situation in Deutschland ist reprisentativ fiir die der westlichen Industrienationen, in
denen kardiovaskuldre Erkrankungen einen Anteil von 50% an der Gesamtzahl der
Todesursachen ausmachen (WHO, 2013). Dariiber hinaus wird erwartet, dass die
kardiovaskuldre Erkrankungen ab 2020 auch in den Schwellenldndern zu den fithrenden

Todesursachen zéhlen werden (Achenbach and Hamm, 2012).

Die Lebenszeitpravalenz fiir das Auftreten einer KHK ist fiir Ménner doppelt so hoch wie
fiir Frauen und belduft sich auf 30%. Bei Frauen liegt sie bei 15%, wobei die Inzidenz
mit dem Alter bei beiden Geschlechtern steigt. Dabei manifestiert sich eine KHK initial
in der Hilfte der Félle in Form eines akuten Koronarsyndroms (ACS). In 40% der Fille
tritt eine Angina pectoris auf und in bis zu 10% der Félle versterben die Patienten akut an

einem plétzlichen Herztod (Herold, 2015a).

Das klassische Leitsymptom des ACS ist der retrosternale Brustschmerz. Dieser wird von
Patienten als Enge- bzw. Druckgefiihl im Bereich des Thorax wahrgenommen. Die
jéhrliche Prdvalenz an Patienten, die aufgrund von Brustschmerzen einen Arzt
konsultieren, belduft sich in Deutschland auf 1 — 2%. Bei diesem Kollektiv kommt in der
Mehrzahl der Fille eine extrakardiale Ursache als Ausldser in Betracht. Lediglich in 20 —
30% der Fille, in denen sich Patienten mit Brustschmerz in der Notaufnahme vorstellen,

liegt ein ACS vor (Leick et al., 2011).

Bei dem ACS werden folgende zwei Gruppierungen unterschieden:

1. ST-Hebungsinfarkt (STEMI)



2. Akutes Koronarsyndrom ohne ST-Hebung (NSTE-ACS): Nicht-ST-
Hebungsinfarkt (NSTEMI) und instabile Angina pectoris (IAP)

Von den 20 — 30%, die sich mit einem akuten kardial bedingten Brustschmerzereignis in
der Notaufnahme vorstellen, handelt es sich in 5 — 10% der Félle um einen STEMI, in 15
— 20% der Fille um einen NSTEMI und in 10% der Fille um eine instabile Angina
pectoris (Roffi et al., 2015). Im weiteren Verlauf liegt das Hauptaugenmerk auf dem
NSTEMI. Der STEMI wird aufgrund der differentialdiagnostischen Relevanz kurz
beleuchtet.

Bei einem STEMI handelt es sich definitionsgemd3 um einen Myokardinfarkt, der im
Elektrokardiogramm (EKG) mit einer Elevation der ST-Strecke einhergeht, welche eine
Persistenz von mindestens 20 Minuten nicht unterschreitet (Roffi et al., 2015). Dabei
besteht ein totaler Verschluss eines oder mehrerer Koronargefile, sodass
Kardiomyozyten aufgrund einer akuten myokardialen Ischdmie nekrotisch werden.
Klinisch présentiert sich der Patient mit entweder einem neu aufgetretenen, einem
prolongierten oder einem intensivierten Angina-Pectoris-Anfall. Antianginosa (Nitrate,
Calcium-Antagonisten etc.) fithren zu keiner deutlichen Verbesserung der Symptomatik.
Das klinische Erscheinungsbild stellt in Zusammenschau mit dem EKG-Befund einen
Notfall dar, der eine sofortige Therapie erforderlich macht. Ziel ist dabei die Reperfusion

des betroffenen Gefilles.

Im Gegensatz zu diesen eindeutigen Kriterien zeichnet sich das NSTE-ACS durch eine
Vielzahl von Verdnderungen der ST-Strecke im EKG aus. Selbst bei einem
physiologischen EKG-Befund kann ein NSTE-ACS nicht immer sicher ausgeschlossen
werden. Die Variationen der ST-Strecken schlieen folgende Erscheinungen ein: Sehr
hiufig sind dynamische Verdnderungen der ST-Strecke, die eine Senkung umfassen
konnen. Dariiber hinaus kann es zu einer T-Wellen Negativierung kommen. Die beiden
EKG-Verdnderungen sind Zeichen fiir das Vorliegen einer Ischdmie. Dabei ist neben der
Anzahl der Ableitungen mit ST-Strecken Senkungen auch deren Ausmal} von grofer

Bedeutung, da dieses unmittelbar mit der Ausdehnung und der Schwere der Ischimie



korreliert (Achenbach and Hamm, 2012). Nichtsdestotrotz weist das EKG in ca. ein

Drittel der Fille keine Pathologien auf.

Neben dem EKG bedarf es jedoch weiterer Diagnostik, um das NSTE-ACS weiter zu
differenzieren. Hierbei hilft die Bestimmung von kardialem Troponin. Kommt es im
Verlauf nach einem kardialen Ereignis zu einem dynamischen Anstieg des kardialen
Troponins ohne wesentliche ST-Strecken-Hebung, handelt es sich um einen Nicht-ST-
Hebungsinfarkt. Ursdchlich ist in den meisten Féllen ein inkompletter Verschluss eines
Koronargefdf3es. Bei einer AP hingegen kommt es zu keinem Anstieg des Troponins liber

den Schwellenwert hinaus (Schofer et al., 2014).

Das klinische Bild eines NSTEMI-Patienten ist oftmals genauso variabel wie dessen EKG.
Es reicht von einem weitestgehend beschwerdefreien Patienten bis zu Patienten mit einer
akuten kardialen Dekompensation, dessen Folge eine hamodynamische Instabilitdt sein
kann. Dazwischen existieren vielféltige atypischen Symptome: Dazu zdhlen u.a. eine
stark ausgeprdgte vegetative Symptomatik (Palpitationen, Herzrasen, innere Unruhe,
Ubelkeit, Schwindel, etc), die Ausstrahlung von Schmerzen in das Epigastrium oder
Synkopen. Kombinationen dieser Symptome sind insbesondere bei sehr jungen (25 — 40
Jahre) als auch sehr alten Patienten (>75 Jahre) zu finden (Canto et al., 2002). Ebenso
wurde eine zunehmend atypische Symptomatik bei Frauen, niereninsuffizienten und
dementen Patienten beobachtet (MacKay et al., 2011). SchlieBlich handelt es sich bei 20%
der Infarkte um stumme Infarkte ohne jegliche Symptomatik. Diese treten insbesondere
bei Patienten mit Polyneuropathien im Rahmen eines Diabetes mellitus auf (Herold,
2015b). Aufgrund der hohen Variabilitdt spielt die individuelle Risikostratifizierung
insbesondere bei einem NSTEMI eine entscheidende Rolle bei der weiteren
Therapieplanung. Therapeutische Malnahmen bewegen sich dementsprechend zwischen
den Extremen einer zeitnahen invasiven Intervention bis hin zu einem konservativen

Prozedere.

Bei dem hier besprochenen ACS wurde eine Plaqueruptur als ursidchlich angesehen. Diese
stellt im Rahmen der klinischen Klassifikation der verschiedenen Infarkttypen lediglich

einen Typus dar. Bei dem hier beschriebenen Typ I handelt es sich um den am haufigsten



auftretenden Typus. Der Vollstidndigkeit halber sind in Tabelle 1 weitere Ursachen fiir
einen Myokardinfarkt aufgefiihrt. (Schofer et al., 2014).

Infarkttyp Ursache
ool Ischdmisches Ereignis, das zu einem spontanen MI fiihrt
yp . .
(Plaqueruptur, Dissektion etc.)
Bedingt durch eine Ischdmie, die zu einem verminderten
Ton TI Sauerstoffangebot bzw. zu einem erhohten Sauerstoffverbrauch
yp . . .
fiihrt (Koronarspasmus, Andmie, Koronarembolie, Arrhythmie
etc.)
Typ 11 Plotzlicher Herztod
a) MI im Rahmen einer minimal invasiven, kardialen
Typ IV Intervention
b) MI als Folge einer Stentthrombose
Typ V Myokardinfarkt im Verlauf einer CABG

Tabelle 1: Klassifikation der verschiedenen MI-Typen (Paiva et al., 2015)

Pathogenese des ACS

Die fortschreitende Atherosklerose der Koronarien im Rahmen einer KHK ist die
héufigste Ursache fiir einen Myokardinfarkt (Leick et al., 2011). Bei einer Atherosklerose
handelt es sich um einen chronischen, inflammatorischen Prozess des Endothels (Libby,
2002). Initial kommt es im Bereich des Endothels zu einer Dysfunktion. Dadurch ist
dieses adhdsiver, sodass sich vermehrt Zellen an der GefdBwand ablagern. Neben
Thrombozyten sind hier vor allem Monozyten zu nennen. Letztere verlassen das
GefidBsystem, wandern in die Tunica media, entwickeln sich zu Makrophagen und sind

wesentlich an der Entstehung von Plaques beteiligt.



In Abhéngigkeit von der Anzahl der stenosierten Gefia3e handelt es sich um eine 1-, 2-
bzw. 3-GefdBlerkrankung. Des Weiteren wird der Grad der Stenose beurteilt. Eine
signifikante Stenose besteht bei einer Verminderung des Koronardurchmessers von 50 —
74%. Besteht eine Obstruktion > 75%, wird diese als kritische Stenose bezeichnet (Herold,
2015a). Der Grad der Stenose entscheidet iiber das Ausmal3 der Koronarinsuffizienz distal
der Engstelle. Wenn es im Verlauf einer Atherosklerose der Koronarien zu einer
Plaqueruptur kommt, kann der sich bildende Thrombus akut ein Koronargefal3

verschlieBen und zu einer Nekrose der Kardiomyozyten fiihren.

Das Risiko einer Plaqueruptur im Rahmen einer Atherosklerose wird durch bestimmte
auslosende Ursachen beglinstigt. Dazu zéhlen neben einer plotzlichen Kraftanstrengung
auch Stress-Situationen mit immensen Blutdruckschwankungen. Ein erhohtes Risiko von
bis zu 20% liegt aullerdem bei einer instabilen Angina pectoris. Dariiber hinaus lasst sich
aufgrund der zirkadianen Rhythmik und der damit verbundenen Zunahme der
Gerinnungsaktivitit insbesondere in den Morgenstunden (6 — 12 Uhr) die erhohte

Inzidenz (bis zu 40%) von Infarkten erklidren (Herold, 2015a).

Es lassen sich spezifische Risikofaktoren identifizieren, die den Progress der
Atherosklerose begiinstigen. Bereits 1978 konnten im Rahmen der groBangelegten,
prospektiven PROCAM-Studie mit insgesamt 50.000 Probanden im Alter von 16 — 78
folgende relevante Merkmale charakterisiert werden: Neben dem Lebensalter sind das
Geschlecht, der Lipidmetabolismus (LDL-Cholesterin, HDL-Cholesterin), die
Konzentration der Triglyceride sowie der Konsum von Tabak, der systolische Blutdruck,
Komorbidititen wie Diabetes mellitus und eine positive Familienanamnese bezogen auf
das frithzeitig Auftreten von Myokardinfarkten bei Verwandten 1. Grades zu nennen
(GeféaBerkrankungen, 1979). Dariiber hinaus ist der Body-Mass-Index (BMI) von
besonderem Interesse fiir die Risikostratifizerung. Als Konsequenz der besagten Studie
wurde der interaktive PROCAM-Risiko-Score (http://www.assmann-stiftung.de/procam-
studie/procam-tests/) konzipiert, mit dessen Hilfe das individuelle kardiale Risiko

berechnet werden kann.
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Busse et al. konnte nachweisen, dass der Risikofaktor ménnliches Geschlecht einen
direkten Einfluss auf weitere Risikofaktoren hat. Bei Frauen tritt der Risikofaktor
Gesamtcholesterin seltener auf als bei Ménnern (50% vs. 53%). Das ménnliche
Geschlecht beeinflusst negativ den systolischen Blutdruck (43% vs. 53%). Am gréB3ten
ist der Unterschied fiir den Risikofaktor BMI. Dort betrégt der Einfluss des Geschlechts

auf den zuvor genannten Risikofaktor mehr als 20% (Zentrum, 2005).

Die deutsche Gefillliga e.V. hat dariiber hinaus eine weitere Klassifikation der
Risikofaktoren vorgenommen. Zu den Risikofaktoren 1. Ordnung zdhlen neben den
Cholesterinwerten, hoher Blutdruck, Stoffwechselstorungen auch der Konsum von Tabak.
Wohingegen Ubergewicht, Stress und der Mangel an Bewegung zu den Risikofaktoren 2.
Ordnung zdhlen. Die Klassifikation unterscheidet sich insbesondere hinsichtlich ihres
Ausmales der Gefdhrdung. So sind Patienten, die lediglich einen Risikofaktor der 1.
Ordnung aufweisen, bereits viermal so stark gefdhrdet wie eine Person ohne

Risikofaktoren (Zentrum, 2005).

Diagnostik des ACS

Eine ziigige Diagnostik ist bei Verdacht auf ein ACS unabwendbar und im Wesentlichen
sowohl fiir die kurzfristige als auch fiir die langfristige Prognose entscheidend. Dabei
fordert die Leitlinie ,,Management of acute coronary syndromes in patients without
persistent ST-segment elevation* die Durchfiihrung und die qualifizierte Beurteilung
eines 12-Kanal-EKGs innerhalb der ersten 10 Minuten nach dem ersten medizinischen
Kontakt. Dabei ist bereits eine Differenzierung zwischen einem STEMI und einem
NSTE-ACS moglich (Denmark et al., 2019). Ein 12-Kanal-EKG, das bereits in der
priaklinischen Phase angefertigt wird, kann die Zeit zwischen der Ankunft im
Krankenhaus bis zur endgiiltigen Reperfusionstherpie um bis zu 60 Minuten verkiirzen

(Brainard et al., 2005).
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Bei stabilen Patienten ohne Risikomerkmale wie dynamische ST-Streckenverdnderungen
und/oder relevante Komorbidititen bietet sich als weiteres nicht-invasives, bildgebendes
Verfahren die transthorakale Echokardiographie (TTE), ein kardiales MRT oder ein
Multidetektoren-CT (MDCT) an. Die ersten beiden Methoden ermoglichen eine
dynamische Evaluation des Herzens. Letztere macht eine Aussage tliber die anatomische

Beschaffenheit. Diese Methoden sind alle zeitaufwendiger als ein 12-Kanal-EKG.

Weiterhin sollte eine drztliche Anamnese erhoben werden, die neben der Akutanamnese
auch die vegetative Anamnese, die Vorerkrankungen und die Medikamentenanamnese
sowie die Familienanamnese erfragt. Ziel ist dabei eine Risikostratifizierung mittels des
GRACE-Scores. Dieser Score bietet die genauste Risikostratifizerung sowohl bei der
Aufnahme, bei der Entlassung als auch ein Jahr nach einem Myocardinfarkt und ist somit

wegweisend fiir die folgenden Therapieentscheidungen (Roffi et al., 2015).

Eine fokussierte korperliche Untersuchung ist hdufig nicht wegweisend, sie sollte jedoch
dazu genutzt werden, nicht kardiale Ursachen auszuschlieen. Die Anzahl der moglichen,
extrakardialen Differentialdiagnosen ist vielfaltig. Zu den vital-bedrohlichen
Differentialdiagnosen =~ gehdren  folgende:  Aortendissektion, = Lungenembolie,
Pneumothorax, Osophagusruptur (Hamm et al., 2005). Neben der naheliegenden
Untersuchung des Herzens und der Lunge sollte auch das Abdomen und die Extremititen
untersucht werden. Bei dem Herzen ist im Besonderen auf Herzgerdusche zu achten. Im
Bereich der Lunge sind neu aufgetretene, feuchte Rasselgerdusche verdichtig fiir das
Vorliegen einer pulmonalen Stauung im Rahmen einer akuten Linksherzinsuffizienz. Des
Weiteren kann die Inspektion der Extremitdten Aufschluss iiber eine akute kardiale
Dekompensation liefern. Da eine atypische Symptomatik im Bereich des Epigastriums
nicht ungewohnlich ist, sollte dieses ebenfalls symptomorientiert untersucht werden.
AbschlieBend sollte eine orientierende neurologische Untersuchung durchgefiihrt werden

(Leick et al., 2011).
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Biomarker in der Diagnostik des akuten ACS

Neben der klinischen Beurteilung und der zeitnahen Auswertung eines 12-Kanal-EKGs
wird die Diagnose eines NSTE-ACS durch die Bestimmung von Biomarkern
vervollstdndigt. Dabei zeichnen sich Biomarker allgemein durch bestimmte Kriterien aus,
wobei insbesondere die Spezifitit und Sensitivitit von besonderer Relevanz sind. Weitere

Eigenschaften von Biomarkern sind im Folgenden aufgelistet (Rosenblat et al., 2012):
- frithen, gleichmiBigen, kontinuierlichen Freisetzung (Kinetik)
- konstante Clearance
- Quantitative Analyse
- schnelle und kostengiinstige Bestimmung

- Konsequenz fiir das weitere klinische Vorgehen und/oder prognostische Relevanz

Unter Beriicksichtigung dieser Kriterien existieren verschiedene kardiale Biomarker
unterschiedlichsten Ursprungs. Einen Uberblick iiber die verschiedenen Mechanismen,
aus denen sich ihre Eignung als Biomarker ableitet, ist in Abbildung 1 dargestellt. Neben
dem kardialen Troponin existieren eine Reihe weiterer Biomarker, von denen lediglich
CK-MB und Copeptin in die Empfehlungen der ESC Leitlinie ,Management of acute
coronary syndromes in patients without persistent ST-segment elevation* aufgenommen
wurden. Die Freisetzungskinetik der genannten Biomarker ist in Abbildung 2 dargestellt.

Im Folgenden wird nun auf einzelne Biomarker eingegangen.
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Oberfliichenmarker-Analyse zirkulierender Monozyten bei NSTEMI-Patienten

kardiale Biomarker

= myokardiale Nekrose cTn, hs-cTn, H-FABP

=l  myokardialer Stress [ NT-proBNP, ST2, ET-1

Inflammation et  CRP, hsCRP, Fibrinogen

— Plagueinstabilitat e VIPO, MMP, PAPP-A
sCD40L

= Thrombozytenaktivierung

= neurohumorale Achse

Copeptin

— MicroRNA

Abbildung 1: Aufteilung der kardialen Biomarkern nach pathophysiologischen Gesichtspunkten (cTn:

cardiac troponin; hs-cTn: high senisitivity cardiac troponin; NT-proBNP: n-terminal-pro-brain

natriuretic peptide; ST2: ; ET-1: Endothelin-1; CRP: C-reactive peptide; hs-CRP: high sensitivity C-

reactive peptide, MPO: myeloperoxidase; MMP: matrix metalloprotease; PaPP-A: pregnancy-
associated plasma protein-A; sCD40L: soluble CD40 ligand) (Wang et al., 2017), (Liebetrau et al.,

2015a)

Cardiac marker concentration

100 x ULRR

50 x ULRR

Myoglobin
CK-MB
Troponin |
Troponin T
CK

LDH

Time (days)

Abbildung 2: Freisetzungskinetik verschiedener kardialer Biomarker iiber die Zeit in Abhdngigkeit

von den Referenzbereichen (ULRR: upper limit of reference range) (French and White, 2004)
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Troponin
Troponin ist ein Proteinkomplex, der an der Regulation der Myozytenkontraktion
beteiligt ist. Demnach liegt der Proteinkomplex unter physiologischen Bedingungen
ausschlieBlich intrazelluldr vor. Man unterscheidet insgesamt drei Untereinheiten des
Troponins: Troponin I (¢TNI) besitzt eine inhibitorische Komponente und verhindert als
solche die Bindung von Myosin an Aktin. Troponin T (¢TNT) fiihrt zu einer Bindung an
Myosin und Troponin C (TNC) fungiert als Calciumsensor. Die ersten beiden
Untereinheiten sind kardiospezifisch, da sie lediglich in Kardiomyozyten exprimiert
werden (Liebetrau et al., 2014). Werden die Kardiomyozyten nekrotisch und verliert die
Zellmembran ihre Integritdt, dann sind die besagten Proteinkomplexe nach einem
bestimmten Zeitintervall im Blut nachzuweisen. Dies geschieht in der Regel mit einer
Latenz von zwei bis vier Stunden. Troponin kann Tage spéter (4 — 7 Tage bei cTNI, 10 —
14 Tage bei cTNT) noch nachgewiesen werden bevor es renal ausgeschieden wird

(Sharma and Imteyaz, 2012).

Die ESC Leitlinie ,,Management of acute coronary syndromes in patients without
persistent ST-segment elevation* aus dem Jahr 2015 verlangt die Bestimmung des
kardialen Biomarkers Troponin, also des Troponin I und/oder des Troponin T. Dieses
ermoglicht erst die Unterscheidung zwischen einem NSTEMI und dem Vorliegen einer
instabilen Angina pectoris. Es handelt sich bei der Bestimmung von kardialem Troponin

um den Goldstandard in der Diagnostik eines ACS.

Seit Einfilhrung der Radioimmuntests fiir kardiale Troponine in den 1990ern hat sich
deren Sensitivitdt im Verlauf der Jahre um mehr als das Hundertfache verbessert. Lag die
Nachweisgrenze von Troponin in den Tests der ersten Generation noch bei 0,5 ng/ml, so
konnen heute die ultra-sensitiven Troponin-Tests fiir Troponin I ab einer Konzentration
von 0,006 ng/ml nachweisen (Bhoi et al., 2014). Die exakten Grenzwerte sind dabei
variabel und unterscheiden sich bei verschiedenen Troponin-Tests aufgrund von
unterschiedlichen — Testprotokollen. Der Grenzwert fiir eine pathologische

Troponinkonzentration im Blut orientiert sich an der 99. Perzentile.
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Die Sensitivitdt von Troponin kann dariiber hinaus durch serielle Bestimmungen
gesteigert werden. So gibt die Dynamik des gemessenen kardiales Troponins Aufschluss
iiber eine akute im Vergleich zu einer chronischen Erh6hung des kardialen Troponins und
damit iiber eine Ischdmie von Kardiomyozyten. (Garg et al., 2017). Diese Tatsache findet
auch Beriicksichtigung in der aktuellen Leitlinie, die folglich einen Oh/3h Algorithmus
empfiehlt. Dariiber hinaus existiert ein Oh/1h Algorithmus (Neumann et al., 2016). Die
Zahlenwerte beziehen sich auf die Zeitpunkte der Blutentnahme und somit die
Bestimmung der kardialen Troponine. Der zuletzt genannte Algorithmus wird verwendet,
wenn zum Zeitpunkt Null bereits ein stark erhohter Troponinwert registrierbar ist. Zeigt
sich eine relevante Troponindynmanik (abhingig von dem verwendeten Test) nach einer
Stunde, so ist dies ein wichtiger Hinweis auf das Vorhandensein eines Myokardinfarktes
(Roffi et al., 2015). Somit erhalten 80% der Patienten innerhalb von sechs Stunden nach
dem initialen Ereignis eine eindeutige Diagnose (Rosenblat et al., 2012). Die serielle
Bestimmung von Troponin sowie die Verwendung von hs-cTn Tests erhoht den positiv
pradiktiven Wert fiir das Vorliegen eines Myokardinfarktes relvant (Neumann et al., 2016).
ODb es bei der Dynamik der ermittelten Troponinwerte auf die relative oder die absolute
Verdnderung ankommt, wird derzeit noch kontrovers diskutiert. Gegenstand der
Forschung sind derzeit zeitlich effizientere Protokolle zum Ausschluss eines ACS sowie

adjustierte Test, um die Aussagekraft bei multimorbiden Patienten zu erhdhen.

Kreatininkinase
Die Kreatininkinase (CK) ist neben Aspartat Transaminase (AST) und Laktat
Dehydrogenase (LDH) der ilteste Biomarker in der Diagnostik des ACS (Eggers et al.,
2004). Weder LDH noch AST sind jedoch kardioselektiv und spielen heute keine Rolle
mehr in der Diagnostik eines Myokardinfarktes. Die CK stellt in Myozyten
Kreatininphosphat bereit als kurzfristige Energiereserve. Somit ist sie im Cytosol dieser

Zellen anzutreffen. Insgesamt werden vier Isoenzyme unterschieden:

e CK-MB: Muscle-Brain-type Kreatininkinase, die vorwiegend im Myocard
lokalisiert ist. [hr Anteil an der Gesamt-CK betragt 6 — 20%.

e CK-BB: Brain-type Kreatininkinase, die insbesondere im zentralen Nervensystem

vorkommt.
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e CK-MM: Muscle-type Kreatininkinase, die tiberwiegend in der quergestreiften

Skelettmuskulatur vorkommt.

e CK-MiMi 1 und 2: Mitochondrien type, die vorwiegend in den Mitochondrien

lokalisiert sind.

Aufgrund der Kardioselektivitidt der CK-MB besteht die Moglichkeit, diese Kinase als
diagnostischen Biomarker bei einem Myocardinfarkt im peripheren Blut zu bestimmen.
Dabei korreliert die Hohe des Anstiegs der CK-MB mit dem Ausmal} der Nekrose des
Myokardinfarktes (Herold, 2015b). Kinetische Analyse konnte zeigen, dass die CK-MB
4 — 8 Stunden nach einem initialen Ereignis nachweisbar ist und ihr Maximum nach 18 —

24 Stunden erreicht (Wo et al., 1992).

Copeptin
Bei Copeptin handelt es sich um ein Derivat des Praprovasopressins, aus dem sich
aullerdem das Anti-diuretische Hormon (ADH) und das Neurophysin II ableiten. ADH
spielt eine zentrale Rolle bei der endogenen Osmoregulation und somit auch bei der
kardiovaskuldren Homdostase. Somit ist ADH sowohl bei einem niedrigen Blutdruck als
auch bei einer Herzinsuffizienz erhoht. Da das besagte Hormon jedoch sehr instabil ist
und eine geringe Halbwertszeit hat, die 15 Minuten nicht iiberschreitet, eignet es sich
weder als diagnotischer noch als prognostischer Biomarker. Copeptin hingegen, welches
aus dem gleichen Prikursor-Protein hervorgeht, hat eine langer Halbwertszeit (Sharma
and Imteyaz, 2012). Bereits sehr friih nach einem initialen Ereignis sind steigende
Copeptin-Werte zu verzeichnen, noch bevor Troponin nachzuweisen ist. Aufgrund der
kinetischen Eigenschaften von Copeptin eignet es sich als komplementédrer Marker fiir
einen frithzeitigen Ausschluss eines ACS. Dariiber hinaus zeigte die einmalige
Bestimmung von Troponin in Verbindung mit Copeptin in der Notaufnahme bei Patienten
mit Verdacht auf ACS keine Unterlegenheit im Vergleich zu seriellen Bestimmungen von
Troponin alleine (Mdckel et al., 2015). Aullerdem ermoglicht die Bestimmung von
Copeptin eine Aussage iiber die Mortalitdt nach einem kardialen Ereignis sowie iiber das
Risiko, eine Herzinsuffizienz im weiteren Verlauf zu entwickeln (Wang et al., 2017).
Folglich besteht die Empfehlung, Copeptin immer zusitzlich zum hsTn mitzubestimmen

(Roffi et al., 2015).
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Relevanz der Monozyten fiir das ACS

Neben den in der Klinik etablierten kardialen Biomarker gibt es weitere Biomarker, die
derzeit noch Gegenstand aktueller Forschung sind (siehe Abbildung 2) Dabei spielen die
inflammatorischen Biomarker und damit die Monozyten und ihre Subpopulationen eine
zunehmend wichtigere Rolle (Wang et al., 2017). Diverse Studien suggerieren einen
zusétzlichen  Erkenntnisgewinn  durch den  komplementiren Einsatz  von
inflammatorischen Biomarkern in der Diagnostik des ACS ((Bassuk et al., 2004), (Weber
et al.,, 2007)). Bereits 1920 konnte eine Korrelation zwischen der absoluten

Leukozytenzahl und der KHK hergestellt werden (C.S. Keefer, 1928).

Bei Monozyten handelt es sich um mononukledre Zellen, die zu der Population der
Leukozyten gehoren. Die Entdeckung der mononukledrer Zellen geht auf Elie
Metchnikoff im Jahre 1882 zuriick (Nahrendorf et al., 2010). Der Anteil der Monozyten
an der Gesamtleukozytenzahl betrdgt ca. 4 - 8% (Johnston, 1988). Sie entwickeln sich
aus oligopotenten myeloischen Stammzellen, welche sich wiederum aus pluripotenten
hédmatopoetischen Stammzellen entwickeln. Monozyten haben einen Durchmesser von
5-20 pm. Trotz der Grofe weisen diese Zelle relativ wenig Zytoplasma auf. Die Zelle
wird durch einen einen bohnenférmigen Nucleus dominiert. Funktionell gehdren sie als
phagozytierende Zellen zum angeborenen Immunsystem. Die Lebensdauer von
zirkulierenden Monozyten in der Blutbahn betrdgt im Mittel 1 — 3 Tage, danach wandern
diese Zellen in das Gewebe ein und entwickeln sich zu Makrophagen oder dendritischen

Zellen (Auffray et al., 2009).

Die Existenz von einzelnen Subpopulationen der Monozyten wurden zuerst im Jahre
2001 bei Méusen nachgewiesen (Palframan et al., 2001). Entscheidend fiir die
Differenzierung der Gruppen waren dabei folgende Oberflichenmarker: CD115" und
CDI11b wurden eingesetzt, um Monozyten zu identifizieren. Die Differenzierung der
monozytdren Subpopulationen erfolgte anhand der Oberflaichenmarker Ly-6C und CD43.
Weitere zentrale Oberflaichenmarker zur Differenzierung der Subpopulationen sind die
Chemokinrezeptoren CCR2 und CX3CR1 (Ziegler-Heitbrock, 2014). Bereits zwei Jahre

spéter erfolgte eine weiterfiihrende Charakterisierung der Untergruppen beziiglich ihrer
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Funktion (Geissmann et al., 2003). Da die Oberflachenmarker fiir die Differenzierung der
Supopulationen nicht spezifisch fiir Monozyten sind, sind die beiden erstgenannten

Marker (CD115" und CD11b) unabkdmmlich fiir die Identifikation von Monozyten.

Nachdem die Subpopulation der Monozyten in der Maus etabliert waren, verlagerte sich
der Forschungsschwerpunkt auf die Monozytensubpopulationen des Menschen. Bei
einem Vergleich der Genexpression zwischen Maus und Mensch mittels Microarrays
offenbarte sich, dass eine groBe Ahnlichkeit zwischen den Expressionsmustern beider
Gattungen besteht (Ingersoll et al., 2010). Die korrespondierenden Untergruppen sind in
Tabelle 2 dargestellt. Daraus lésst sich ableiten, dass das Mausmodell eine Moglichkeit
darstellt, um auf das Verhalten der menschlichen Monozyten zu schlieBen (Ziegler-

Heitbrock, 2014).

Subpopulationen Mensch Maus
klassischen Monozyten CD14™ CDI16~ Ly-6C™" CD43*
intermedidren Monozyten CD14™ CDl16+ Ly-6C™ CD43**
nicht-klassischen Monozyten CD14" CD16++ Ly-6C*CD43**

Tabelle 2: Monozytensubpopulationen in verschiedenen Spezies inklusive der relevanten

Oberflichenmarker zur Differenzierung zwischen den Subpopulationen

Wenn die Monozytenpopulationen sich beziiglich ihrer Genexpression unterscheiden,
liegt die Vermutung nahe, dass sie sich auch beziiglich ihrer funktionellen Eigenschaften
und somit auch hinsichtlich ihrer Oberflichenmarker unterscheiden (Gren et al., 2015).
EinschlieBlich der 1970er Jahre konnten Monozyten lediglich hinsichtlich ihrer Grof3e
und Dichte kategorisiert werden. Erst mit dem Einsatz der Durchflusszytometrie wurde
es moglich, verschiedene Oberflichenmarker nachzuweisen. Das  erste
Durchflusszytometer wurde zwar bereits Anfang der 70er Jahre des vergangenen
Jahrhunderts in Betrieb genommen, aber es dauert noch weitere zwanzig Jahre bevor
Ende der 90er Jahre eine differenziertere Betrachtung der Monozyten erfolgte. Infolge
dessen bestand die Notwendigkeit einer einheitlichen Nomenklatur, die eine eindeutige

einheitliche Bezeichnung der jeweiligen Untergruppe ermoglichte. Ziegler-Heitbrock et
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al. befasste sich in seiner Arbeit ,,Nomenclature of monocytes and dentritic cells in
blood* mit eben dieser. Dabei sei angemerkt, dass die besagte Nomenklatur, die von dem
,<Nomenclature =~ Committee of the International Union of Immunological
Societies* bestitigt wurde, keinen Anspruch auf Vollstidndigkeit erhebt, da die Forschung
in diesem Bereich keineswegs abgeschlossen ist. Die Nomenklatur sieht fiir die drei
Subgruppen folgende Terminologie vor: klassisch, intermedidr und nicht-klassisch
(Ziegler-Heitbrock, 2014). Die Einteilung erfolgte anhand von zytometrisch
bestimmbaren Oberflichenmarkern (s. Tabelle 3). Relevant waren dabei insbesondere die
Oberflachenmarker CD14 und CD16, die bei allen Subgruppen in unterschiedlich starker
Auspriagung vorhanden sind. Bei CD14 handelt es sich um ein Korezeptor fiir die
Erkennung von bakteriellen Lipopolysacchardien (LPS). Als ,Pattern-Recognition-
Receptor ist CD14 entscheidend fiir das angeborene Immunsystem (Kitchens, 2000).
CD16 ist ein Fcy Rezeptor Typ III und damit relevant fiir Phagozytoseprozesse (Zhang et
al., 2000).

Subpopulationen Klassifikation Haufigkeiten
klassische Monozyten CD14"" CD16™ 80 -95%
intermedidre Monozyten CD14™ CDl6+ 2-11%
nicht-klassische Monozyten CD14* CDl6++ 2-8%

Tabelle 3: Nomenklatur und Héufigkeiten der Monozytensubpopulationen im Blut (Ziegler-
Heitbrock, 2014)

Untersuchungen zu den transkriptionellen Vorgidngen in den einzelnen Subpopulationen
zeigten eine 83%ige Ubereinstimmung und somit eine groBe Ahnlichkeit (Ancuta et al.,
2009). Jedoch gibt es auch Unterschiede in der Expressionshdufigkeiten einzelner
Oberflachenmarker und Proteine. In einer Studie von Wong et al. konnte mit Hilfe von
Genexpressionsanalysen nachgewiesen werden, dass verschiedene Gene unterschiedlich
stark exprimiert werden (Wong et al., 2011). Gren et al. identifizierte insgesamt 83 Gene,
deren Expression zwischen den einzelnen Subgruppen stark variierte (Gren et al., 2015).
Damit konnten Riickschliisse auf die funktionellen Eigenschaften der Subpopulationen

geschlossen werden.
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Die klassischen Monozyten zeigten in Transkriptions- und Genexpressionsanalysen eine
grof3e Vielseitigkeit hinsichtlich ihrer proinflammatorischen Eigenschaften (Segura et al.,
2018). Dabei wurden Gene zur Erkennung von bakteriellen Komponenten und mit
antimikrobiellen Funktionen vermehrt transkribiert (Boyette et al., 2017). Die nicht-
klassischen Monozyten nehmen eine wichtige Rolle in der frithzeitigen Immunabwehr
wahr (Kratofil et al., 2017): Eine vermehrte Genexpression im Bereich der Gene fiir das
Zytoskelett erklédrt die ausgepriagte Motilitdt dieser Zellen (Kiliszek et al., 2012). Sie
wandern entlang des GefaBsystems. In der Subpopulation der intermedidren Monozyten
sind insbesondere Gene fiir den Major Histocompatibility Complex II (MHC II) stark
ausgepragt (Wong et al, 2011). Dies ldsst auf eine zentrale Rolle bei der

Antigenprésentation und damit bei der T-Zell-Aktivierung schlieen.

Bei den angefiihrten Studien wurden die Monozytensubpopulationen hauptséchlich im
stationdren Zustand bei gesunden Probanden beobachtet. Jedoch wurde bereits aus den
funktionellen Eigenschaften der Subpopulationen ersichtlich, dass sie nicht nur eine
zentrale Rolle bei der Abwehr von Infektionskrankheiten haben sondern auch bei
inflammatorischen Erkrankungen. 1970 konnte zum ersten Mal nachgewiesen werden,
dass die Proliferation der Monozyten im Knochenmark als Folge von entziindlichen
Stimuli ansteigt und zu einer Monozytose fiihrt (Yang et al., 2014). Umfangreiche
klinische Studien suggerieren, dass kardiovaskuldren Erkrankungen und insbesondere
Myokardinfarkte mit einer relevanten Monozytose (Abrahdo Afiune Neto, Antonio de
Padua Mansur and Everly P. S. G. Gomes, 2006). Somit kommt der Monozytose im
Rahmen kardiovaskuldre Erkrankungen eine wesentliche Rolle in der
Risikostratifizierung zu. Ein Anstieg der Monozyten liefert somit nach Ausschluss
anderer Ursachen einen ersten Hinweis auf das Vorliegen einer KHK (Rogacev et al.,
2012). Madjid et al. konnte zeigen, dass die initialen Leukozytenzahlen abhéingig sind
von der Schwere und dem Ausmal} des ACS. Bei einer instabilen Angina Pectoris wurden
weniger Leukozyten registriert als bei einem akuten Myokardinfarkt. Die niedrigsten

Monozytenzahlen wurden bei der stabilen KHK beobachtet (Madjid et al., 2004).

Bei einer differenzierteren Betrachtung der Monozytensubpopulationen im Rahmen des

akuten Myokardinfarktes ist die Studienlage zu diesem Zeitpunkt noch sehr vage oder
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z.T. widerspriichlich. Tsujioka et al. sieht die klassischen Monozyten als
ausschlaggebenden negativen prognostischen Faktor fiir die Rettung von myokardialem
Gewebe sowie fiir die Erholung der Auswurfleistung des linken Ventrikels nach einem
Myokarinfarkt (Tsujioka et al., 2009). Damit iibereinstimmend zeigte Ozdogru et al., dass
die Zahl der CD14* Monozyten im Falle eines STEMIS oder NSTEMIs signifikant hoher
ansteigen (Ozdogru et al., 2007).

Zum jetzigen Zeitpunkt wurden die meisten der genannten Studien an gesunden
Probanden durchgefiihrt. Deswegen existierte wenig Gewissheit iiber den Phinotyp der
Monozytensubpopulationen von Patienten mit ACS bzw. NSTEMI. Ein differenziertes
Verstindnis der Heterogenitét der Subpopulationen stellt jedoch eine wichtige Grundlage
fiir die Identifizierung potentiell komplementirer Biomarker dar. Die grofle Anzahl an
Studien zu Monozyten und deren Subpopulation zeigt zudem das Potential dieses
Forschungsgebietes. Des Weiteren wird die Relevanz dieses Forschungsfeldes weiter
gesteigert durch die Bedeutsamkeit des ACS fiir die westliche Bevolkerung und den damit
verbundenen Komplikationen sowohl aus medizinischer als auch aus wirtschaftlicher

Sicht.
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Fragestellung/Zielsetzung

Leukozyten und insbesondere Monozyten nehmen eine zentrale Rolle im Verlauf eines
Myokardinfakrtes ein. Ich fokussierte mich weiterhin auf die monozytiren
Subpopulationen. Darauf aufbauend traf ich die Annahme, dass Monozyten im Rahmen
eines ACS und insbesondere eines NSTEMISs eine andersartige Genexpression und somit
einen anderen Aktivierungszustand aufweisen wiirde, welcher sich in dem

Oberflachenrezeptorprofil der einzelnen Subpopulationen widerspiegeln wiirde.

Das Ziel dieser Studie war die Inmunphénotypisierung der Monozytensubpopulation von
Patienten mit NSTEMI mittels einer umfassenden, durchflusszytometrisch-basierten
Oberflichenmarkeranalyse. Ich erhoffte mir damit umfassende Einblicke in die
Verdnderungen der Oberflichenexpressionsprofile der einzelnen Subpopulationen bei
NSTEMI Patienten im Vergleich zu Patienten mit einem Ausschluss einer KHK. Die
Experimente erfolgten vor dem Hintergrund der Anwendbarkeit der Ergebnisse fiir die

Optimierung der Diagnostik und Prognose eines NSTEMIs.
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Material & Methoden

Material

Reagenzien

Name des Reagenzes

Hersteller

Dulbecco‘s PBS (10x) ohne Calcium und

Magnesium

c.c.pro, Oberdorla, Deutschland

Aqua B. Braun Spiillosung

B. Braun, Melsungen, Deutschland

RPMI 1640 ohne L-Glutamin

c.c.pro, Oberdorla, Deutschland

Fotales Kdlberserum (FKS)

c.c.pro, Oberdorla, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO) Hybri-Max

SIGMA, Saint Louis, Missouri, USA

Incidin Plus

Ecolab Inc., Saint Paul, Minnesota, USA

Cell Wash Buffer

BD Bioscience, Franklin Lakes, New

Jersey, USA

Cell Staining Buffer

BioLegend; San Diego, California, USA

UltraPure™ 0.5M EDTA, ph 8.0

ThermoFisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Human TruStain FcX Fc Receptor Blocking

Solution

BioLegend; San Diego, California, USA

ArC™ Amine Reactive Compensation Bead

Kit

Invitrogen; Carlsbad, Californien, USA

BD FACS™ Lysing Solution

BD Bioscience, Franklin Lakes, New

Jersey, USA

FACSFlow Sheath Solution

BD Bioscience, Franklin Lakes, New

Jersey, USA

FACSClean Solution

BD Bioscience, Franklin Lakes, New

Jersey, USA
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Name des Reagenzes

Hersteller

AO/PI Cell Viability Kit fiir Luna-FL
Automated Cell Counter mit Acridinorange

und Propidiumiodid

Biozym Scientific, Wien, Osterreich

Tabelle 4: verwendete Reagenzien

Antikorper

Name des Antikorpers

Hersteller

CD14-Alexa488 Clone M5E2

BioLegend; San Diego, California, USA

CD16-Pacific Blue Clone 3G8

BioLegend; San Diego, California, USA

Aqua Dye

Invitrogen; Carlsbad, Californien, USA

Lypoplate™ Screening Panel — Alexa Flour

647

BD Bioscience, Franklin Lakes, New

Jersey, USA

CDI11b-Alexa647 Clone ICRF44

BioLegend; San Diego, California, USA

CD66b-PerCP-Cy5.5 Clone G10F5

BioLegend; San Diego, California, USA

7-Color-Immunophenotyping Kit (human)
e CDI4-FITC

e CDS56-PE

e CDI6-PE

e (CD4-PerCP

e (CDI19-Pe-Vio
e CD3-APC

e CDS8-APC-Vio770
e (CD45-VioBlue

Miltenyi  Biotec GmbH, Bergisch-

Gladbach, Deutschland

Tabelle 5: verwendete Antikorper
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Geriteliste

Gerit Hersteller
Zentrifuge 5810 R Eppendorf, Wesseling
Zentrifuge 5804 R Eppendorf, Wesseling

Luna-FL™ Automated Cell Counter

Logos Biosystems, Gyunggi-Do, Korea

MSC-Advantage™
Sicherheitswerkbank der Klasse 11

biologische

ThermoFisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

LS6000 Stickstofftank

Airgas, Radnor, Pennsylvania, USA

Labor-Kiihlschrank Lcv 4010-21 (4°C)

Liebherr MediLine, Frankfurt am Main,
Deutschland

Gefrierschrank -80°C

Heraeus, Werheim, Deutschland

FACSVerse™ Flow Cytometer

BD Bioscience, Franklin Lakes, New

Jersey, USA

Tabelle 6: verwendete Gerdite

Gebrauchsmaterialien

Material Hersteller

15ml Cellstar® Polypropylen Rohrchen|Greiner Bio-One International,

(Zentrifugenrohrchen) Gremsmiinster, Osterreich

50ml Cellstar® Polypropylen Rohrchen|Greiner Bio-One International,

(Zentrifugenrohrchen) Gremsmiinster, Osterreich

Cryo.S™ Einfrierrohrchen Greiner Bio-One International,
Gremsmiinster, Osterreich

Mr. Frosty™ Gefrierbehélter mit 2 Propanol | ThermoFisher Scientific, Waltham,

fiir 1 — 2ml Cryo-Tubes

Massachusetts, USA

Microplate, 96-well

BD Bioscience, Franklin Lakes, New

Jersey, USA

Plate Sealer fur 96-Well-Platte

Corning; Corning, New York, USA
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Oberflichenmarker-Analyse zirkulierender Monozyten bei NSTEMI-Patienten

Cell Strainer 70pum, steril Corning; Corning, New York, USA
Trucount™ Tubes BD Bioscience, Franklin Lakes, New
Jersey, USA

BD Cytometer Setup and Tracking Beads | |BD Bioscience, Franklin Lakes, New
Jersey, USA

SPHERO™ Rainbow Calibration Particles| BD Bioscience, Franklin Lakes, New
(8 Peak) Jersey, USA

Tabelle 7: verwendete Gebrauchsmaterialien

Spezielle Verbrauchmaterialien: Blutentnahme

Vacutainer Cell Praparation Tube mit|BD Bioscience, Franklin Lakes, New
Natriumcitrat Jersey, USA

Monovetten: Serum, Héamatologie, | Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Gerinnungsanalytik

Tabelle 8: verwendete Materialien fiir die Blutentnahme
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Studienpopulation

In den Landkreisen Giessen, Wetteraukreis, Lahn-Dill-Kreis und Hoch-Taunus-Kreis
erleiden ca. 1500 Menschen pro Jahr einen Herzinfarkt. Um eine zeitnahe Diagnostik und
vor allem Therapie zu ermoglichen, bildete sich das Netzwerk ,,Herzinfarkt®, dessen
Zentrum die Kerckhoff Klinik Bad Nauheim ist. Aus den benannten Landkreisen
rekrutierten sich dementsprechend auch die Probanden dieser Studie, welche im Zeitraum
von Mai bis Oktober 2016 nach eingehender Priifung der Eignung als Studienpatienten

eingeschlossen wurden.

Ein- & Ausschlusskriterien

Die Auswahl der Probanden erfolgte nach umfassender Priifung der Ein- und
Ausschlusskriterien, die im Folgenden aufgefiihrt sind. Der Studieneinschluss erfolgte
nach miindlicher Aufkldrung durch qualifiziertes Personal und schriftlicher Einwilligung

der Patienten.

Einschlusskriterien
Die Einschlusskriterien fiir die NSTEMI-Kohorte sahen eine laborchemischen sowie eine
elektrokardiographische Diagnostik des NSTEMIs vor entsprechend der ESC Leitlinie
,<Management of acute coronary syndromes in patients without persistent ST-segment
elevation aus dem Jahr 2015 (Roffi et al., 2015). Die Kontrollkohorte betreffend,
bedurfte es einen nicht-invasiven und/oder einen invasiven Ausschluss einer koronaren
Herzerkrankung. Bei einer nicht-invasiven Diagnostik handelte es sich um ein kardiales
MRT, eine Myokardszintigraphie oder eine medikamentdse Stress-Echokardiographie.
Bei einem invasiven Vorgehen handelte es sich um einen Ausschluss mittels einer

Koronarangiographie.
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Ausschlusskriterien
Mit der Festlegung der Ausschlusskriterien wurde die Absicht verfolgt, eine anderweitige
Aktivierung der Monozyten auszuschlieBen. Folglich war ein Patient als Studienpatient
ungeeignet, wenn er unter einer chronisch-inflammatorischen Erkrankung, einer
Autoimmunerkrankung sowie einer akuten oder chronischen Infektion litt. Weiterhin
waren Patienten mit malignen Erkrankungen ebenfalls von der Studie ausgeschlossen.
Dariiber hinaus war das Fehlen einer schriftlichen Einwilligung ebenfalls ein

Ausschlusskriterium.

Ethikvotum

Das Studienprotokoll fiir die Blutentnahmen und deren Verarbeitung wurde durch die
Ethikkommission bei der Landesdrztekammer Hessen gepriift und ein Ethikvotum (FF
17/2011: BioACS — prospektive Evaluierung neuer biochemischer Marker bei
akutem Koronarsyndromen in der frithen Phase der Diagnostik und bei
sequentieller Testung, 22.03.2011) wurde fiir die projektbezogenen Untersuchungen
erteilt. Der Originalwortlaut findet sich im Anhang (Abbildung 16 — Abbildung 18). Das
Votum befand sich dariiber hinaus in Ubereinkunft mit den ,good clinical
practice/international confrence on harmonisation® Guidelines (ICH Harmonised

Tripartite Guideline, 1996).

Datenschutz

Die Grundlage des Konzepts zum Schutz der sensiblen Patientendaten des Kerckhoft-
Biomarkerregisters (BioReg) bildete die Stellungnahme zu Humanbiobanken fiir die
Forschung des Deutschen Ethikrates unter dem Vorsitz von Herrn Prof. Schmidt-Jortzig
(Ethikrat, n.d.). Im Einzelnen definierte der Deutsche Ethikrat fiinf Sdulen beziiglich des

Datenschutzes fiir Humanbiobanken:
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1. Etablierung eines Datenschutzgeheimnisses

2. Festlegung der Nutzung

3. Einbeziehung von Ethikkommissionen

4. Qualititssicherung beim Datenschutzgeheimnis

5. Transparenz der Ziele und Verfahrensweisen der Biobank

Patienten wurden in einem ihnen verstindlichen Aufklédrungsgespréch iiber die Inhalte
der Studie und somit iiber die Verwendung ihres Biomaterials informiert. Dariiber hinaus
bestand die Moglichkeit, jederzeit die Einwilligung schriftlich wieder zuriickzuziehen.
Die Stellungnahme wurde ergénzt durch das generische Datenschutzkonzept fiir
Biomaterialbanken (Version 1.0) der Telematikplattform fiir Medizinische
Forschungsnetze e.V. (Biomaterialbanken, 2006) sowie der Berufsordnung fiir Arztinnen
und Arzte in Hessen (§ 15 Abs. 3) mit Stand 1.11.2015 (Berufsausiibung, 2015). Dariiber
hinaus wurde im Rahmen der schriftlichen Einwilligung eine Einverstandniserkldrung fiir
die Speicherung der Patientendaten in pseudonymisierter Form eingeholt. Da das
Biomaterial der Probanden bereits 2016 in die Biodatenbank des Franz-Groedel-Instituts

eingepflegt wurde, fielen dieses nicht unter die aktuelle Datenschutz-Grundverordnung.

Blutentnahme

Bei den Probanden der NSTEMI-Kohorte erfolgte die Blutentnahme im
Herzkatheterlabor vor der Herzkatheteruntersuchung. In der NSTEMI-Kohorte (n=6)
handelte es sich somit bei dem verwendeten Biomaterial um 120ml peripher-arteriellen
Blutes inklusive 3ml peripher-vendsen Blutes. Diese Konstellation erlaubte einen
Vergleich der Monozytensubpopulationen in den verschiedenen Schenkeln des Kreislaufs.
In der Kontroll-Kohorte (n=6) erfolgte die Blutentnahme peripher-vends nach dem
Ausschluss einer KHK. Die Verteilung des Blutes auf die einzelnen

Blutentnahmer6hrchen stellt sich wie in Tabelle 9 aufgefiihrt dar.
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Studientyp | max. Probenumfang Probenmaterial

15 CPT-Rohrchen (7ml)

Screening 120 ml 1 EDTA-Ro6hrchen (3ml, vends)
1 EDTA-R6hrchen (3ml, arteriell)

Tabelle 9: Probenmaterial

Isolation der “Peripheral Blood Mononuclear Cells”

Unmittelbar nach der Blutentnahme wurde mit der Isolation der ,,Peripheral Blood
Mononuclear  Cells* (PBMC) begonnen gemdll laborinternen etablierter
Standardarbeitsanweisung (SOP) des Franz-Groedel-Instituts der Kerckhoff Klinink Bad
Nauheim. Bei PBMCs handelt es sich hauptsédchlich um Lymphozyten, Monozyten und
basophile Granulozyten. Die einzelnen Populationen sind relativ zueinander in Abbildung

3 dargestellt.
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Abbildung 3: Konzept der ,,Cell Preparation Tubes* (CPT) und Zusammensetzung der PBMC, die
sich nach Zentrifugation zwischen dem Uberstand und der Gelbarriere befinden. Zu den PBMC ziihlen
neben den Monozyten auch Lymphozyten (Blood and System, n.d.)
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Das Blut der Probanden wurde in Cell Preparation Tubes (CPT, BD Bioscience, Franklin
Lakes, New Jersey, USA) zentrifugiert (1650G, 20 Minuten, 22°C). Das Medium, das
bereits im CPT enthalten war, fungierte als Dichtegradient, der die PBMCs von den
restlichen korpuskuldren Bestandteilen des Blutes trennte. Die integrierte Gelbarriere
verhinderte eine erneute Durchmischung der Monocyten und Lymphozyten mit den
neutrophilen Granulozyten und Erythrozyten. Der Uberstand, der vor allem die PBMC
enthielt, wurde mit Phosphate-buffered saline (1x PBS) verdiinnt und erneut zentrifugiert
(300G, 10 Minuten, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit den PBMC
resuspendiert mit 1x PBS und abermals zentrifugiert (300G, 10 Minuten, 4°C).

Zuvor wurde die Gesamtzellzahl der PBMCs mit Hilfe eines Luna-FL™ Automated
Fluorescence Cell Counter mit einem AO/PI Fiarbe-Kit (Biozym Scientific, Wien,
Osterreich) bestimmt. Bei der Firbung handelte es sich um die Fluoreszenzfarbstoffe
Acridinorange und Propidiumiodid. Acridinorange weist Nukleinsduren, DNA und RNA
nach, indem es interkalierend wirkt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff kann die Zellmembran
iiberwinden. Propidiumiodid ist ebenfalls ein Nukleinsiureinterkalator und kommt somit
auch bei der Diskriminierung der Zellviabilitit zum FEinsatz. Im Unterschied zu
Acridinorange ist Propidiumiodid nicht permeabel fiir die Zellmembran. Somit gelangt
dieser Farbstoff nur in die Ndhe von Nukleinsduren, DNA und RNA von toten Zellen mit
defekter ~Zellmembran. Aufgrund dieser Eigenschaften war die Dbesagte
Fluoreszenzfarbstoffkombination in der Lage, eine quantitative Aussage bei einer Zell-

Uberlebensanalyse iiber primire Zellen (u.a. PBMC) zu treffen.

Nach dem zweiten Zentrifugationschritt wurde der Uberstand erneut verworfen. Das
Pellet wurde unter Verwendung des Einfriermediums resuspendiert. Dieses Medium
bestand zu fiinfzig Prozent aus eine Nidhrmedium (RPMI 1640, c.c.pro, Oberdorla,
Deutschland), zu vierzig Prozent aus fetalem Kilberserum (FKS, c.c.pro, Oberdorla,
Deutschland) und zu zehn Prozent aus Dimethylsulfoxid (DMSO, SIGMA, Saint Louis,
Missouri, USA). Bei dem oben genannten Ndhrmedium handelte es sich um ein
Zellkulturmedium u.a. fiir Leukozyten. Es beinhaltete neben einem Hydrogencarbonat-
Puffersystem, Glucose, Salze, Aminosdure und Vitamine. Als pH-Indikator wurde
Phenolrot verwendet. FKS verhinderte bei der Kryokonservierung die Entstehung von
zelluldren Schiden. Bei DMSO handelte es sich um Dimethylsulfoxid, welches als

zusétzliches  Frostschutzmittel fungierte. Als solches verhinderte es eine
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Eiskristallbildung wéhrend der Kryokonservierung, welche die empfindlichen PBMCs

ansonsten zerstort hitte.

AbschlieBend wurden Aliquots zu je 10x10° Zellen pro Portion gebildet. Diese wurden
dann in extra dafiir vorgesehene Einfrierr6hrchen (Cryo.STM Einfrierrohrchen, Greiner
Bio-One International, Gremsmiinster, Osterreich) iiberfiihrt und eingefroren. Dafiir
wurden die Einfrierrohrchen in vorgekiihlte Gefrierbehélter (Mr. FrostyTM
Gefrierbehilter mit 2 Propanol fiir 1-2ml Cryo-Tubes, ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) einsortiert und fiir mindestens 24 Stunden in einem Kiihlschrank
bei -80°C tiefgekiihlt bevor sie dann in die Stickstoff-Gasphase iiberfithrt wurden. Die
Gefrierbehilter sorgten dabei fiir eine kontrollierte, langsame Abkiihlung der Proben und
verhinderten so eine Kristallbildung wie sie bei einer unkontrollierten Abkiihlung
entstanden wire. Damit war die Aufbereitung der Zellen fiir die durchflusszytometrische

Analyse vorerst abgeschlossen.

Durchflusszytometrie

Bei einem Durchflusszytometer handelt es sich um ,,eine automatisierte Licht- und
Floureszenzmikroskopie an Einzelzellen im kontinuierlichen
Probendurchfluss® (Bohmler, n.d.) fiir Zellen der GroBe 0,4 — 50um. Fiir die
Durchflusszytometrie sind vier Grundpfeilern essentiell: Tragerfliissigkeit, Optik,

Kompensation und Datenverarbeitung.

Mit Hilfe einer Tréagerfliissigkeit passierten die Zellen einzeln die Optik, welche aus
Lasern bestand. Beim Durchtritt der Zelle durch die Laserstrahlen regten diese selektiv
die Fluorochrom-gekoppelten Antikdrper auf der gefarbten Zelle zur Emission von Licht
an. Dabei wurden unterschiedliche Fluorochrome durch unterschiedliche Wellenlingen
angeregt. Das emittierte Licht wies eine langere Wellenlénge auf als die des Lasers. Mit
Hilfe von optischen Filtern und Spiegeln, die selektiv fiir einen Wellenldngenbereich
durchldssig waren, wurde das Licht einem bestimmten Kanal mit dem entsprechenden

Detektor zugeleitet. In den Detektoren, die als Photomultiplying-Tubes bezeichnet
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wurden, fand dariiber hinaus eine Verstirkung des Lichtsignals statt, welches dann von
einer Software registriert und ausgewertet wurde. Abschliefend generierte die Software

fiir jede Messung eine FCS-Datei (,,Flow Cytomtery Standard*).

Weiterhin wurde die Streuung des Laserstrahles selbst gemessen. Das Vorwiértsstreulicht
(engl. foreward scatter, FSC) wurde in Richtung des Lasers gemessen und erlaubte eine
Aussage iiber den Umfang der passierenden Zelle. Das Seitwértssreulicht (engl: sideward
scatter, SSC) wurde in 90° zum einfallenden Licht gemessen und ermdoglichte eine
Aussage liber die Granularitdt der Zelle und somit iiber ihre Komplexitit. Insgesamt lief3

sich die Morphologie der Zelle mit Hilfe des Streulichts beschreiben.

0004009000

7
~

Abbildung 4: Ubersichtsdarstellung zur Verdeutlichung der Prinzipien eines Durchflusszytometers

(Introduction to flow cytometry, n.d.)

Im Verlauf wird im Einzelnen auf die Grundpfeiler der Druchflusszytometrie und die
konkreten Einstellungen eingegangen, so wie sie in der vorliegenden Studie zur
Anwendung kamen. Bei den Experimenten wurde ausschlieBlich ein
Durchflusszytometer (FACSVerse flow cytometer, BD Bioscience, Franklin Lakes, New
Jersey, USA) verwendet. Dabei wurde das Ziel verfolgt, eine umfassende

Oberflachenmarkeranalyse bei Monozyten durchzufiihren.
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Fliissigkeiten
Neben dem Probenpuffer, der die zu messenden gefirbten Zellen enthielt, spielte die
Tragerfliissigkeit (FACSFlow Sheath Solution, BD Bioscience, Franklin Lakes, New
Jersey, USA) eine zentrale Rolle. Sie war fiir die hydrodynamische Fokussierung der
einzelnen Zellen verantwortlich, die letztlich eine laminare Stromung erzeugte, sodass
die Zellen die Laserstrahlen einzeln passierten. Dieses physikalische Phdnomen folgte

dem Bernoulli-Effekt.

Optik
Das FACSVerse (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) arbeitete mit
insgesamt drei verschiedenen Lasern und acht Detektionskdnalen sowie einem eignen
Detektionskanal fiir den FSC. In Tabelle 10 sind die verschiedenen Laser mit den

jeweiligen Wellenldngen aufgefiihrt.

Laser Wellenliinge [nm]
Blau 488
Rot 640

Violett 405

Tabelle 10: Optik des Durchflusszytometers FACSVerse (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey,
USA)

Die technischen Voraussetzungen des FACSVerse (BD Bioscience, Franklin Lakes, New
Jersey, USA) ermoglichten somit eine detaillierte Aussage beziiglich folgender Parameter:
Neben der GroBe und der Granularitit konnte auch die Fluoreszenzintensitit von

verschiedenen Fluorochrom-gekoppelten Antikorper gemessen werden.

Eine durchflusszytometrische Messung verschiedener Fluorochrome innerhalb einer
Probe wurde durch die verschiedenen Exzitation- und Emissionsmaxima ermoglicht.
Dies ist exemplarisch fiir AlexaFluor 647 in Abbildung 19 im Anhang dargestellt. Jedoch

konnte es je nach verwendetem Fluorochrome trotzdem zu einer spektralen Uberlappung
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kommen, die es galt, zu vermeiden. Bei einer spektralen Uberlappung handelte es sich
um die Uberlappung der Emissionsbereiche verschiedener Fluorochrome. Diese konnte

durch den Einsatz von feinen Filtern minimiert werden.

Kompensation
Da sich eine spektrale Uberlappung nicht immer vermeiden lieB, bedurfte es einer
Kompensation, die von dem Durchflusszytometer (FACSVerse flow cytometer, BD
Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) selbststindig durchgefiihrt wurde.
Dadurch, dass das Emissionsmaximum in das Filterspektrum eines anderen Detektors mit
hineinreichen konnte, wurden in diesem Detektor féalschlicherweise Ereignisse registriert.
Bei einer Kompensation wurde der entsprechende Fluoreszenzanteil identifiziert und bei

der Auswertung berticksichtigt.

Um diesen umfangreichen Prozess nicht téglich durchfiihren zu miissen, aber trotzdem
die Qualitdt und Reproduzierbarkeit der Werte zu wahren, wurden ,,Cytometer Setup and
Tracking Beads* (CS&T Beats, BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
verwendet. Dabei handelte es sich um drei verschiedene Polystyrol-Beads mit
verschiedenen Fluoreszenzintensititen sowie eine Mischung aus verschiedenen
Fluorochrome, die einen weiten Exzitations- sowie Emissionsbereich abdeckten. Die
verwendeten CS&T Beads (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) waren mit
den eingesetzten Fluorochromen (Alexa Fuor 647, Alexa Fuor 488, Pacific Blue, FITC,
PE, PerCP, Pe-Vio770, APC, APC-Vio770, VioBlue, PerCP-Cy 5.5) kompatibel.
Abgesehen  von  der  garantierten = Reproduzierbarkeit  beziiglich  der
Durchflusszytometerkonfiguration, wurde auch die Funktionstiichtigkeit (,,performance
checking®) uberpriift. Die Beads kamen tédglich zur Kalibrierung im Rahmen der
Performance Quality Control” zum Einsatz. Zusitzlich enthielt jedes Lypoplate™
Screening Panel (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) eine Probe mit
»Rainbow Calibration Beads* (8 Peaks) zur Verifizierung der Durchflusszytometer-

Einstellung und somit als Kontrolle fiir die CS&T Beads.
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Datenverarbeitung
Die Messung der Daten erfolgte mit der Software FACSuite Version 1.0 (BD Bioscience,
Franklin Lakes, New Jersey, USA). Die abschlieBende Auswertung der FCS-Dateien
wurde mit der Software FACSDiva Version 6.1.3 (BD Bioscience, Franklin Lakes, New
Jersey, USA) durchgefiihrt. Dabei wurden hauptsichlich zwei graphische
Darstellungsmethoden verwendet: Das Histogramm stellte eine Haufigkeitsverteilung
beziiglich der Fluoreszenzintensitit dar und erlaubte somit einen direkten annéhernd
proportionalen Riickschluss auf die gebundenen Fluorochrom-gekoppelten Antikorper.
Des Weiteren zeigte das Verteilungsdiagramm (engl.: scatter plof) die Ereignisse in
Abhiangigkeit von zwei verschiedenen Merkmalen. Bei den Merkmalen handelte es sich
um die gebunden Fluorochrome-gekoppelten Antikorper, FSC oder SSC. Mit dieser
Methode lieBBen sich verschiedene Population identifizieren. Um zwischen den einzelnen
Populationen zu differenzieren, wurde der ,,Region of Intrest“ (ROI) markiert und isoliert
in einem gesonderten Verteilungsdiagramm dargestellt. Das sogenannte ,,Gating® wird

fiir die jeweiligen Experimente in den entsprechenden Kapiteln genauer erldutert.

EDTA-Vollblutanalyse

Eine durchflusszytometrische Analyse des EDTA-Vollblutes wurde durchgefiihrt, um
eine Aussage tiber die initialen Monozytenverhéltnisse inklusive der Subpopulationen vor
der Kryokonservierung zu erhalten. Dies wurde spiter mit dem Verhéltnis der
Subpopulationen der Monozyten nach dem Auftauen der Proben verglichen. Weiterhin
sollte die Vergleichbarkeit der Monozytenpopulationen beziiglich der verschiedenen

Entnahmeorte (arteriell vs. vends) in den beiden Kohorten verglichen werden.

Fiir die Vollblutanalyse wurde 400ul EDTA-Vollbut bendtigt. Pro Probe wurden zwei
Trucount™ Tubes (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) benétigt. Diese
speziellen Rohrchen waren essentiell, damit die in der Probe enthaltene Zellen spéter
durchflusszytometrisch gezéhlt werden konnten. Dafiir enthielten die Trucount™ Tubes

(BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) eine bekannte Anzahl an Kugeln
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(engl. beads). Durch den Vergleich von Kugeln zu gezdhlten Zellen, konnte auf die
absolute Anzahl von Zellen in der Probe geschlossen werden. In je ein Trucount™ Tubes
(BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) wurde 50 bzw. 100ul Vollblut
pipettiert. In das erste Rohrchen mit der geringeren Menge an Vollblut wurde ein
Antikorpercoktail zur Identifizierung von Monozyten hinzugegeben, welcher aus 5Sul
CD14 (BioLegend; San Diego, California, USA), S5ul CD16 (BioLegend; San Diego,
California, USA), 3ul CD11b (BioLegend; San Diego, California, USA), 3ul CD66b
(BioLegend; San Diego, California, USA) bestand. In das zweite Rohrchen wurden 10ul
eines fertig zusammengestellten Antikdrpercocktails (7-Color Immunophenotyping
Cocktail, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach, Deutschland) mit insgesamt sieben
Antikdrpern pipettiert: CD14, CD56, CD16, CD4, CD19, CD3, CDS8, CD45. Dieser
Antikorpercocktail ermoglichte eine immunologische Charakterisierung und
Differenzierung der enthaltenen Leukozyten im Probenmaterial. Die Notwendigkeit der
Durchfiihrung von zwei getrennten Farbungen des Vollblutes ergab sich daraus, dass in
dem Antikorpercocktail der Antikérper CD56 (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-
Gladbach, Deutschland) als auch CD16 (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach,
Deutschland) mit dem gleichen Fluorochrom (hier: PE) markiert waren und somit von
dem gleichen Detektor registriert wurden, sodass eine differenzierte Betrachtung
ausgeschlossen war. In dem erstgenannten Férbeprotokoll hingegen war CDI16
(BioLegend; San Diego, California, USA) mit dem Fluorochrom Pacific Blue markiert.
Dariiber hinaus wurde dieses Protokoll durch die Antikdrper CD11b (BioLegend; San
Diego, California, USA) und CD66b (BioLegend; San Diego, California, USA) ergénzt,
welche eine Abgrenzung der Monozytenpopulation zu natiirlichen Killer-Zellen und
Granulozyten erlaubten. Die verwendeten Antikorper mit ihren Fluorochromen sind in

Tabelle 11 und Tabelle 12 dargestellt.
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Fluorochrome | Exzitationsmaximum | Emissionsmaximum | Filter | Laser
[nm] [nm] [nm]
CD14-Alexa 488
495 519 527/32
Fluor 488 (blau)
CD16-Pacific 405
401 452 448/44
Blue (violet)
CDl11b-Alexa 640
650 668 660/10
Fluor 647 (rot)
Cd66b-PerCP- 488
482 695 700/54
Cy5.5 (blau)
Tabelle 11: EDTA-Vollblutanalyse, Monozytencocktail, erstes Rohrchen
Fluorochrome Exzitationsmaximum Emissionsmaximum Filter Laser
[nm] [nm] [nm]
CD14-FITC 490 517 527/32 488
(blau)
CD16-PE 565 575 586/42 488
(blau)
CD56-PE 565 575 586/42 488
(blau)
CD4-PerCP 482 675 700/54 488
(blau)
CD19-Pe- 565 776 783/56 488
Vio770 (blau)
CD3-APC 652 660 660/10 640
(rot)
CDS8-APC- 652 775 783/56 640
Vio770 (rot)
CD45VioBlue 400 452 448/45 405
(violet)

Tabelle 12: EDTA-Vollblutanalyse, Antikérpercocktail, zweites Rohrchen
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Nach der Inkubationszeit (erster Rohrchen: 20 Minuten, Raumtemperatur, im Dunklen;
zweites Rohrchen: 10 Minuten, Raumtemperatur, im Dunklen) wurde ein Puffer (BD
FACS™ Lysing Solution, BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) hinzugefligt,
der eine Lyse der Erythrozyten bewirkte, sodass im Anschluss direkt die
durchflusszytometrische Messung erfolgen konnte. Mit Hilfe der Software FACSDiva
Version 6.3.1. (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) wurden die Daten
ausgewertet. Das Vorgehen zur Identifizierung der Monozyten Subpopulationen ist in

Abbildung 20 im Anhang dargestellt.
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Oberflichenmarkeranalyse

Bei einem Lypoplate™ Screening Panel (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey,
USA) handelte es sich um ein ,,Human Cell Surface Marker Screening Panel. Dieses
besteht aus drei 96-Well Platten mit insgesamt 242 lyophylisierten, monoklonalen
Antikorpern, die gegen humane Oberflachenmarker gerichtet waren (siehe Abbildung 21
im Anhang). In den 96-Well Platten waren auflerdem sowohl Maus- als auch Ratten-
Isotypen-Kontrollen (Platte 3) enthalten. Jedes Well beinhaltete 2,75ug des jeweiligen
Antikorpers, sodass die Menge fiir 5 — 6 Tests ausreichte. Als Sekundéirantikorper dienten
AlexaFluor® 647 konjugierte Ziege-anti-Maus Immunglobuline (BD Bioscience,
Franklin Lakes, New Jersey, USA) und AlexaFluor® 647 konjugierte Ziege-anti-Ratte
Immunglobuline (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA). Abweichend von
dem Herstellerprotokoll fiir die Oberflichenmarkeranalyse wurde bei dieser Studie
mittels der Zugabe von zusétzlichen Antikdrpern zur Identifizierung der
Monozytenpopulationen das Protokoll modifiziert. Neben einer indirekten Férbung der
Zellen fiir die Oberflichenmarkeranalyse, erfolgte die Farbung mit dem CD14/CD16
Mastermix (BioLegend; San Diego, California, USA) direkt {iber Fluorochrom-
gekoppelte Antikorper. Die verwendeten Antikorper mit ihren Fluorochromen sowie
deren optische Eigenschaften sind in Tabelle 13 dargestellt. Insgesamt handelte es sich

um eine neue Methode, auf deren Versuchsablauf im Folgenden eingegangen wird.

Fluorochrome | Exzitationsmaximum | Emissionsmaximum | Filter | Laser
[nm] [nm] [nm]
Lypoplate™
Screening 640
650 668 660/10
Panel-Alexa (rot)
Fluor 647
CD14-Alexa 488
495 519 527/32
Fluor 488 (blau)
CD16-Pacific 405
401 452 448/44 )
Blue (violet)

Tabelle 13: Oberflichenmarkeranalyse, Antikérpercocktail
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Um den Einfluss unspezifischer Antikdrperbindung zu minimieren, beinhaltete das
Analyseset Isotypenkontrollen fiir die Primdrantikdrper (Maus & Ratte). Diese
unterschieden sich in ihrem Aufbau nicht von den Primérantikdrpern. Lediglich das
Epitop, das sie banden, kam nicht beim Menschen vor. Zudem wurden eine ,,Fluoreszenz

Minus One* (FMO) Kontrolle fiir das Fluorochrome Alexa647 eingesetzt.

Das Protokoll fiir die Oberflichenmarkeranalyse sowie der anschlieBenden Messung

durch das Durchflusszytometer konnte in insgesamt sieben Abschnitte gegliedert werden.
1. Fc-Rezeptor-Blocking der PBMCs
2. Bindung der Primérantikorper
3. Bindung des Sekundérantikdrpers
4. Bindung des CD14/CD16 Mastermixes
5. Bindung des AquaDye Mastermixes
6. Durchflusszytometrische Analyse der 96-Well Platten

7. Auswertung der FACS-Daten

Bevor das Oberflachenanalyseset mit den 242 monoklonalen Antikérpern zum Einsatz
kam, mussten zuerst die kryokonservierten Proben vorbereitet werden. Bei dem im
Folgenden aufgefiihrten Protokoll handelte es sich um die Anweisung fiir die

Aufarbeitung einer Probandenprobe.

Alle Arbeitsschritte bis auf das Zentrifugieren und die Analyse im Durchflusszytometer
fanden unter keimarmen Bedingungen unter einer Sicherheitsbank statt. Zuerst wurde der
Farbepuffer fiir die Zellen (Cell Staining Buffer, BioLegend; San Diego, California, USA)
mit SmM EDTA (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) angesetzt.
Dieser diente spiter als Waschpuffer flir die iiberschiissigen Antikérper nach der
Inkubation. Bei dem besagten Puffer handelte es sich um einen optimierten Waschpufter,
der extra fiir die Arbeit mit immunfluoreszenten Farbungen bei Zellsuspensionen

ausgelegt war. Dabei verhinderte insbesondere das fotale Kilberserum (FKS) sowie
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Natriumazid (NaN3) eine unspezifische Bindung der verwendeten Antikdrper bzw. das
Abdecken oder die Internalisierung zelluldrer Antigene. EDTA verhinderte dariiber
hinaus als Chelator die Inhibition von Metalloproteasen und somit auch die Inaktivierung
durch Schwermetallionen. AuBlerdem wurde PBS mit SmM EDTA (ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) angesetzt. Weiterhin wurde der AquaDye
Mastermix (Invitrogen; Carlsbad, Californien, USA) hergestellt, indem er im Verhéltnis
1:1000 mit einem Waschpuffer (Cell Wash Buffer, BD Bioscience, Franklin Lakes, New
Jersey, USA) verdiinnt wurde. Mit Hilfe dieses Mastermixes konnte eine Aussage iiber
die Viabilitit der einzelnen Zell getroffen werden. Fiir den CD14/CD16 Mastermix
wurden Alexa-Fluor® 488 anti-human CD 14 (BioLegend; San Diego, California, USA)
und PacificBlue anti-human CD 16 (BioLegend; San Diego, California, USA) mit einem
Farbepuffer fiir diese Zellen (Cell Staining Buffer, BioLegend; San Diego, California,
USA) und 5SmM EDTA (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
verdiinnt. Dieser Mastermix erlaubte die Identifizierung und Unterscheidung der
Monozytensubpopulationen. Der Sekundar-Antikorper-Mastermix Maus sowie der
Sekundér-Antikorper-Mastermix Ratte wurden ebenfalls mit einem Férbepuffer fiir diese
Zellen (Cell Staining Buffer, BioLegend; San Diego, California, USA) und 5SmM EDTA
(ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) verdiinnt.

AnschlieBend wurden die kryokonservierten PBMCs ziigig in einem Zellbad bei 37°C
aufgetaut. Um schnell und effektiv eine Einzel-Zell-Suspension herzustellen, wurden die
PBMC:s durch ein Sieb (70pum Cell Strainer, Corning; Corning, New York, USA) gefiltert.
Zusitzlich wurden die leeren Cryo-Einfrierrohrchen mit PBS/5SmM EDTA ausgespiilt und
durch das gleiche Sieb zu der Zellsuspension dazugegeben. Dann wurde je nach
Zelldichte erneute PBS/5SmM EDTA dazu gegeben. Das Zentrifugenréhrchen mit der
Zellsuspension wurde zentrifugiert (300G, 15min, 4°C). Anschlieend wurden die Zellen
in 10ul Zellsuspension automatisiert mit Hilfe eines Zellzdhlgerites (Luna-FLTM
Automated Cell Counter, Logos Biosystems, Gyunggi-Do, Korea) gezihlt. Das restliche
Probenmaterial wurde bis 50ml mit PBS/5SmM EDTA aufgefiillt und erneut zentrifugiert
(300G, 15min, 4°C).

Danach wurde das Zellpellet in einer Losung (Human TruStain FcX Fc Receptor

Blocking Solution, BioLegend; San Diego, California, USA), die die freien Fc-Fragmente
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blockierte, resuspendiert (3ul pro 100ul Zellsuspension). Fc-Rezeptoren sind auf vielen
Zellen anzutreffen und somit auch auf PBMCs und den Monozyten im Speziellen
vertreten. Die oben genannte Losung sollte falsch-positive Ereignisse aufgrund von
ungerichteter Antikdrperbindungen durch die Fc-Rezeptoren minimieren. Das Gemisch
inkubierte fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur, bevor die Zellsuspension zu je 100ul in

die Wells pipettiert wurde.

Daraufthin wurde 20ul des Primérantikorper (Lypoplate™ Screening Panels-Alexa Flour
647, BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) pro Well gemil Vorlage (siche
Abbildung 21) hinzugefiigt. Die Zellsuspension mit dem Primédrantikdrper wurde
gemischt und inkubierte fiir 20 Minuten bei 4°C im Dunklen. Dann schloss sich ein
Waschvorgang an. Dafiir wurden 100ul Farbepuffer (Cell Staining Buffer, BioLegend,
San Diego, California, USA) dazugegeben und die Platte wurde zentrifugiert (500G,
7min, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und die Platte vorsichtig abgetupft.
Darauthin wurde der gleiche Waschvorgang noch einmal wiederholt mit dem einzigen
Unterschied, dass die dabei entstandenen Pellets in 200ul Farbepufter (Cell Staining
Buffer, BioLegend; San Diego, California, USA) resuspendiert wurden.

Im Anschluss wurden 100ul des Sekundir-Antikorper-Mastermix (BD Bioscience,
Franklin Lakes, New Jersey, USA) pro Well dazugegeben. Dieser musste nun ebenfalls
wie der Primirantikorper fir 20 Minuten bei 4°C im Dunklen inkubieren. Hierauf
schlossen sich wieder zwei Waschvorginge an, die in ihrem Ablauf mit den beiden

vorherigen Waschvorgéngen iibereinstimmten.

Darauffolgend wurden dann die Pellets in CD14/CD16-Mastermix resuspendiert. Die
Platten mussten anschlieBend fiir 20 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubieren. Im stetigen
Fortgang schloss sich ein weiterer Waschvorgang an, bei dem die Pellets zuerst in 100pul
Farbepufter (Cell Staining Buffer, BioLegend; San Diego, California, USA) resuspendiert
bevor die Platten dann zentrifugiert (500G, 7min, 4°C) wurden. Der Uberstand wurde

verworfen und die Platten mit Papierhandtiichern abgetupft.
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In einem letzten Schritt wurde 100ul des AquaDye-Mastermix (Invitrogen; Carlsbad,
Californien, USA) pro Well dazugegeben. Darauthin mussten die Platten ein letztes Mal
im Dunkeln bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten inkubieren. Abschlieend fand noch ein
letzter Waschvorgang statt, der sich in seinem Ablauf nicht von dem vorherigen
unterschied, bevor die Zellen dann in 150ul Farbepuffer (Cell Staining Buffer, BioLegend;
San Diego, California, USA) aufgenommen und der durchflusszytometrischen Messung

zugefiihrt wurden.

Abschliefend konnte die Messung beginnen. Dabei erstellte die Software FACSuite
Version 1.0 (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) pro gemessenes Well
eine FCS-Datei. Die Messeinstellungen wurden dabei wie folgt konfiguriert: Die
Akquisition der Probe wurde entweder nach der Aufnahme von 30.000 Monozyten oder
nach einer Minute gestoppt. Die generierten Daten wurden dann mit der Software
FACSDiva Version 6.3.1. (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
ausgewertet. Das Vorgehen ist in Abbildung 22 im Anhang exemplarisch fiir einen

Oberflachenmarker dargestellt.

Biostatistische Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse der Oberflichenmarkeranalyse erfolgte mittels der
Software FACSDiva Version 6.3.1. (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
und lieferte jeweils eine Datei mit allen Rohdaten fiir jeden Patienten. Diese Rohdaten
wurden normalisiert mittels der medianen Fluoreszenzintensitit (MFI) fiir die
Isotypenkontrollen. Dabei wurde die Differenz zwischen der MFI der Oberflachenmarker
und der MFT der Isotypenkontrollen gebildet. Mit diesen normalisierten Daten wurden

fortan alle weiteren Berechnungen durchgefiihrt.

Zunichst wurde der Median der einzelnen Subpopulation fiir jeden Oberflichenmarker
berechnet. Daran schloss sich der Kohortenvergleich an, bei dem jede Subpopulation
getrennt voneinander behandelt wurde. Dennoch war die Vorgehensweise fiir alle

Subpopulation die Gleiche. Zuerst wurden die Oberflichenmarker, deren Median eine
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Oberflichenmarker-Analyse zirkulierender Monozyten bei NSTEMI-Patienten

MFI < 100 aufwies, herausgefiltert. Dieser Grenzwert sollte verhindern, dass ein
mogliches Hintergrundrauschen die Ergebnisse verfilschte. Auf diejenigen
Oberflachenmarker, bei denen der Median eine MFI > 100 aufwies, wurde ein Man-
Whitney-U-Test angewandt. Bei den beiden Kohorten — NSTEMI und Ausschluss-KHK
— handelt es sich um unabhingige Populationen. Der Unterschied zwischen den Werten
fiir die MFT in den beiden Kohorten wurde als signifikant angesehen, wenn die Bedingung
p-Wert < 0,05 erfiillt war. Fiir die Oberfldchenmarker, die diese Bedingung erfiillten,
wurde anschlieBend der Quotient (,,fold-change*; FC) bezogen auf die beiden Kohorten
berechnet. Dabei sollten unter den Oberflichenmarkern mit einem signifikanten
Unterschied ithrer MFI diejenigen identifiziert werden, deren
Fluoreszenzintensititsunterschied maximal gro3 war. Als Toleranzgrenze beziiglich des
FCs wurden folgende Grenzen festgelegt: >1,5 bzw. <0,75. Eine Ubersicht der
Vorgehensweise beziiglich der statistischen Auswertung stellt Abbildung 5 dar.

Toleranzgrenze e Oberflachenmarker mit einer MFI>100

Man-Whitney-U- *Oberflichenmarker der beiden
Test Kohorten mit einem signifikanten
Unterschied beziiglich der MFI

*Oberflichenmarker der beiden
Fold- Change Kohorten mit FC >1,5 bzw.
<0,75

Abbildung 5: Entscheidungspfad fiir die biostatistische Auswertung. Bei der angegebenen MFI
handelt es sich jeweils um die normalisierte MFI (MFI abziiglich Isotypen-MF1I)
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Bioinformatische Auswertung

Die bioinformatische Auswertung wurde mittels einer ,,Gene set enrichment
analysis* (GSEA) durchgefiihrt. Fiir die Analyse wurde auf die Molecular Signatures
Database v6.0 (MSigDB) zuriickgegriffen. Diese beinhaltete 17.779 Gensets, welche
wiederum in acht grofle Untergruppen eingeteilt wurden. Fiir die hier vorliegende Studie
wurde die Untergruppe zur Genontologie (C5) verwendet. Diese beinhaltete neben
Gensets zur molekularen Funktion sowohl Gensets zu zelluldren Bestandteilen als auch

zu biologischen Prozessen (Subramanian et al., 2005).

Die GSEA wurde jeweils fiir alle Subpopulationen der Monozyten vergleichend in beiden
Kohorten durchgefiihrt. Als Datensatz dienten die erhobenen Daten der
Oberflichenmarkeranalyse (242 Oberflichenmarker). Um die Oberflichenmarker mit
den Genets abgleichen zu konnen, bedurfte es einer einheitlichen Bezeichnung. In diesem
Fall wurde ein AFFYMETRIX.Chip verwendet mit 56671 verschiedenen Annotationen.
Die Phenotypen wurden einheitlich benannt: 1 fiir NSTEMI und 0 fiir Ausschluss-KHK.

Fir die Analyse wurde zunichst eine sortierte Liste erstellt, bei der die
Oberflachenmarker entsprechend ihrer Expression geordnet wurden. Anhand dieser Liste
wurde der Anreicherungswert (,,Enrichment Score*; ES) berechnet auf der Grundlage
einer Summenstatistik. Die Berechnung erfolgte in Anlehnung an den Kolmogorov-
Smirnov-Test. Der ES beschreibt die maximale Abweichung von 0. Damit wurde eine
Aussage dartiber getroffen, ob ein Oberflichenmarker in der Liste des Datensatzes iiber-
(positiver ES) oder unterreprédsentiert (negativer ES) war. Die Normalisierung des ES
erfolgte durch das Geneset selbst und lieferte den normalisierten Anreicherungswert

(,,normalized Enrichment Score*‘; NES).

Um die Signifikanz des ES bzw. des NES einzuschétzen, erfolgte die Berechnung des p-
Wertes mittels Permutationen des Phianotyps (entweder NSTEMI oder Ausschluss-KHK).
Die Zahl der Permutationen wurde im Verlauf gesteigert (10, 100, 1000, 10000). Der ES
wurde jeweils neu berechnet. Dabei entstand eine Null-Verteilung fiir den ES. Eine solche
um null symmetrische Verteilung liegt vor, wenn negative und positive Werte jeweils

dieselbe Wahrscheinlichkeit besitzen. Der p-Wert berechnete sich dann aus dem initial
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berechnetem ES bezogen auf die Null-Verteilung. Die Ergebnisse beziehen sich auf die
Analyse mit 10000 Permutationen. Die Statistik wurde ergénzt durch die Berechnung der
Falscherkennungsrate (,false discovery rate*; FDR). Die FDR sollte gemill der
Empfehlung des Software Providers nicht iiber 25% liegen, wenn mit der Analyse

beabsichtigt wurde, Hypothesen zu generieren.

Weiterhin lief3 sich die Aussagekraft des ES bzw. des NES durch ein weiteres statistisches
Verfahren genauer beschreiben. Dieses wurde als ,,Leading Edge Analysis“ (LEA)
bezeichnet. Beispiele dafiir befinden sich im Anhang (Abbildung 34 — Abbildung 65).
Graphisch wurden durch die LEA die Oberflichenmarker charakterisiert, die zur ES
beitrugen. Numerisch setzte sich die LEA aus drei Werten zusammen.
,»lags* bezeichneten dabei den prozentualen Anteil der Oberflaichemarker eines Gensets,
die zu der ,,Leading Edge* einer Subpopulation gehorten. Somit gab dieser statische Wert
an, wie viele Oberflaichenmarker eines Gensets zum ES beitragen. Die ,,List*“ gab an,
welcher Anteil der sortierten Liste zu der ,,Leading Edge* Subpopulation gehdrten. Dies
ermoglichte eine Aussage dariiber, wo in der Liste der ES zu erwarten war. Kleinere Werte
bedeuteten, dass nur wenige Oberflichenmarker in den Extrembereichen zu finden waren.
Beide statistischen Werte trugen wiederum zum ,,Signal* bei. Dieser statistische Wert
machte eine Aussage beziiglich der Signalstirke des ES. Wenn sich die
Oberflaichenmarker eines Gensets innerhalb der ersten Position der sortierten Liste
befanden und wenn von dem Genset viele Oberflichenmarker vorhanden waren, duflerte
sich dies in einer hohe Signalstirke. Wenn das Genset {iber die ganz Liste verteilt war,
dann verringerte sich die Signalstirke. Somit erlaubte die bioinformatische Auswertung
der GSEA (Subramanian et al., 2005) neben einer qualitativen auch eine quantitative

Aussage.
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Ergebnisse

Patientencharakteristika

Insgesamt wurden 12 Patienten in die Studie eingeschlossen jeweils 6 Patienten mit
NSTEMI und 6 Patienten mit einem Ausschluss einer KHK. Beziiglich der
kardiovaskulédren Risikofaktoren war ein Diabetes mellitus ein Ausschlusskriterium, da

dieser mit einer Immunschwéche einhergeht.

NSTEMI Ausschluss-KHK | p-Wert
Probanden, n 6 6
Geschlecht, n (%) 4 (66,7) 4 (66,7) 1
Alter, Median (IQR) 82 (57 - 82,25) 56 (49 - 62,75) 0,063
kardiovaskulire Risikofaktoren
arterielle Hypertension, n (%) 5(83,3) 2 (33,3) 0,639
Body-Mass-Index, Median (IQR) | 26 (23,5 - 28,25) | 28,5(23,25-36,76) | 0,453
Raucher, n (%) 2 (33,3) 2 (33,3) 1
positive Familienanamnese, n (%) 1(16,7) 0(0)

Tabelle 14: Patientencharakteristika I
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NSTEMI Ausschluss-KHK
Probanden, n 6 6
laborchemische Parameter
initiales Troponin [ng/1], Median 29,3 (20,25 - 85,33) -
(IQR)
initiales CK [U/1], Median (IQR) 389 (360 - 671) -
initiales CK-MB [U/1], Median (IQR) 29 (26 - 50) -
Klassifikation des MI
Typ 1, n (%) 4 (66,7) 0
Typ 2, n (%) 2 (33,3) 0
KHK
1-Gefdl KHK, n (%) 1(16,67) 0
2-Gefall KHK, n (%) 0(0) 0
3-Gefal KHK, n (%) 3 (50) 0

Tabelle 15: Patientencharakteristika I1

Patienten mit NSTEM1

Insgesamt wurden 6 Patienten mit einem klinisch gesicherten NSTEMI in die Studie
eingeschlossen. Auffillig dabei war, dass der Anteil der Minner (66%) unter den
Studienpatienten dominierte. Das Alter dieser Patienten wies keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Kohorten auf (p=0,0632). Dariiber hinaus befanden sich alle
Patienten iiberwiegend in dem Stadium des Priadipositas. Beziiglich des Nikotinabusus,
stach ins Auge, dass es keinen Unterschied zwischen den beiden Kohorten diesbeziiglich
gab. Des Weiteren zeigte sich, dass lediglich die Patienten in der NSTEMI-Kohorte eine
positive Familienanamnese aufwiesen. Darunter war zu verstehen, dass mindestens ein
Verwandter 1. Grades einen Herzinfarkt in frithen Jahren erlitten hat (Frauen<55 Jahre,
Minner<45 Jahre). Die Kohorte mit den NSTEMI-Patienten wies eine positive
Troponindynamik auf. Hinsichtlich des Schweregrades der KHK fiel auf, dass die
Mehrzahl der NSTEMI-Patienten an einer 3-Gefa3-KHK litt.

Patienten ohne KHK
Insgesamt wurden 6 Patienten mit einem gesicherten Ausschluss einer KHK in die Studie

eingeschlossen. Die Patienten wiesen {iberwiegend einen Praadipositas auf gemessen am
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Body-Mass-Index (BMI). Weiterhin wies eine geringe Zahl der Patienten eine arterielle
Hypertonie auf. Der Unterschied zwischen den beiden Kohorten war jedoch nicht
signifikant (p=0,6388). Der Nikotinabusus fiel etwas geringer aus als in der NSTEMI-
Kohorte. Entsprechend der Einschlusskriterien fiir die Kontrollgruppe wies keiner der

Patienten eine manifeste KHK auf.

Vollblutanalysen

Bei dem Vollblut handelte es sich um unbehandeltes EDTA-Blut, welches einer
durchflusszytometrischen Analyse zur Beurteilung der Monozytensubpopulationen
unterzogen wurde. Bereits visuell zeigte sich im Verteilungsdiagramm unter Verwendung
der fluoreszenzmarkierten Oberfldchenantikdrper CD14 und CD16 eine Verteilung der
Monozyten auf drei Gruppen (sieche Abbildung 20 im Anhang). Dabei bildeten die
CD14™ CDI16~ Monozyten die grofite Population. Die mittlere Gruppe wurde gebildet
von CD14" CD16" Monozyten. Dariiber hinaus war der Ubergang zur kleinsten

Subpopulation der Monozyten flieBend und nicht immer eindeutig abgrenzbar

In dieser Studie wurden die Vollblutproben (EDTA-Blut) aus den folgenden Griinden
gesammelt: Zum einen wurde damit der Zweck verfolgt, eine Aussage iiber die Verteilung
der einzelnen Subpopulationen der Monozyten treffen zu konnen sowohl im Vergleich
der beiden Kohorten als auch, um einen potentiellen Einfluss der Kryokonservierung auf
die  Monozytenverteilung zu identifizieren.  Darliber hinaus war eine
durchflusszytometrische Vollblutanalyse obligatorisch, da die Blutentnahme bei den
Patienten der NSTEMI-Kohorte peripher-arteriell und die in der Kohorte mit den
Patienten mit einer A.-KHK peripher-vends erfolgte. Um die Vergleichbarkeit
wiederherzustellen, wurde in der zuerst genannten Kohorte sowohl eine arterielle als auch
eine vendse Vollblutprobe (EDTA-BIut; arteriell: 3ml; vends: 3ml) abgenommen. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt. Sowohl im vendsen Blut wie auch im
arteriellen Blut fanden sich eine vergleichbare Verteilung der einzelnen Subpopulation.

Dabei stellten die klassischen Monozyten die groBte Gruppe mit ungefahr 90% dar. Die
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restlichen 10% Prozent verteilten sich ca. hilftig auf die nicht-klassische und die
intermedidre Subpopulationen. Nach Anwendung des Man-Whithney-U-Test bestand
kein signifikanter Unterschied beziiglich der unterschiedlichen Entnahmeorte
(Pxtassisch=0,78; Pnicht-klassisch=0,40; Pintermediar =0,40). Dies verdeutlichte, dass es keinen
Anhalt fiir eine geénderte Verteilung der Monozytensubpopulationen abhingig von der

Art der Blutentnahme (arteriell vs. vends) gab.

A M arteriell M venss B M arteriell M venss

0,925 0,08
0,92
0,915
0,91
0,905

0,895
0,89
0,885
0,88

0,875 0
klassische Monozyten intermedidre Monozyten

c M arteriell M vencs

0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02

0,01

nicht-klassische Monozyten

Abbildung 6: Vergleich der Verteilung der Monozytensubpopulationen [%] beziiglich der Art der
Blutentnahme (arteriell vs. vends). A: klassischen Subpopulation (p=0,78); B. intermedidren

Subpopulation (p=0,46); C: nicht-klassischen Subpopulation (p=0,40)

Neben der Vergleichbarkeit beziiglich des Abnahmeortes (arteriell vs. vends) wurde in
dieser Studie auch der Einfluss der Kryokonservierung auf die Monozyten nachgegangen.
Der Vergleich erfolgte unter der Voraussetzung, dass alle Proben auf die gleiche Art und
Weise prozessiert wurden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt. Dabei handelt
es sich jeweils um die Verteilung der Monozyten in den einzelnen Subpopulationen vor

dem Einfrieren und nach dem Auftauen. Aus Abbildung 7 geht hervor, dass es keinen
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signifikanten Unterschied beziiglich der Kryokonservierung weder in der NSTEMI- noch
in der A.-KHK-Kohorte gab.

Im Vergleich der beiden Kohorten war vor der Kryokonservierung der Anteil der nicht-
klassischen Monozyten in der A.-KHK-Kohorte hoher als in der Kohorte mit den
NSTEMI-Patienten. Die Population der klassischen Monozyten war in beiden Kohorten
ungefdhr gleich. Bei den Beobachtungen handelte es sich um Tendenzen, da sich keinen
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Kohorten vor der Kryokonservierung
zeigte. Bei der Verteilung der Monozyten nach der Kryokonservierung dnderten sich die
Verhiltnisse der einzelnen Subpopulationen. Der Anteil der nicht-klassischenMonozyten
in der A.-KHK-Kohorte war hoher als in der Kohorte mit den NSTEMI-Patienten. Genau
reziprok verhielt es sich mit den klassischen Monozyten. Deren Anteil war in der
NSTEMI-Kohorte hoher. Nun zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Verteilung
der Monozyten nach der Kryokonservierung. Dieser betraf die klassische und die nicht-
klassische Population der Monozyten. Der Sachverhalt ist in Abbildung 7 graphisch
dargestellt

A klassische Monozyten B intermediare Monozyten

W NSTEMI B AKHK W NSTEMI B AKHK
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Abbildung 7: Vergleich der Monozytensubpopulationen [%] beziiglich der Kryokonservierung (vor
dem Einfrieren und nach dem Auftauen) und der Kohorten (NSTEMI vs. A.-KHK):
Kryokonservierung [priassisch, NstEmi=0,092; Piiassisch, 4.-kik=0,47, Dintermedicr, NSTEMI=0,093; Dintermedicir, 4.-
kiak=0,485; Dnicht-iassisch, NSTEMI=0,57 3, Pnichi-klassisch, A-kk=0,47].

Kohortenvergleich vor Kryokonservierung [Diassisch, vor Kryokonservierung=0,937;  Dintermedicr,  vor
Kryokonservierung=0,31; Dnicht-klassisch, vor Kryokonservierung =0,393].

Kohortenvergleich nach Kryokonservierung [piiassisch, nach Kryokonservierung=0,03;  Dintermedicir, nach

Kryokonservierung =0,378; Dhnicht-klassisch, nach Kryokonservierung =0,02 ] .

Bevor mit der Durchfithrung der Oberflichenmarkeranalyse begonnen wurde, wurde
nach dem Auftauen die GroBe und die Viabilitit der einzelnen Proben gemessen. Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied in den beiden Kohorten beziiglich dieser beiden

Parameter (siche Abbildung 8).

W NsTEMI I AKHK B B nsTemi B A-KHK
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Abbildung 8: Viabilitit [%] (A) und Zellgrofse [um] (B) der PBMCs in beiden Kohorten nach der
Kryokonservierung [priaititar=0,519; pzeiigripe=0,146].
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Biostatistische Auswertung der Oberflichenmarkeranalyse

Mittels des Lypoplate™ Screening Panel (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey,
USA) konnte ein Oberflachenmarkeranalyse von insgesamt 242 Oberfldchenmarkern mit
Hilfe von monoklonalen Antikérpern und durchflusszytometrischen Methoden
durchgefiihrt werden. Nach einer umfangreichen biostatistischen Auswertung der Daten
zeigten 30 Oberflichenmarker einen signifikanten Unterschied beziiglich ihrer
Expression in den beiden Kohorten. Diese sind in Abbildung 9 — Abbildung 11 jeweils

fiir die einzelnen Subpopulationen dargestellt.

row min row max

Oberflachenmarker

Abbildung 9: Oberflichenmarker der klassischen Subpopulation, deren Expression sich signifikant
unterscheidet (p<0,05) in den beiden Kohorten. (rot=hoch, pink=moderat, hell-blau=niedrig, dunkel-
blau=sehr niedrig)
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row min row max

Oberflachenmarker

Abbildung 10: Oberflichenmarker der intermediiren Subpopulation, deren Expression sich
signifikant unterscheidet (p<0,05) in den beiden Kohorten. (rot=hoch, pink=moderat, hell-
blau=niedrig, dunkel-blau=sehr niedrig)

row min row max

Oberflachenmarker
CD195
CD11b
CD64
CD45R0O
CD14
CD39
HLA-DQ
CD1d
CD38
CD63
CD99
CD54
CD43

Abbildung 11: Oberflichenmarker der nicht-klassischen Subpopulation, deren Expression sich
signifikant unterscheidet (p<0,05) in den beiden Kohorten. (rot=hoch, pink=moderat, hell-
blau=niedrig, dunkel-blau=sehr niedrig)

In der Population der klassischen Monozyten, die die grofite der drei Subpopulationen
darstellte, waren die Oberflichenmarker in der NSTEMI-Kohorte tendenziell
herunterreguliert. Bei den signifikant regulierten Oberflichenmarkern, die sich
ausschlieBlich in der klassischen Subpopulation fanden, handelte es sichum HLA-A,B,C,
CDO9 (,,transmembrane 4 protein“, TM4), CD41b (,,integrin subunit alpha 2b*, ITGA2B),
CD42a (,.glycoprotein IX platelet”, GP9), CD50 (,,intercellular adhesion molecule 3,
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ICAM3), CD102 (,,intercellular adhesion molecule 2*, ICAM2), CD105 (,,endoglin‘)
und CD226 (“DNAX accessory molecule 1“, DNAM-1). Wohingegen BLTR-1, CD71
(,,transferrin receptor, TFRC), CD116 (,,colony stimulating factor 2 receptor alpha
subunit“, CSF2RA) und CD162 (,selectin P ligand“, SELPLG) alleinig in der
Subpopulation der intermedidren Monozyten zu finden waren. HLA-DQ, CD1d, CD38
(,,cyclic ADP ribose hydrolase*, ADP-RC1), CD39 (,ectonucleoside triphosphate
diphosphohydrolase 1, ENTPDI1), CD45RO (,protein tyrosine phosphatase receptor
type C*, PTPRC), CD54 (,,intercellular adhesion molecule 1*“, ICAM1) und CD63 fanden
sich nur in der nicht-klassischen Subpopulation. Auffillig war zudem, dass Nummer
sechs der NSTEMI-Probanden ein anderes Expressionsmuster fiir die genannten

Oberflachenmarker aufwies im Vergleich zu den restlichen NSTEMI-Probanden.

Des Weiteren imponierte die Uberschneidung der Oberflichenmarker in der klassischen
und der intermedidiren sowie in der intermedidren und der nicht-klassischen
Subpopulation. Dabei stimmten fiinf Oberflichenmarker in der klassischen und
intermedidren Subpopulation (CD180, CD100 (,,semaphorin 4D, SEMA4D), CD62P
(,,selectin P, SELP), CD61 (,,integrin subunit beta 3, ITGB3), CD43 (,,sialophorin®))
sowie fiinf weitere in der intermedidren und der nicht-klassischen Subpopulation (CD195
(,,C-C motif chemokine receptor 5, CCRS), CD64 (,.Fc fragment of IgG receptor la“,
FCGRI1A), CDA43 (,,sialophorin®), CD14 (,lipopolysaccharid receptor*, LPSR), CD11b
(,,integrin subunit alpha M*, 1TGAM)) iiberein. Die fiinf zuletzt genannten
Oberflachenmarker wurden insbesondere von Monozyten exprimiert. Dariiber hinaus war
CD43 in allen Subpopulationen signifikant exprimiert. Hinsichtlich der Expression von
CD43 wies die intermedidre Subpopulation in der NSTEMI-Kohorte die grofite MFI
(Median der MFI: 13479) auf, gefolgt von der nicht-klassischen Subpopulation (Median
der MFI: 7390) und der klassischen Subpopulation (Median der MFI: 5838). Die
Expression von CD43 in den verschiedenen Subpopulationen sowie die Expression der

anderen Oberflichenmarker finden sich im Anhang (Abbildung 29 — Abbildung 33).

Um den Erkenntnisgewinn des durchgefiihrten Screenings zu maximieren, wurde dariiber
hinaus eine GSEA durchgefiihrt. Diese erlaubte eine Identifikation von

Oberflachenmarker, die eine funktionelle Gruppe bildeten.
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Bioinformatische Auswertung der Oberflichenmarkeranalyse

Klassische Monozyten
Fiir die Durchfiihrung der GSEA fiir die klassische Subpopulation der Monozyten wurden
die Daten der Oberflachenerezeptoranalyse verwendet. Die verwendete Datenbank C5
der MSigDB v6.0 bestand urspriinglich aus 5917 Gensets, von denen 5511 Gensets
aufgrund des gewdhlten Filters (GensetgroBe > 10) herausgefiltert wurden. Die
verbleibenden 406 Gensets wurden fiir die bioinformatische Auswertung verwendet.
Beziiglich der Grofe der verwendeten Gensets betrug der Median 17 und das Maximum
146. Eine Ubersicht der Expression der einzelnen Oberflichenmarker in den beiden

Kohorten findet sich in Abbildung 23 im Anhang.

In der NSTEMI-Kohorte waren von 406 Gensets insgesamt 89 hochreguliert. Die
statistische Signifikanz der hochregulierten Gensets ist in Tabelle 16 dargestellt.

Detaillierte Informationen zu den einzelnen Gensets findet sich in Tabelle 25 im Anhang.

Statistik Anzahl der Gensets
signifikant hochregulierten Gensets (p<0,05) 7
signifikant hochregulierten Gensets (p<0,01) 7
signifikant hochregulierten Gensets mit einer FDR<0,25 5
e Median der ,,7Tags* [%] 42
e Median der ,,List* [%] 11
e Median der Signalstirke [%] 44

Tabelle 16: statistische Ergebnisse der GSEA fiir die klassische Subpopulation der NSTEMI-Kohorte

Einen Uberblick iiber die Gensets, die in der klassischen Subpopulation signifikant

hochreguliert waren, sowie der beteiligten Oberflachenmarker, die zu dem ES beitrugen,
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liefert Abbildung 12. Die CD-Klassifikation der in Abbildung 12 aufgefiihrten
Oberflachenmarker findet Tabelle 22 im Anhang.
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Abbildung 12: Ubersicht iiber die hochregulierten Gensets (p<0,05) inklusive der Oberflichenmarker
der ES Subgruppe fiir die klassische Subpopulation. Die farblich hervorgehobenen Gensets weisen
eine FDR<0,25 auf. Die Expression der Oberflichenmarker ist farblich dargestellt (rot=hoch,
pink=moderat, hell-blau=niedrig, dunkel-blau=sehr niedrig).

In Abbildung 12 zeigt sich, dass einige Oberflichenmarker in mehreren Gensets vertreten
waren. Dieser Aspekt wird in Abbildung 24 im Anhang anhand von konkreten Zahlen

verdeutlicht.

Aus Abbildung 12 und Abbildung 24 wird deutlich, dass die Mehrzahl der Gensets eine
funktionelle Gruppe bildeten, die unter dem Aspekt der Entwicklung und Differenzierung
von Neuronen subsummiert werden konnte. Die Grafiken mit den ES der signifikant
(p<0,05 & FDR<25%)
Oberflachenmarker befindet sich im Anhang (Abbildung 34 — Abbildung 38).

hochregulierten ~ Gensets mit allen dazugehdrigen
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Intermediiire Monozyten
Fiir die GSEA der intermedidren Subpopulation der Monozyten wurden die Daten der
Oberflichenerezeptoranalyse verwendet. Die verwendete Datenbank C5 der MSigDB
v6.0 bestand urspriinglich aus 5917 Gensets, von denen 5520 Gensets aufgrund des
gewdhlten Filters (GensetgroBe > 10) herausgefiltert wurden. Die verbleibenden 397
Gensets wurden fiir die bioinformatische Auswertung verwendet. Beziiglich der Grofe
der verwendeten Gensets betrug der Median 17 und das Maximum 144. Eine Ubersicht

der Expression der einzelnen Oberflichenmarker in den beiden Kohorten findet sich in
Abbildung 25.

In der NSTEMI-Kohorte waren von 397 Gensets insgesamt 133 hochreguliert. Die
statistische Signifikanz der hochregulierten Gensets ist in Tabelle 17 dargestellt.

Detaillierte Informationen zu den einzelnen Gensets findet sich in Tabelle 26 im Anhang.

Statistik Anzahl der Gensets
signifikant hochregulierten Gensets (p<0,05) 27
signifikant hochregulierten Gensets (p<0,01) 27
signifikant hochregulierten Gensets mit einer FDR<0,25 21
e Median der ,,7Tags* [%] 28
e Median der ,,List* [%] 11
e Median der Signalstirke [%] 30

Tabelle 17: statistische Ergebnisse der GSEA fiir intermedidiren Subpopulation der NSTEMI-Kohorte

Einen Uberblick iiber alle Gensets, die in der klassischen Subpopulation signifikant
hochreguliert waren, sowie der Oberflichenmarker, die zu dem ES beitrugen, liefert
Abbildung 13. Die CD-Klassifikation der in Abbildung 13 aufgefiihrten
Oberflachenmarker findet sich in Tabelle 23 im Anhang.
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Abbildung 13: Ubersicht iiber die hochregulierten Gensets (p<0,05) inklusive der Oberflichenmarker
der ES Subgruppe fiir die intermediiire Subpopulation. Die farblich hervorgehobenen Gensets weisen
eine FDR<0,25 auf. Die Expression der Oberflichenmarker ist farblich dargestellt (rot=hoch,
pink=moderat, hell-blau=niedrig, dunkel-blau=sehr niedrig

In Abbildung 13 zeigt sich, dass einige Oberflichenmarker in mehreren Gensets vertreten
waren. Dieser Aspekt wird in Abbildung 26 im Anhang anhand von konkreten Zahlen
verdeutlicht. Die Grafiken mit den ES der signifikant hochregulierten Gensets (p<0,05 &
FDR<25%) mit ihren dazugehorigen Oberflichenmarker befindet sich im Anhang
(Abbildung 39 — Abbildung 57).

Aus Abbildung 13 und Abbildung 26 wird deutlich, dass die signifikanten Gensets im
Wesentlichen zwei groflere funktionelle Gruppen zuzuordnen waren. Die erste Gruppe
umfasst hauptsdchlich Gensets, die fiir das Immunsystem entscheidend waren. Der
Schwerpunkt der zweiten groBen Gruppe lag im transmembrandsen Transport
(Phagozytose, Vesikeltransportes und -sekretion). Die Gensets, die den beiden Gruppen
zuzuordnen sind, sind in Tabelle 18 dargestellt.

Gruppe Gensets

GO _NEGATIVE REGULATION OF IMMUN SYSTEM
PROCESS

GO _IMMUN _ RESPONSE REGULATING CELL
SURFACE RECEPTOR SIGNALING PATHWAY
GO_ACTIVATION OF IMMUN RESPONSE

GO _POSITIVE REGULATION OF IMMUN_ RESPONSE

Immunsystem
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Gruppe Gensets

GO _INNATE IMMUN_ RESPONSE

GO _REGULATION_ OF INNATE IMMUNE RESPONSE
GO_ACTIVATION_OF INNATE IMMUNE RESPONSE
GO _CELLULAR_RESPONSE TO BIOTIC STIMULUS
GO _CELLULAR RESPONSE TO LIPID

GO _ENDOCYTIC_VESICLE

GO _ENDOCYTIC_VESICLE MEMBRANE
GO_PHAGOCYTOSIS

GO _RECEPTOR MEDIATED ENDOCYTOSIS

GO _SECOND MESSENGER MEDIATED SIGNALING
GO _MEMBRANE ORGANIZATION

GO _MEMBRANE ORGANIZATION

GO_ENDOSOME

GO_VACUOLE

Transmembrandser

Transport

Tabelle 18: Gruppierung der signifikant hochregulierten Gensets in der intermedidren Subpopulation
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Nicht-Klassische Monozyten
Fiir die GSEA der nicht-klassischen Subpopulation der Monozyten wurden die Daten der
Oberflichenerezeptoranalyse verwendet. Die verwendete Datenbank C5 der MSigDB
v6.0 bestand urspriinglich aus 5917 Gensets, von denen 5520 Gensets aufgrund des
gewdhlten Filters (GensetgroBe > 10) herausgefiltert wurden. Die verbliebenen 397
Gensets wurden fiir die bioinformatische Auswertung verwendet. Beziiglich der Grof3e
der verwendeten Gensets betrug der Median 17 und das Maximum 144. Eine Ubersicht

der Expression der einzelnen Oberflichenmarker in den beiden Kohorten findet sich in

Abbildung 27.

In der NSTEMI-Kohorte waren von 397 Gensets insgesamt 223 hochreguliert. Die
statistische Signifikanz der hochregulierten Gensets ist in Tabelle 19 dargestellt.

Detaillierte Informationen zu den einzelnen Gensets findet sich in Tabelle 27 im Anhang.

Statistik Anzahl der Gensets
signifikant hochregulierten Gensets (p<0,05) 35
signifikant hochregulierten Gensets (p<0,01) 35
signifikant hochregulierten Gensets mit einer FDR<0,25 8
e Median der ,,7Tags* [%] 50
e Median der ,,List* [%] 26
e Median der Signalstirke [%] 61

Tabelle 19: statistische Ergebnisse der GSEA fiir nicht-klassische Subpopulation der NSTEMI-
Kohorte

Einen Uberblick iiber alle Gensets, die in der klassischen Subpopulation signifikant
hochreguliert waren, sowie der Oberflichenmarker, die zu dem ES beitrugen, liefert
Abbildung 14. Die CD-Klassifikation der Abbildung 14 aufgefiihrten Oberflaichenmarker
findet sich in Tabelle 24 im Anhang.
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Abbildung 14: Ubersicht iiber die hochregulierten Gensets (p<0,05) inklusive der
Oberflichenmarker der ES Subgruppe fiir die nicht-klassische Subpopulation. Die farblich
hervorgehobenen Gensets weisen eine FDR<0,25 auf. Die Expression der Oberfldchenmarker ist

farblich dargestellt (rot=hoch, pink=moderat, hell-blau=niedrig, dunkel-blau=sehr niedrig).

In Abbildung 14 zeigt sich, dass einige Oberflichenmarker in mehreren Gensets vertreten
waren. Dieser Aspekt wird in Abbildung 28 anhand von konkreten Zahlen verdeutlicht.
Die Grafiken mit den ES der signifikant hochregulierten Gensets (p<0,05 & FDR<25%)
mit all ihren dazugehorigen Oberflachenmarker befinden sich im Anhang (Abbildung 58
— Abbildung 65).

Die Mehrzahl der Gensets unter den signifikanten Gensets (p<0,05) lassen sich in drei
groBBere Gruppen gliedern. Bei der ersten Gruppe lag der Schwerpunkt auf dem
Immunsystem. Die zweite Gruppe umfasste hauptsidchlich die Entstehung und
Zusammensetzung von Endozytose-Vesikel, wohingegen der Schwerpunkt der dritten
Gruppe auf der Interaktion von korpereigenem und korperfremden Material lag. In Tabelle

20 sind die Gensets zusammengefasst, die die funktionellen Gruppen bilden.

Gruppe Gensets

GO _INNATE IMMUNE RESPONSE
Immunsystem | GO _ACITVATION OF IMMUNE RESPONSE

GO_ACITVATION_OF INNATE IMMUNE RESPONSE
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Gruppe

Gensets

GO_POSITIVE_REGULATION OF INNATE IMMUNE
RESPONSE

GO _REGULATION OF INNATE IMMUNE RESPONSE

Endozytose

GO _CELL CELL ADHESION VIA PLASMA
MEMBRANE ADHESION MOLECULES

GO _REGULATION OF TRANSPORT

GO REGULATION OF VESICLE MEDIATED TRANSPORT
GO_VESICLE_MEDIATED TRANSPORT

GO VESICLE MEMBRANE

GO _PHAGOCYTOSIS
GO_ENDOCYTIC VESICLE MEMBRANE
GO_INTRACELLULAR_VESICLE
GO_CYTOPLASMIC VESICLE PART
GO_ENDOSOME

GO_LYTIC_VACUOLE _MEMBRANE

GO REGULATION OF PROTEIN SECRETION,
GO_SECRETION

GO_SECRETION BY CELL

GO_SECRETORY GRANULE MEMBRANE

Interaktion von
kdrpereigenem
und
korperfremden

Material

GO_ESTABLISHMENT OF LOCALIZATION IN THE
CELL

GO_INTERACTION WITH HOST

GO _MOVEMENT IN ENVIRONMENT OF OTHER

ORGANISM INVOLVED IN SYMBIOTIC INTERACTION
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Oberflichenmarker-Analyse zirkulierender Monozyten bei NSTEMI-Patienten

GO_VIRAL LIFE CIRCLE
GO_INTERSPECIES INTERACTION BETWEEN
ORGANISMS

GO_VIRUS _RECEPTOR_ACTIVITY.

Tabelle 20: Gruppierung der signifikant hochregulierten Gensets in der nicht-klassischen
Subpopulation
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Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Auswertungsmethoden

Neben den Unterschieden beziiglich der relevanten Oberflichenmarkern bezogen auf die
zwei verschiedenen Auswertungen fanden sich auch zahlreiche Ubereinstimmungen. Bei
den Oberflichenmarker, die sowohl in der biostatistischen als auch in der
bioinformatischen Auswertung auftraten, handelte es sich in der intermedidren
Subpopulation um BLTR-1, CDI11b (,integrin alpha M*, ITGAM), CDI14
(lipopolysaccharid receptor, LPSR), CD64 (,,Fc fragment of IgG receptor la“,
FCGRI1A), CD195 (,,C-C motif chemokine receptor 5“, CCRS) und in der nicht-
klassischen Subpopulation um CDI1d, CD1l1b (,integrin alpha M*, ITGAM), CD14
(lipopolysaccharid receptor, LPSR), CD38 (“cyclic ADP ribose hydrolase*, ADP-
RC1), CD45RO (,protein tyrosine phosphatase receptor type C*, PTPRC), CD54
(,,intercellular adhesion molecule 1*, ICAM1), CD63, CD64 (,,Fc fragment of IgG
receptor la*, FCGR1A), CD195 (,,C-C motif chemokine receptor 5, CCRS).

In der klassischen Subpopulation existierte keine Uberschneidung von

Oberflachenmarker hinsichtlich der beiden Auswertungen.

Der Oberflichenmarker CD43 (,,sialophorin®), der in allen drei Subpopulationen in der
biostatistischen Auswertung signifikant reguliert war, war in der bioinformatischen
Auswertung nicht relevant. Dafiir lieferte die zuletzt genannte Auswertung andere
Oberflachenmarker, die in allen drei Subpopulation zu finden waren. Dabei handelte es

sich um CD35, CD55 und CD166 (,,activated leukocyte cell adhesion molecule).
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Diskussion

Das akute Koronarsyndrom und dessen Komplikationen stellen in Deutschland sowie in
der westlichen Welt die hiufigste Todesursache dar. Der Goldstandard in der Diagnostik
ist die Bestimmung von ¢TnT und/oder cTnl. Da es sich sowohl bei der Atherosklerose
als auch bei dem daraus resultierenden Myokardinfakrt um inflammatorische Ereignisse
handelt, treten die Leukozyten und dabei insbesondere die Monozyten immer mehr in den
Fokus der Forschung. Bisher ist wenig bekannt iiber den differenzierten
Aktivierungszustand der Monozytensubpopulationen im Rahmen eines NSTEMI. Ich
haben mich mit der Charakterisierung des Phénotyps der monozytéren Subpopulationen

nach deren Aktivierung befasst.

In die vorliegende Studie wurden je 6 Patienten pro Kohorte (NSTEMI vs. Ausschluss-
KHK) eingeschlossen. Die erste Kohorte setzt sich zusammen aus Patienten mit einem
laborchemischen und elektrokardiograpisch  diagnostizierten ~NSTEMI.  Als
Kontrollgruppe dienten sechs Patienten mit einem Ausschluss einer KHK. Aus dem
peripher entnommenen 120 ml Vollblut der Patienten wurde die PBMC isoliert und
kryokonserviert. AnschlieBend wurde eine Oberflichenmarkeranalyse durchgefiihrt, die
neben [sotypenkontrollen 242 Antikorper gegen die verschiedensten Oberflichenmarker
beinhaltete. Die Analysen erfolgte mittels Durchflusszytometer. Fiir die Auswertung der
Daten wurde die Software FACSDiva Version 6.3.1. (BD Bioscience, Franklin Lakes,
New Jersey, USA) verwendet. Microsoft Excel wurde fiir die statistische Auswertung
benutzt. Fiir die bioinformatische Auswertung wurde GSEA (Broad Institute, Inc.,
Massachusetts Institute of Technology, and Regents of the University of California)

verwendet.

Der Vergleich der Monozytenverhiltnisse bezogen auf die einzelnen Subpopulationen vor
dem Einfrieren und nach dem Auftauen zeigte keinen signifikanten Unterschied (p>0,05).
Jedoch gab es einen signifikanten Unterschied bei der relativen Verteilung der klassischen
und der nicht-klassischen Subpopulation im Kohorten-Vergleich. Aus der statistischen
Auswertung gingen die im Anhang in den Abbildung 29 — Abbildung 33 dargestellten

Oberflachenmarker hervor, deren Oberflachenrezeptorexpression sich signifikant in den
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Kohorten unterschied. Insgesamt handelte es sich dabei um 15 Oberflichenmarker in der
klassischen, 15 Oberflichenmarker in der intermedidren und 13 Oberflichenmarker in
der nicht-klassischen Subpopulation. Insbesondere in der intermedidren und der nicht-
klassischen Subpopulation fanden sich zahlreiche Ubereinstimmungen beziiglich der

Oberflachenmarker.

Einige dieser Oberflaichenmarker wurden in der bioinformatischen Auswertung bestétigt.
Dariiber hinaus waren insbesondere in der nicht-klassischen und in der intermediéren
Subpopulation Oberflichenmarker signifikant hochreguliert, die im Zusammenhang mit
dem Prozess der Phagozytose standen. Im weiteren Verlauf erfolgt die Diskussion der

angewandten Methode sowie deren Ergebnisse.
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Praktikabilitit der Methode

Die Oberflichenmarkeranalyse diente der Immunphdinotypisierung der

Monozytensubpopulationen
Das Lypoplate™ Screening Panel BD (Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
stellte die einmalige Moglichkeit dar, 242 humane Oberflichenmarker zeitgleich zu
analysieren. Somit wurde damit eine umfassende Oberflichenmarkeranalyse ermoglicht.
Die Analyse folgte dabei dem Prinzip eines Proteomik-Ansatzes unter der Bedingung,
dass das Oberfldchenrezeptorprofil der Monozyten das Ergebnis der intrazellulér
ablaufenden Prozesse darstellte. Damit eine solche Oberflichenmarkeranalyse
realisierbar war, mussten einige Voraussetzungen erfiillt sein. Im Besonderen musste ein
leistungsfahiges Durchflusszytometer mit der entsprechenden Rechenkapazitit zur

Verfiigung stehen.

Durchflusszytometer sind inzwischen bereits seit ca. 40 Jahren auf dem Markt, aber erst
seit wenigen Jahren verfiigen diese liber Hochdurchsatzverfahren, bei denen mehrere
Parameter gleichzeitig ausgewertet werden konnen (Robinson et al., 2012). Diese
Voraussetzung ist essentiell fiir die Suche nach neuen Biomarkern fiir Diagnostik,
Therapie und Prognostik. Im Laufe der Jahre kam man von dem Weg der
hypothesenbasierten Biomarkersuche ab und verfolgte einen Proteomik-Ansatz
(Paczesny et al., 2014). Dieser bot einige Vorteile: Neben einer umfassenderen Suche
erlaubte diese Methode auch eine unvoreingenommene Herangehensweise. Somit
wurden auch Biomarker in Betracht gezogen, die bei einem hypothesenbasierten Ansatz
durch das Raster gefallen wiren. Dabei eroffneten sich insbesondere fiir die
Durchflusszytometrie sowohl in der Forschung wie auch in der Klinik génzlich neue
Anwendungsbereiche. Dies lag an den Moglichkeiten, die die Durchflusszytometrie mit
sich brachte: Zum einen konnten aufgrund der verwendeten Antikdrper mittels
Fluorochrome bereits kleinste Mengen eines Analyten nachgewiesen werden. Aullerdem
bestand die Moglichkeit, neben der Zellmorphologie und Zellgroe auch den
Aktivierungszustand der Zelle zu beschreiben. Konsekutiv lieBen sich auch
Subpopulationen definieren. Diese Eigenschaften machte man sich insbesondere bei der

Phénotypisierung von Immunzellen zu Nutze, um immunologische Prozesse besser
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nachvollziehen und {iberwachen zu konnen (Daniell, 2012). Anwendungsbereiche der
Durchflusszytometrie fanden sich darliber hinaus auf dem Gebiet der
Transplantationsmedizin (Maguire et al., 2015), in der Rheumatologie (Peng et al., 2015)
sowie in der Pddiatrie (Paczesny et al., 2014), um nur einige wenige zu nennen. Damit
stellte die Durchflusszytometrie eine gut etablierte Methode im Umgang mit

Immunzellen dar. Auf dieser Grundlage basierte auch die vorliegende Studie.

Nach Modifikation der unspezifischen Oberflichenmarkeranalyse konnte die

Identifikation der Monozytensubpopulationen direkt erfolgen
Aus den genannten Griinden kam in dieser Studie fiir die umfangreiche antikorperbasierte
Oberflaichenmarkeranalyse zur Charakterisierung der Monozyten im Rahmen eines
NSTEMIs ebenfalls eine durchflusszytometrische Auswertung zum Einsatz. Da das
Lypoplate™ Screening Panel BD (Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) nicht
spezifisch fiir eine Zelllinie war, wurde das Protokoll des Herstellers laborintern so
modifiziert, dass im konkreten Fall nach der Auswertung direkt die Werte der einzelnen
Analyten fiir die jeweiligen Subpopulationen der Monozyten angezeigt wurden, ohne
dass vorher die Monozyten aufwendig aus den PBMCs isoliert werden mussten. Bei
dieser Modifikation handelte es sich um ein Alleinstellungsmerkmal dieser Methode,

welche eine zusitzliche Effizienzsteigerung mit sich brachte.

Weder Blutentnahmeorte noch Kryokonservierung hatten einen signifikanten

Einfluss auf die Monozyttensubpopulationen
Bei dem Material, das bei der Oberflichenmarkeranalyse zum Einsatz kam, handelte sich
um periphere Blutproben von sechs Patienten mit NSTEMI und sechs weiteren Patienten
mit einem Ausschluss einer KHK. Die Blutproben wurden nicht nur peripher-vends
sondern auch peripher-arteriell entnommen. Ein durchflusszytometrischer Vergleich der
verschiedenen Blutprobenarten (arteriell vs. vends) in der NSTEMI-Kohorte zeigt, dass
es keinen signifikanten Unterschied in der Verteilung der Monozytensubpopulation gab

[pklassischzl,o; pnicht-klassisch=0,400; pinterrnediéirzo,400]-

Die aus dem Vollblut isolierten PBMCs wurden bis zur Durchfithrung der

Oberflichenmarkeranalyse kryokonserviert. Dabei wurde aus einem Vergleich der
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Verteilung der Monozyten vor dem Einfrieren und nach dem schonenden Auftauen
ersichtlich, dass es keine signifikanten Unterschiede in den einzelnen Subpopulationen
gab beziiglich der Kryokonservierung [p(NSTEMIassisch)=0,092; p(NSTEMInicht-
klassiscn)=0,093;  p(NSTEMIintermediar)=0,485; p(A.-KHKuiassisch)=0,470; p(A.-KHKiche-
klassisch)=0,470; p(A.-KHKintermediar)=0,575]. Diese Ergebnisse deckten sich mit laborintern
erhoben Daten: Mit Hilfe einer FACS-Analyse der mit AquaDye inkubierten PBMCs
konnte gezeigt werden, dass es durch die Kryokonservierung zwar zu einem geringen
Verlust der Viabilitit der Zellen kam, dieser sich aber mit steigender Dauer der
Konservierung relativierte. Nach zehn Tagen Lagerung bei -80°C lebten noch 91,3% der
PBMC:s der Probe. Im Vergleich dazu betrug der Prozentsatz an vitalen PBMCs in einer
Probe, die nach 412 Tagen wieder aufgetaut wurde, 87,0%. Dariiber hinaus konnte
Kleeberger et al. bereits 1998 nachweisen, dass selbst eine Kryokonservierung von bis zu
12 Jahren keinen signifikanten Einfluss auf die Uberlebensrate der Zellen hat (Kleeberger
et al., 1999). Diese Erkenntnis wurde bestétigt durch die Arbeiten von Lockmann et al.
Er konnte mit seiner Arbeitsgruppe nachweisen, dass die PBMC nach der
Kryokonservierung auch ihre phénotypischen Eigenschaften beibehielten (Lockmann

and Schon, 2013).

Fiir die Oberfliichenmarkeranalyse wurden die den loslichen Antikorpern

iiberlegenen lyophilisierte Antikorper verwendet
Zum jetzigen Zeitpunkt gab es wenig Literatur, die sich mit dem Einsatz eines
,Lypoplate™ Screening Panel BD (Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
befasste. Dies lag daran, dass die Methode relativ neu und zudem sehr kostspielig war.
Villanova et al. konnte jedoch zeigen, dass die Oberflichenmarkeranalyse mit
lyophilisierten Antikorpern hinsichtlich der Sensitivitdt sowie der Reproduzierbarkeit
gegeniiber einer konventionellen durchflusszytometrischen Analyse mit 16slichen
Antikorpern iiberlegen war (Villanova et al., 2013). AuBBerdem wiesen lyophilisierte
Antikorper eine hohere Stabilitit auf verglichen mit konventionellen, ldslichen
Antikorpern (Villanova et al., 2013). Dariiber hinaus wies Villanova et al. nach, dass mit
deren Verwendung im  Vergleich zu Antikorperlosungen eine  erhdhte
Fluoreszenzintensitit verbunden war (Villanova et al., 2013). Um die Tatsache zu
beriicksichtigen, dass bei einer sehr geringen MFI kein Unterschied zwischen der

Fluoreszenz des gebundenen Antikdrpers und der Autofluoreszenz der Zelle selbst
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festzustellen war, wurde ein unterer Schwellenwert fiir die weitere Selektion der Werte
festgelegt: Oberflichenmarker mit einer MFI<100 wurden fiir die weitere Auswertung
nicht beriicksichtigt. Der Hersteller machte weder Angaben noch sprach er Empfehlungen
zu der Hohe eines solchen Schwellenwertes aus, sodass die Hohe der Grenze sich nach
dem laborinternen Erfahrungswert mit dieser Methode richtete. Auch eine ausgiebige

Literaturrecherche lieferte keinen Hinweis auf eine solche Grenze.

Das ,rechteckige Gating“ fiihrte zu einer homogenen Aufteilung der
Monozytensubpopulationen
Aus dem umfangreichen Screening folgte ein nach  abgeschlossener
durchflusszytometrischer Analyse enorm komplexer Datensatz, der wiederum eigener
Programme zur Auswertung bedurfte. In der Literatur werden verschiedene Methoden

beziiglich der Auswertung der durchflusszytometrischen Daten kontrovers diskutiert.

Eine Cluster-Analyse mittels einer Heatmap stellte eine erste Moglichkeit dar, sich dem
Datensatz zu ndhern und Trends zu identifizieren insbesondere in Bezug auf zwei
verschiedene Kohorten (Murphy, 1985). Es handelte sich jedoch nicht um eine
quantitative Methode und bedurfte einer weiteren statistischen Auswertung. Ein
quantitativer Ansatz, der die am hdufigsten verwendete Methode zur Auswertung
komplexer durchflusszytometrischer Daten darstellte, war das ,,Gating* (Herzenberg et
al., 2006). Unter ,,Gating* versteht man die selektive Auswahl einzelner Populationen
von Interesse. Es handelte sich dabei um einen kaskadenartigen Vorgang, bei dem die
Population immer weiter eingegrenzt wurden unter Verwendung verschiedener
Antikorper. Die grofite Herausforderung bei diesem Verfahren bestand darin, die
Monozytenpopulation sicher von anderen Zellpopulationen abzugrenzen sowie die
Subpopulationen der Monozyten sicher zu identifizieren. Dies erfolgte mittels FSC/SSC
sowie verschiedener Antikdrper (CD11, CD14, CD16). Um die Reinheit der einzelnen
Subpopulationen der Monozyten zu erhdhen, postulierte Graham et al. ein ,,Gating* unter
zu Hilfenahme von insgesamt sechs Antikorpern (CD11, CD14, CD16, CD36, CCR2,
HLA-DR), welches die Reinheit im Mittel um 8% stiegen lie3 (Thomas et al., 2017). Dem
gegeniiber stand ein hoher zeitlicher Aufwand sowie ein hoher finanzieller Aufwand

hinsichtlich der Vielzahl der verwendeten Antikorper, welcher bei der bereits sehr
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umfangreichen Oberflaichenmarkeranalyse nicht zu realisieren war. Adam et al. verglich
verschiedene ,,Gating*-Strategien (rechteckiges vs. trapezoides ,,Gating®, siehe
Abbildung 15) und konnte zeigen, dass die undefinierte Subpopulation der Monozyten,
die durch den Vergleich der beiden ,,Gating“-Strategien entstand, {liberwiegend
Eigenschaften der intermedidren Monozyten aufwies (Zawada et al., 2015). Zudem wurde
in der Literatur hiufiger das rechteckige ,,Gating* verwendet, welches die zuvor genannte,
undefinierte Subpopulation in die Subpopulation der intermediiren Monozyten
einschloss. Entsprechend der wenigen Angaben in der Literatur entschied ich mich

ebenfalls fiir das rechteckige ,,Gating*.

»
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< ¥ Al ¥
++ - - ++ -
CD14 CD16 CD14 CD16
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»

+ ++
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Rechteckiges “Gating” trapezoides “Gating”

Abbildung 15: verschiedene "Gating"-Strategien (Die Monozyten sind hier nicht dargestellt, die
Beschriftung gibt an, in welchem ,, Gate “ welche Subpopulation zu finden ist: klassische Monozyten
(CD14"" CDI6), intermedidre Monozyten (CD14"" CD16") und nicht-klassische Monozyten (CD14"
CDI6™")

Der biostatistische und der bioinformatische Ansatz setiten verschiedene
Schwerpunkte bei der Auswertung der Daten

Nachdem die Subpopulationen mit Hilfe der Software FACSDiva Version 6.3.1. (BD
Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) identifiziert waren, bedurfte es einer
weiterfiihrenden Auswertung der Oberflichenmarkeranalyse in Bezug auf die
Subpopulationen. Hierfiir wurden zwei unterschiedliche Herangehensweisen gewihlt,
um dem Format des Screenings gerecht zu werden. Zuerst wurde eine klassische,
biostatistische Auswertung durchgefiihrt mit dem Ziel, einzelne Oberflichenmarker zu
identifizieren, deren Expression sich in den beiden Kohorten signifikant unterschied. Von

besonderem Interesse waren dabei Oberflachenmarker, deren Expression sich in mehr als
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einer Subpopulation dhnelte, da dies fiir ein erkrankungsspezifisches Merkmal sprechen

konnte.

Fiir die Angabe zur Lage der Werte wurde der Median gewahlt, da die Stichproben (n=6)
klein war. Der Median wurde gerade bei kleinen Stichproben weniger von extremen
Werten beeinflusst als das arithmetische Mittel (Lange and Bender, 2007).
Dementsprechend wurde weiterhin fiir die deskriptive Statistik der Interquartilsabstand
gewihlt. Als statistisches Testverfahren diente der Man-Whitney-U-Test. Dabei handelte
es sich um die aussagekriftigste, nicht-parametrische Alternative im Vergleich zum T-
Test (Paszkowski-Rogacz et al., 2010). Der Man-Whitney-U-Test ist genauso wie der
Median weniger anfdllig fiir extreme Werte, sodass die Ergebnisse somit wenig verfalscht

wurden.

Die hier vorgestellte biostatistische Auswertung lieferte neue, eindrucksvolle
Erkenntnisse, war jedoch bei einem solch umfangreichen Datensatz — wie er bei der hier
vorgestellten Oberflichenmarkeranalyse entstand — alleine nicht aussagekréftig.
McDermott et al. kamen zu dem Schluss, dass eine Kombination aus einem statistischen
sowie einem Datenbank-basiertem Ansatz am erfolgversprechendsten sei (Mcdermott et
al., 2013). Mit letzterem ist eine Vorgehensweise gemeint, bei der bereits etablierte
Datenbanken verwendet wurden, um ein differenzierteres Ergebnis beziiglich
biologischer Interaktionen und Prozessen zu erhalten. Wu et al. gingen soweit, dass sie
bei einem Screening mit einem Proteomik-Ansatz von einer systematischen Wissenschaft
sprach, die eine Auswertung unter Beriicksichtigung von Interaktionen und Signalwegen
bedurfte (Peng et al., 2015). Eine Methode, die diesen Anspriichen unter logischen
Gesichtspunkten gerecht wurde, war die GSEA. Die GSEA fiir die Werte der
Oberflachenmarkeranalyse wurde hier mittels der Software des Broad Institute, Inc. des
Massachusetts Institute of Technology durchgefiihrt (Subramanian et al., 2005). Dafiir
wurde die MSigDB Datenbank v6.0 (Stand April 2017) verwendet.

Der grofite Unterschied zur biostatistischen Auswertung war, dass die bioinformatische
Methode sich nicht auf einzelne Oberflichenmarker beschrinkte, sondern sich auf
funktionelle Gruppen fokussierte. Dies war sinnvoll fiir die Auswertung von

Screeningergebnissen, da es nur wenige Oberflichenmarker gab, die einen groflen
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Unterschied beziiglich der MFI im Kohortenvergleich aufwiesen (siehe biostatistische
Auswertung). Jedoch gab es einige Oberfldchenmarker, die einen geringeren Unterschied
diesbeziiglich aufweisen. Wenn diese Oberflaichenmarker zudem zu einer funktionellen

Gruppe gehorten, erhielt dieses Ergebnis eine neue Aussagekraft.

Wihrend andere Programme wie ,,DAVID* (Sherman et al., 2007), ,,KEGG pathway”
(Kanehisa et al., 2009) und ,.cytoscape” (Shannon et al., 2003) zur Auswertung
benutzerdefinierte Bedingungen beziiglich der erhobenen Daten bendtigten, stellte dies
fiir die GSEA kein Hindernis dar. Aufgrund der Summenstatistik, die fiir die GSEA
verwendet wurde, wurden auch Oberflichenmarker bei der Berechnung des ES
beriicksichtigt, die eine geringere MFI aufwiesen (Paszkowski-Rogacz et al., 2010). Bei
dieser statistischen Methode handelte es sich um einen nicht-parametrischen Test, der
aufgrund seiner Konzeption sensibel gegeniiber kleinen Unterschieden in dem Datensatz
war (Paszkowski-Rogacz et al., 2010). Aufgrund dieser Besonderheiten sind die
Einsatzmdglichkeiten der GSEA in der Forschung sehr vielfiltig. Zu den
Anwendungsgebieten zihlen u.a. Forschungsbereiche wie die Onkologie (Academica et
al., 2015), die Gynikologie (Cha et al., 2010) sowie die Dermatologie (Swindell et al.,
2015).

Dass die Anwendung der GSEA in der vorliegenden Studie legitim war, darauf ging
bereits die Verdffentlichung zur Beschreibung des Algorithmus, der fiir die
Genexpressionsanalyse verwendet wurde, ein. Die aktuellste Version der GSEA (Version
6.2) fand bereits Anwendung fiir Datensétze, die im Rahmen von Proteomik-Analysen
aus dem Serum gewonnen wurden (Subramanian et al., 2005). Gren et al. bediente sich
ebenfalls dieser Methode bei gesunden Probanden und konnte damit zeigen, dass sich die
Subpopulationen der Monozyten insbesondere in Genen unterschieden, die fiir
Oberflichenmarker und immunregulatorische Prozesse kodierten (Gren et al., 2015).
Aufgrund der genannten Vorteile wurde in der vorliegenden Studie ebenfalls eine GSEA
mit dem Datensatz der umfangreichen Oberflichenmarkeranalyse durchgefiihrt, um
signifikant hochregulierte funktionelle Gruppen von Oberflichenmarkern zu

identifizieren mit Hinblick auf die Pathogenese, Diagnostik und Prognose bei NSTEMIs.

Zusammenfassend lag die Stirke der biostatistischen Auswertung in der Identifizierung

derjenigen Oberflaichenmarker, deren Expression einen besonders groen Unterschied im
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Kohortenvergleich aufwiesen. Die GSEA hingegen beleuchtete nicht die einzelnen
Oberflachenmarker, sondern wertete die Ergebnisse hinsichtlich funktioneller Gruppen
und unter Berlicksichtigung etablierter Signalwegen aus. Dass die Auswertungen
beziiglich ihrer Ergebnisse (hier: signifikanter Oberflichenmarker) nicht vollends
iibereinstimmen mussten, lag an den verschiedenen Schwerpunkten. Beide Ansitze

hatten jedoch ihre eigene Legitimation, wie sich im Verlauf zeigen wird.

Die vermehrte Expression von proinflammatorischen Oberflichenmarkern
bestiitigten die Praktikabilitiit der Methode

Die Ergebnisse dieser Studie bestitigten die Anwendbarkeit sowie die korrekte
Durchfiihrung und Auswertung der Methode. Es war zu erwarten, dass bei einem akuten
inflammatorischen Ereignis wie dem eines NSTEMIs tendenziell proinflammatorische
Oberflichenmarker hoch- bzw. antiinflammatorische herunterreguliert sein wiirden.
Dariiber hinaus war anzunehmen, dass Oberflaichenmarker, die flir die Migration der
Monozyten verantwortlich waren, ebenfalls hochreguliert sein sollten. Mit diesen
Annahmen beschéftigte sich auch Ruparelia et al.. Sie stellte die Hypothese auf, dass ein
akuter Myokardinfarkt inflammatorische und proliferatorische Signalwege sowohl in der
Maus als auch beim Menschen aktiviere. Bei den in ihrer Studie relevanten Genen
handelte es sich um die Gene fiir CD14 (,,/lipopolysaccharid receptor, LPSR), LGALSI,
CD11b (,,integrin alpha M*, ITGAM), CD163, CD119 (,.interferon gamma receptor 1,
IFNGR1), CYBB sowie CD282 (,,toll like receptor 2*, TLR2) (Ruparelia et al., 2015).
Diese konnten sowohl beim Menschen wie auch bei der Maus beobachtet werden. Die

meisten der genannten Obefldchenmarker waren auch in der vorliegenden Studie relevant.

Die vorliegende Studie ging noch einen Schritt weiter, welcher in der Studie von
Ruparelia et al nicht beriicksichtigt wurde. In der vorliegenden Studie wurden dariiber
hinaus die Art des Myokardinfarktes genauer definiert und die Subpopulation der
Monozyten mit in Betracht gezogen. Dieser Umstand vermag es, genauere wertvolle
Informationen fiir das Krankheitsbild (NSTEMI) und dessen Risikostratifizierung zu
liefern insbesondere vor dem Hintergrund, dass ein NSTEMIs im Vergleich zu einem
STEMIs deutlich diffiziler zu diagnostizieren war. Bei den signifikanten
Oberflichenmarkern der drei Subpopulationen handelt es sich u.a. um

Oberflichenmarker, die an der Aktivierung des Immunsystems (CD14, CD32, CD35,
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CD55, CD64, CD282) beteiligt waren. Dariliber hinaus waren Oberflichenmarker
signifikant reguliert, die eine wesentliche Rolle bei der Zelladhdsion und -migration
(CD11b, CD43, CD54, CD61, CD62P, CD102, CD226), Zellaktivierung (CD63, CD105,
CD116, CD273) sowie bei der Zellrekrutierung (CD184, CD195, BLTR-1) spielten.
Dariiber hinaus erlaubten die Ergebnisse der GSEA ebenfalls ganz neue Einblicke
beziiglich der Phéanotypisierung der Monozytensubpopulationen bei Patienten mit einem
NSTEMI. Die Verteilung der genannten Oberflichenmarker auf die beiden Kohorten
sowie auf die einzelnen Subpopulationen waren von besonderem Interesse. Auf beides

soll im weiteren Verlauf eingegangen werden.
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Monozytensubpopulationen

Die Monozytensubpopulationen weisen unter Verwendung der Fluorochrome-

gekoppelten Antikérper CD14 & CDI16 eine charakteristische Verteilung auf: Dabei
stellen die klassischen Monozyten die groBte Gruppe mit ungefihr 90% dar. Die
restlichen 10% Prozent verteilen sich ca. hilftig auf die nicht-klassische und die
intermediére 2014). Dieses

Subpopulation auf (Ziegler-heitbrock et al,

Verteilungsmuster konnte in der vorliegenden Studie reproduziert werden und wich nicht

signifikant von den Literaturwerten ab (siche Abbildung 21).

Hiufigkeiten Hiufigkeiten
Subpopulationen Klassifikation
(Literatur) (Experimentell)
klassisch CD14" CD16~ 80 —95% 82,1 —94,65%
intermedidr CD14™ CD16+ 2-11% 3,07 — 5,36%
nicht-klassisch CD14" CD16++ 2-8% 3,17 -12,7%

Tabelle 21: Hdéufigkeiten der Monozytensubpopulationen im Blut

NSTEMI-Patienten wiesen weniger nicht-klassischen Monozyten auf

Im Kohortenvergleich vor und nach der Kryokonservierung existierten in der klassischen
(p=0,03) wie auch in der nicht-klassischen (p=0,02) Subpopulation nach dem Auftauen
signifikante Unterschiede. Diese Unterschiede in den beiden Kohorten deuteten sich
bereits vor der Kryokonservierung insbesondere in der nicht-klassischen Subpopulation
an. Es handelte sich hierbei um einen Trend, da diese Unterschiede vor dem Einfrieren
noch nicht signifikant waren (piassisch=0,937; Pnicht-klassisch=0,393). Insbesondere der Anteil
der nicht-klassischen Monozyten stieg in der Kohorte mit den Patienten ohne KHK an.
Dieser fiel hingegen in der NSTEMI-Kohorte ab. Die Verdnderungen wurden jeweils
kompensiert durch den Anstieg der klassischen Monozyten in der NSTEMI-Kohorte bzw.
deren Abfall in der Ausschluss-KHK-Kohorte.
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Ahnliche Beobachtungen gab es fiir Patienten mit einem STEMI: Im Vergleich zu einer
stabilen KHK wiesen Patienten mit einem STEMI mehr klassische Monozyten auf (Zhou
et al., 2016). Zhao et al. konnte 2010 im Rahmen einer Genexpressionsanalyse
nachweisen, dass im direkten Vergleich mit den klassischen Monozyten in der
Subpopulation der nicht-klassischen Monozyten mehr proapoptotischen Gene in ihrer
Expression hochreguliert waren (Zhao et al., 2010). Des Weiteren war die Population der
klassischen Monozyten besser vor reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) geschiitzt, da sie
im Rahmen ihrer inflammatorischen Aktivitidt hdufiger ROS ausgesetzt waren bei der

Bekdmpfung von Pathogenen (Zhao et al., 2009).

Mit Hinblick auf Zelldifferenzierung, Proliferation und Apoptose als Kriterien des
Reifegrades einer Zelle wiesen klassische Monozyten aufgrund ihrer antiapoptotischen
und proliferativen Eigenschaften einen geringeren Reifegrad als die CDI16-positiven
Monozyten auf (Wong et al., 2011). Letztere zeichneten sich insbesondere durch
antiproliferative und proapoptotische Eigenschaften aus, wobei die nicht-klassischen
Monozyten den hochsten Reifegrad aufwiesen (Ancuta et al., 2009). Sunderkoétter et al.
konnte bei Miusen zeigen, dass Ly-6CM#" Monozyten (dhnlich der klassischen
Monozyten) eine Vorstufe der Ly-6CY Monozyten (dhnlich der nicht-klassischen
Monozyten) darstellten. Ly-6C"e" Monozyten wanderten aus dem Knochenmark aus und
entwickeln sich weiter zu Ly-6C'®” Monozyten, indem sie diesen Rezeptor weitestgehend
verloren (Sunderkotter et al., 2004). Die Dauer fiir diese Transition variierte je nach
Aktivitdt des Immunsystem. Im Gegensatz dazu konnte Shantsila et al. im Rahmen von
Untersuchungen beziiglich der Monozytopoese nachweisen, dass bereits wihrend der
Entwicklung der Monozyten alle drei Untergruppen vorzufinden waren (Shantsila et al.,
2011). Folglich stand dies im Kontrast zu der These, dass es sich bei den einzelnen
Untergruppen um verschiedene Entwicklungsstufen der Monozyten handele. Hoffmann
et al. kombinierte die unterschiedlichen Thesen zu der Reifetheorie der Monozyten und
sah in der intermediéiren Monozyten ein Ubergangspopulation zwischen der klassischen

und der nicht-klassischen Monozyten (Hoffmann et al., 2020).

Auch in den vorliegenden Daten zeigte sich, dass in der NSTEMI-Kohorte der Anteil der
nicht-klassischen Monozyten geringer war als in der Kontrollgruppe. Eine potentielle

Erklirung fiir den Riickgang der nicht-klassischen Monozyten in der NSTEMI-Kohorte

80



konnte womdglich in der erhohten Anfilligkeit dieser Subpopulation gegeniiber
inflammatorischen Reizen, welche mit der vermehrten Bildung von ROS einhergehen,
begriindet sein. Wahrscheinlicher erscheint jedoch, dass — entsprechend den Auslegungen
von Wong et al. — die Monozytenpopulation im Rahmen eines NSTEMIs ein vermindertes
Reifestadium auswiesen. Denkbar wire, dass die reifen nicht-klassischen Monozyten
bereits das GefdaBBsystem verlassen hatten, wihrend simultan vermehrt noch unreife
klassische Monozyten mobilisiert wurden. Dies konnte dariiber hinaus auch erkliren,
warum der Anteil der klassischen Monozyten, die sich im Gefdl3system befanden, héher
war. Unter Beriicksichtigung der Oberflichenmarkeranalyse unterstiitzten die

vorliegenden Daten die Theorie der Reifestadien.

Der Phdnotyp der aktivierten Monozytensubpopulationen ist in der NSTEMI-
Kohorte der inflammatorischen Phase zuzuordnen

Italiani et al. konnte zeigen, dass die Monozyten nach der Aktivierung ihren Phénotyp
dnderten. Bei der in vitro Analyse der transkriptionellen Vorgéinge von aktivierten
Monozyten lieBen sich vier Phasen identifizieren: die Rekrutierungsphase (I), die
Initiationsphase (II), die Differenzierungsphase (III) und die Auflésungsphase (IV),
wobei die inflammatorische Phase (Phase I-III) von Gene dominiert wurde, deren
Produkte Bestandteil von inflammatorischen Signalwegen waren (Italiani et al., 2014). In
der vorliegenden Studie konnten die Unterschiede in der Oberflichenmarkerexpression
der Subpopulationen nach der Aktivierung der Monozyten im Rahmen eines NSTEMIS
dargestellt werden. Beim Vergleich der vorliegenden Oberfldchenrezeptorprofile der
Subpopulationen mit den einzelnen Aktivierungsphasen, die in der Studie von Italiani et
al. beschrieben wurden, zeigte sich, dass die Monozyten sich iiberwiegend in der
,inflammatorischen Phase‘ (Phase I & II) (Italiani et al., 2014) befanden. Dabei handelte
es sich um eine friithe Phase im Rahmen der Aktivierung von Monozyten. Um welche
Oberflaichenmarker es sich dabei im Einzelnen handelte, darauf wird im Verlauf
eingegangen werden. Entscheidende Kriterien fiir die Auswahl der signifikant regulierten
Oberflachenmarker waren ein geringer Bekanntheitsgrad der selbigen gemessen an der
Anzahl der verfligbaren Publikationen sowie die Relevanz und die Funktion des

Oberflachenmarkers selbst
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Die einzelnen Subpopulationen unterschieden sich beziiglich ihrer signifikant

regulierten Oberflichenmarker im Kohortenvergleich
In der NSTEMI-Kohorte waren zahlreiche proinflammatorische Oberflichenmarker
hochreguliert. Dariiber hinaus konnte ich potentiell neue Oberflichenmarker
identifizieren, die eine Diskriminierung zwischen den einzelnen Subpopulationen bei
Vorliegen eines NSTEMIs erlaubten. Folgende Oberflichenmarker waren nur in einer
Subpopulation signifikant reguliert. In der klassischen Subpopulation handelte es sich
dabei um CD9 (,,Transmembrane 4 protein‘‘, TM4), CD41b (,,integrin subunit alpha 2b*,
ITGA2B), CD50 (,,intercellular adhesion molecule 3, ICAM3), CD102 (,,intercellular
adhesion molecule 2, ICAM?2), CD105 (,,endoglin®), CD126 (,,interleukin 6 receptor*,
IL6R), CD226 (,,DNAX accessory molecule [, DNAMI), HLA-A,B,C. In der
klassischen Subpopulation traten somit Oberflachenmarker auf, die eine wichtige Rolle
fiir die Zelladhésion spielen. Interleukine vermitteln dariiber hinaus eine Zellaktivierung.
Die Tatsache, dass in dieser Subpopulation die Oberflichenmarker tendenziell
herunterreguliert waren, zeigte am ehesten die Unreife dieser Zellen. CD71 (,,Transferrin
receptor protein 1, TFRC), CD162 (,,P-selectin glycoprotein ligand 1*, SELPLG) und
BLTR-1 fanden sich hingegen in der intermedidren Subpopulation. Dabei handelte es sich
um Oberflichenmarker, die relevant sind fiir die Zellproliferation, Zelladhédsion sowie
Zellrekrutierung. Fiir die nicht-klassischen Subpopulation waren CD1d, CD38 (,,cyclic
ADP ribose hydrolase*, ADP-RC1), CD45RO (,,protein tyrosine phosphatase receptor
type C*, PTPRC), CD54 (,,intercellular adhesion molecule 1¢, ICAM1), CD63, CD99
und HLA-DQ charakteristisch. Diese Oberflichenmarker spielen eine Rolle bei der
Zellaktivierung (CD1d, CD45RO, CD63), -adhdsion (CD38, CD54) und -migration
(CD99).

Um die Robustheit dieser Oberfldchenmarker zu zeigen und mit Hinblick auf funktionelle
Aspekte folgte eine GSEA. Dabei wurden folgende der zuvor genannten
Oberflaichenmarker durch die GSEA bestdtigt: BLTR-1 wurde in der intermedidren
Subpopulation und CD1d, CD38 (,,cyclic ADP ribose hydrolase*, ADP-RC1), CD45RO
(,,protein tyrosine phosphatase receptor type C*“, PTPRC), CD54 (,,intercellular adhesion
molecule 1, ICAMI1) sowie CD63 wurden in der nicht-klassischen Subpopulation

nachgewiesen. In der klassischen Subpopulation gab es keine Ubereinstimmung bei den
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beiden Auswertungen. Bei den genannten Oberflichenmarkern handelte es sich um noch

unbekannte Oberflichenmarker in Bezug auf kardiovaskuldre Erkrankungen.

In einem Mausmodell konnte gezeigt werde, dass es sich bei BLTR-1 um ein Chemokin
handelte, das fiir die Regulation von Chemotaxis und Zytokinfreisetzung verantwortlich
war (Poeckel and Funk, 2010). De Hoog et al. konnte dariiber hinaus ebenfalls in einem
Mausmodell zeigen, dass die Inhibition von BLTR-1 zu einer Reduktion der Infarktgrofe
fithrte aufgrund einer verminderten Anzahl proinflammatorischen Zytokine, die mit einer

verminderten proinflammatorischen Immunantwort einhergingen (De Hoog et al., 2015).

CDl1d, CD45RO und CD63 spielen vor allem eine Rolle in der Zellaktivierung. Der
Oberflichenmarker CD45RO gehort zu der Familie der Oberflaichenmarker CD45. Dabei
handelte es sich um eine Protein-Tyrosin-Phosphatase, von der drei Isoformen aufgrund
von alternativem Splicing existierten und die darliber hinaus relevant fiir die
Zelldifferenzierung war (Saunders and Johnson, 2010). Der Oberflichenmarker CD1d
auf Monozyten beeinflusste die Zellaktivierung durch die Prisentation von lipiden
Antigenen fiir natiirliche Killerzellen (Loffredo et al., 2014). CD63 gehdrte zu der Familie
der Tetraspanine und war als solches an der Regulation des intrazelluldren
Proteintransports beteiligt (Pols and Klumperman, 2009). Tippett et al. konnte fiir
gesunde Probanden zeigen, dass die Monozyten im Verlauf ihrer Entwicklung den zuvor
genannten Oberflaichenmarker internalisierten, sodass seine Oberflichenexpression bei
nicht-klassischen Monozyten am geringsten ausgepréagt war. Diese Ergebnisse standen im
Einklang mit den hier vorliegenden Daten. Die neue Erkenntnis bestand jedoch darin,
dass in der nicht-klassischen Subpopulation ein signifikanter Expressionsunterschied
beziiglich dieser Oberflichenmarker zwischen den beiden Kohorten existierte.
Demzufolge konnte der inflammatorische Reiz des NSTEMIs zu einer deutlich

eingeschriankten Internalisierung von CD63 fiihren.

Anders verhielt es sich mit dem Oberflichenmarker CD38. Dieser beeinflusste die
Prognose einer KHK negativ: So konnte in einem ex-vivo Modell gezeigt werden, dass

CD38 zu einer Verminderung von endothelialem NADP(H) fiihrte und damit durch eine
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negative Beeintrdchtigung der endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) eine

verminderte Vasodilatation der Koronarien bewirkte (Boslett et al., 2017).

Die Datenlage beziiglich des Oberflichenmarkers CD54 war weniger eindeutig.
Einerseits wurde CD54 als Oberflichenmarker propagiert, der das Risiko fiir einen
Myokardinfarkt erhohte, da CD54 verantwortlich war fiir Zelladhdsion und eine
verminderte koronare Flussgeschwindigkeit (Hu et al., 2017). Andererseits kam eine
Metaanalyse zu dem Schluss, dass es sich bei diesem Oberflichenmarker um einen
protektiven Faktor bei einem Myokardinfarkt handelte (Liu et al., 2018). Hiermit zeigte

sich der weiterfiihrende Forschungsbedarf beziiglich dieses Oberflachenmarkers.

Oberflichenmarker fiir die Phagozytose waren bereits initial bei Ankunft in der
Notaufnahme insbesondere bei nicht-klassischen Monozyten hochreguliert

In der bioinformatischen Auswertung mit Schwerpunkt auf die funktionellen Gruppen
fiel auf, dass insbesondere Gensets in der nicht-klassischen Subpopulation hochreguliert
waren, die dem Zweck der Phagozytose dienten. Folglich wurde deutlich, dass das
Oberflachenrezeptorprofil hauptsidchlich der nicht-klassischen aber auch der
intermedidren Subpopulation der NSTEMI-Kohorte nicht nur aus proinflammatorische

sondern auch aus Oberflaichenmarker, die die Inflammation begrenzten, bestand.

Djudjevic et al. zeigte, dass die Phagozytoseaktivitit und -kapazitdt bei PBMCs von
Patienten mit einer akuten, myokardialen Verletzung bei Aufnahme am hochsten und
bereits am ersten Tag riicklaufig war (P.M. et al., 2001). Dabei versteht sich Phagozytose
als ein Prozess bestehend aus Zelladhdsion, Diapedese, Chemotaxis, Aufnahme von
Partikeln, die zu einer Freisetzung von Granula/Vesikel sowie von ,reactive oxygen
species* (ROS) fiihrt. Saha et al. zeigte, dass diese Mikrovesikel bioaktive Molekiile
(Proteine, mRNA, miRNA) enthielten, die eine entscheidende Rolle in der interzelluldren

Kommunikation und Zellaktivierung spielten (Saha et al., 2016).
Folglich stellt sich die Frage, ob die Mikrovesikel wichtige Information hinsichtlich einer

erweiterten Risikostratifizierung oder der Prognose liefern konnten. Mikrovesikel, die aus

Monozyten freigesetzt wurden, erlaubten als einzige Mikrovesikel eine unabhingige
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Vorhersage der kardiovaskuldren Prognose von STEMI-Patienten (Chiva-Blanch et al.,
2017a). In einer Langzeitstudie von Chiva-Blanch konnte gezeigt werden, dass erhohte
Level an monozytdren aber auch thrombozytiren Mikrovesikel mit einer erhohten
Inzidenz an Herzinsuffizienzen einherging nach einem akuten myokardialen Ereignis
(Chiva-Blanch et al., 2017b). Dabei war die Fracht der Mikrovesikel entscheidend fiir

den weiteren Verlauf (Inflammation vs. Reparatur) (Suades et al., 2015).

Die zuvor genannten Studien befassten sich nur mit Monozyten im Allgemeinen oder
Leukozyten bei Patienten, die entweder retrospektiv ein STEMI bzw. prospektiv ein nicht
weiter nicht differenziertes akutes myokardiales Ereignis erlitten hatten. Die Relevanz
von Mikrovesikel wurde dennoch deutlich. Es handelt sich dabei um Produkte, die am
Ende eines Prozesses stehen. Das Ziel sollte es jedoch sein, den Fokus auf den Beginn
dieser Prozesse zulegen. Zum jetzigen Zeitpunkt war in der Literatur wenig bekannt
beziiglich monozytirer Rezeptoren, die die Phagozytose nekrotischer Kardiomyozyten
initiieren und steigern im Rahmen eines NSTEMIs. Die vorliegende Studie konnte zeigen,
wie die Phagozytoseaktivitit auf die einzelnen Subpopulationen der Monozyten verteilt

war und welche Oberflachenmarker eine zentrale Rolle dabei einnahmen.

Die Phagozytose im Infarktgebiet ist eine grundlegende Voraussetzung fiir die
Beendigung des inflammatorischen Reizes und somit fiir die Einleitung der Heilung des
Myokards (Frangogiannis, 2008). Dehn et al. zeigte in einem in vitro Experimenten und
in einem Mausmodell, dass CD36 nicht nur verantwortlich war fiir eine friithzeitige
Phagozytose, sondern dass sich in Abwesenheit von CD36 weniger Monozyten zu
Makrophagen differenzierten (Dehn and Thorp, 2018). Dies wirkte sich giinstig auf das

Uberleben nach einem Myokardinfarkt aus.

Gemél der Zellkulturergebnisse von Buechler et al. war CD163 ebenfalls involviert in
den Prozess der Phagozytose und damit in den Ubergang zwischen Inflammation und
Reparatur mit Schwerpunkt auf der antiinflammatorischen Immunantwort (Buechler et
al., 2000). Der Oberflichenmarker CD163 war dabei von besonderem Interesse, da er
sich ausschlieBlich in der monozytiren Zelllinie wiederfand. Neuere Studien von Guo et
al. widerlegten die atheroprotektive Eigenschaften von CD163. Guo et el. zeigte, dass

CD163 mitverantwortlich war fiir die Progression von Plaques und im Zuge dessen die
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Angiogenese im Plaque und damit die Rekrutierung weiterer Immunzellen forderte (Guo

et al., 2018). Erneut wurde deutlich, wie komplex die Pathogenese der Atherosklerose ist.

Dariiber hinaus existierten neben den protektiven Oberflaichenmarker im Rahmen der
Phagozytose auch weitere Oberflichenmarker mit einem ungiinstigen Effekt fiir die
weitere Prognose eines Myokardinfarktes. Ein wichtiges Beispiel war CD32 (,,Fc
fragment of IgG receptor Ila“, FCGR2A), ein Oberflichenmarker, der Inflammation

induziert und aggraviert im Rahmen eines ACS (Anania et al., 2019).

Die Oberflichenmarker CD91 und CD93 hatten einen regulierenden Einfluss auf die
Phagozytose im Mausmodell (Dimitrova et al., 2017). Dariiber hinaus wurden hohe
Spiegel der 16sliche Form des Oberflichenmarkers CD93 (sCD93) als unabhéngiger,
negativer prognostischer Faktor im Rahmen eines ACS identifiziert (Youn et al., 2014).
Die erhohten Spiegel von sCD93 fiihrten Youn et al. auf einen friihzeitigen Verlust dieses
Oberflachenmarkers bei Monozyten zuriick. Die Expression dieses Oberfldchenmarkers
war am stiarksten ausgeprdgt auf den intermedidren, gefolgt von den nicht-klassischen
Monozyten. Somit blieb offen, ob der Abnahmezeitpunkt zu friih im Verlauf des kardialen
Ereignisses lag oder ob die Freisetzung von sCD93 nicht durch andere Zellen erfolgte

(endotheliale Zellen, Leukozyten), die ebenfalls diesen Oberflichenmarker exprimierten.

Der Abnahmezeitpunkt in der vorliegenden Studie wurde friih gewihlt und lag
unmittelbar bei Ankunft in der Notaufnahme. Umso erstaunlicher war es und das konnte
diese Studie zeigen, dass bereits relevante Oberflaichenmarker, die im Zusammenhang
mit der Phagozytose bzw. deren Regulation standen, in der NSTEMI-Kohorte signifikant
hochreguliert waren. Somit waren bereits zu Beginn der Aktivierung der Monozyten
Oberflaichenmarker (CD36, CD91, CDI163) insbesondere auf nicht-klassischen
zirkulierenden Monozyten nachweisbar, deren Aufgabe die Eingrenzung bzw. im Verlauf
die Beendigung des inflammatorischen Reizes sein wiirde. Dies war insbesondere mit
Hinblick auf die Prognose und dem damit einhergehenden Remodeling von besonderer

Relevanz.
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Bei den intermediiren und den nicht-klassischen Monozyten zeigten sich

Uberschneidungen hinsichtlich der signifikant regulierten Oberflichenmarker
Interessanterweise fanden sich neben den Oberflichenmarkern, die nur in einer
Subpopulation auftraten, auch eine Vielzahl an Oberflichenmarker, deren Expression sich
in mehr als nur einer Subpopulation signifikant unterschied. Bei den Uberschneidungen
in der klassischen und der intermedidren Subpopulation handelte es sich um CD41a
(,,integrin subunit alpha 2a“, ITGA2A), CD42a (,glycoprotein IX*, GP9), CD43
(,,sialophorin®), CD61 (,,integrin beta 3*“, ITGB3), CD62P (,,P-selectin*, SELP), CD100
(,,semaphorin 4D, SEMA4D) und CD180. Die genannten Oberflichenmarker sind
hauptséchlich relevant fiir die Zelladhdsion. Sowohl in der intermedidren als auch in der
nicht-klassischen Subpopulation fanden sich CD11b (,integrin alpha M*, ITGAM),
CD14 (,,lipopolysaccharid receptor, LPSR), CD43 (,,sialophorin‘), CD64 (,.Fc gamma
receptor la“, FCGR1A), CD195 (,,C-C motiv chemokine receptor 5, CCRS). Diese
Oberflichenmarker spielen eine Rolle bei der Zellrekrutierung (CD195), Zelladhdsion
(CD11b, CD43) und bei der Phagozytose (CD64). Eine Dopplung der Oberflichenmarker

in der klassischen und der nicht-klassischen Subpopulation gab es nur fiir CD43.

Die Uberschneidungen zwischen die einzelnen Subpopulationen konnte ein weiteres
Indiz dafiir sein, dass es sich bei den Subpopulationen um ein Kontinuum handelt. Die
groBten Ubereinstimmungen fanden sich dabei in der intermedifiren und der nicht-
klassischen Subpopulation. Folglich waren die intermedidre und die nicht-klassische
Subpopulation sich sehr dhnlich und glichen sich mehr als die intermedidre und die
klassische bzw. die nicht-klassische und die klassische Subpopulation. Von den genannten
Oberflachenmarkern wurden CD11b, CD64 und CD195 durch die bioinformatische
Auswertung bestétigt.

Der Oberflaichenmarker CD195 ist ein Chemokin-Rezeptor. Zamilpa et al. zeigte in einem
Mausmodell, dass eine Depletion von CD195 mit einem vermehrten Remodeling-Prozess
einherging, da weniger Monozyten das Infarktgebiet erreichten und weniger T-Zellen
aktiviert wurden, sodass es zu keiner addquaten Heilung mit Narbenbildung kommen
konnte (Zamilpa et al., 2011). Diese Arbeit verdeutlichte die Relevanz einer zeitnahen
funktionierenden Rekrutierung der Monozyten. Bei dem Oberflaichenmarker CDI11b

handelt es sich um eine alpha Integrin Untereinheit, welche sowohl mit verantwortlich
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war fir die Zelladhdsion als auch fiir die Phagozytose von in Komplementfaktoren

eingehiillten Partikel (Chen et al., 2019).

Bei dem Oberflaichenmarker CD64 handelt es sich um das Fc Fragment des IgG
Rezeptors Ia. Dieser Oberfldchenmarker wurde bereits als Biomarker fiir die Diagnostik
bzw. als Surrogatmarker im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen wie der
rheumatoiden Arthritis (Matt et al., 2015) oder dem systemischen Lupus erythematosus
(Kikuchi-Taura et al., 2015) diskutiert. Ein dhnliches Verhalten beziiglich CD64 wurde
von Clanchy et al. beschrieben. Mit Hilfe einer ex vivo Stimulation mit Interferon v,
einem proinflammatorischen Zytokin, konnte gezeigt werden, dass die Monozyten mit

einem Anstieg der Expression von CD64 regieren (Clanchy, 2016).

Die differenzierte Betrachtung der einzelnen Subpopulationen fiihrte zZur

Identifizierung von Subpopulationen-iiberschreitende erkrankungsspezifische

Merkmale
Aufgrund der groBen Ahnlichkeit der intermediiiren und der nicht-klassischen Monozyten
im aktivierten Zustand (hier: NSTEMI) war fraglich, ob eine differenzierte Betrachtung
dieser beiden Subpopulation einen Mehrwert erbrachte. Insbesondere in der
bioinformatischen Auswertung, bei der der Fokus auf den funktionellen Aspekten der
Subpopulationen lag, stimmten zahlreiche signifikant regulierte Gensets in den beiden
Subpopulationen iiberein. Somit konnte die intermedidre Subpopulation als
Transferphase zwischen der klassischen und der nicht-klassischen Subpopulation
angesehen werden. Wobei sich der Schwerpunkt in den vorliegenden Daten in Richtung
der nicht-klassischen Subpopulation verschoben hatte. Nichtsdestotrotz war die

intermedidre Subpopulation nicht weniger bedeutend.

Auch in der Literatur fanden sich widerspriichliche Ergebnisse hinsichtlich der
monozytdren Subpopulationen im Rahmen der kardiovaskuldrer Risikostratifizierung.
Rogacev et al. konnte zeigen, dass die nicht-klassischen Monozyten bei Erkrankungen,
die mit einem inflammatorischen Zustand einhergingen, eine besondere Rolle in der
Pathogenese einnahmen (Rogacev et al., 2015). Weiterhin konnte die Gruppe um

Rogacev nachweisen, dass die intermedidren Subpopulation einen unabhingigen
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Risikofaktor fiir die Vorhersage von kardiovaskulidren Ereignissen darstellte (Rogacev et
al., 2012). Bei sequenziellen Bestimmungen der Monozytensubpopulationen bei
Patienten nach STEMI wurden ebenfalls die intermedidren Monozyten als unabhiangiger
zuverlassiger Risikofaktor bestdtigt: Diese erreichten am zweiten Tag nach dem Ereignis
(hier: STEMI) ihren Hohepunkt und ihre Konzentration war noch fiir weitere fiinf Tage
erhoht (Zhou et al., 2016). Tsujioka et al. identifizierte hingegen die klassischen
Monozyten als unabhingigen Risikofaktor fiir das AusmaBl der untergegangen
Kardiomyozyten im Rahmen eines akuten Myokardinfarktes (Tsujioka et al., 2009). In
der vorliegenden Studie spielte die klassische Subpopulation eine eher untergeordnete
Rolle bei der Aktivierung der Monozyten, da die signifikant exprimierten

Oberflachenmarker in der NSTEMI-Kohorte herunterreguliert waren.

Aufgrund der nicht eindeutigen Studienlage beziiglich der Subpopulationen stellte sich
weiterhin die Frage nach der Notwendigkeit der Differenzierung der Monozyten, da es
Oberflichenmarker gab, deren Expression sich in der NSTEMI-Kohorte signifikant in
allen drei Subpopulation von denen in der Kontrollgruppe unterschied. Bei diesen
Oberflachenmarker handelte es sich um CD43 gemil der biostatistischen Auswertung.
Dieser wurde durch die Oberflichenmarker CD35 (,,complement C3b/C4b receptor 1,
CR1), CD55 (,,complement decay accelerating factor*, DAF) und CD166 (,.activated
leukocyte cell adhesion molecule®, ALCAM) aus der bioinformatischen Auswertung

erganzt.

Die drei zuletzt genannten Oberflichenmarker spielen eine wichtige Rolle in der
Zelladhésion und in der Regulation des Komplementsystems. Das Komplementsystem ist
beteiligt an der Pathogenese der Atherosklerose (Torzewski et al., 1998). Vries et al.
konnte in einem ex vivo Modell zeigen, dass eine verminderte Expression von CD35 mit
einem erhohten kardiovaskuldren Risiko korrelierte, da dadurch die Beseitigung von
Lipoproteinen und freien Immunkomplexen vermindert war (de Vries et al., 2017).
Ahnlich sah es mit der Datenlage fiir die anderen beiden hier genannten
Oberflachenmarker aus. Der Oberflichenmarker CD55 war bei Patienten mit Diabetes
Typ 2 und makrovaskuldren Erkrankungen vermindert. Zudem konnten in einem in vitro
Experimente gezeigt werden, dass CDS55 bei der Gabe von Statinen signifikant anstieg

(Ma et al., 2009). Dementsprechend deutete eine verminderte Regulation des

&9



Komplementsystems auf ein erhdhtes Ausmalf} an komplement-induziertem Schaden hin.
Erstaunlich war dabei, dass zum einen diese vier Oberflichenmarker von allen
Subpopulation in der NSTEMI-Kohorte signifikant exprimiert wurden im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Dariiber hinaus war die Hélfte dieser Oberflaichenmarker (CD35, CD55)

durch ihre regulatorischen Effekte fiir die Eingrenzung der Inflammation verantwortlich.

Der Oberflaichenmarker CD166 wurde im Kontext von kardiovaskuldren Erkrankungen
noch nicht beschrieben. Dieser Oberflichenmarker ist an der Regulation von
Zelladhésion und Zellmigration beteiligt und wurde in diesem Zusammenhang mehrfach
mit der Entstehung von Malignomen in Verbindung gebracht (Smith et al., 2017) (Xiao
et al., 2016). Der Oberflichenmarker CD43 ist ebenfalls an der Zelladhédsion und -
rekrutierung in das Gebiet der Inflammation beteiligt (Alisson-Silva et al., 2019). Im
Rahmen von Infektionen konnte in einem ,,knock-out* Mausmodell gezeigt werden, dass
eine verminderte Expression von CD43 mit einer Dysregulation des Immunsystems und
folglich mit einer geringeren, monozytiren Infiltration einherging (Alisson-Silva et al.,

2019).

Auffillig war nichtsdestotrotz, dass sowohl CD43 als auch die drei zuvor genannten
Oberflaichenmarker sich in ihrer Expression signifikant in allen Subpopulation
unterschieden im Vergleich zur Kontrollkohorte. Folglich war anzunehmen, dass es sich
bei diesen CD35"/CD437/CD55%/CD166"-Monozyten um eine erkrankungsspezifische

Subpopulation handeln konnte.

Monozyten nahmen eine zentrale Rolle in der erweiterten Risikostratifizierung
bei einem NSTEMI ein

Die Relevanz von Monozyten im Rahmen von akuten kardialen Ereignissen wurde
mehrfach hervorgehoben. Insbesondere die Tatsache, dass Monozyten von der
Entwicklung der Atherosklerose bis zum Zeitpunkt des Myokardinfarktes eine zentrale
Rolle wéhrend der Inflammation spielten, zeigte die Sinnhaftigkeit und Notwendigkeit
eines oder mehrerer komplementdrer Biomarker zur Beurteilung der Aktivierung des
Immunsystems. Der Fokus der aktuellen Forschung lag u.a. auf der Suche nach

inflammatorischen Biomarkern fiir die Risikostratifizierung von kardiovaskuldren

90



Erkrankungen. Dies zeigte sich auch anhand der Aktualitit der Arbeiten zu einzelnen
Oberflaichenmarkern. Die vorliegende Studie ging dabei explizit auf das
Oberflachenrezeptorprofil der einzelnen Subpopulation im Rahmen eines NSTEMIs ein.
Der Fokus auf eine NSTEMI-Kohorte war dabei besonders relevant, da die Diagnose
eines NSTEMIs im Vergleich zu dem eindriicklichen klinischen und diagnostischen Bild
eines STEMI deutlich schwieriger war. Im weiteren Verlauf wird abschlieend auf die
Eignung der Monozyten sowie ihrer Subpopulationen als komplementédre Biomarker bei

der Risikostratifizierung eingegangen werden.

Zu den Merkmalen, in denen die Monozyten mit den etablierten, kardiovaskuldren
Biomarkern {iibereinstimmten, zdhlten folgende: Die Anzahl der Monozyten im
peripheren Blut war ausreichend hoch, um sie dort effizient nachzuweisen (Nahrendorf
et al., 2010). AuBerdem stieg ihre Zahl entsprechend der Schwere und des Ausmales des
akuten Koronarsyndroms initial nach dem ischdmischen Ereignis. (Madjid et al., 2004).
Dariiber hinaus konnte eine laborinterne Forschungsgruppe um Liebetrau et al. zeigen,
dass Monozyten neben neutrophilen Granulozyten mit die ersten Zellen waren, die bereits
nach zwei Stunden in das Infarktgebiet einwanderten (Liebetrau et al., 2015b). Dies war
von besonderer Relevanz, da die Anzahl der apoptotischen Kardiomyozyten aufgrund
von Hypoxie ihren Hohepunkt erst nach viereinhalb Stunden erreichten, wihrend die

meisten nekrotischen Zellen nach 24 Stunden zu finden waren (Liebetrau et al., 2015b).

Die friihzeitige Einwanderung in das Infarktgebiet wurde gewihrleistet durch eine
zeitnahe selektive Rekrutierung (Van Der Laan et al., 2014).Verantwortlich dafiir waren
Chemokine. In der vorliegenden Studie war beziiglich der Chemokine insbesondere die
Oberflaichenmaker CD195, CD184 und BLTR-1 signifikant erhoht in der nicht-

klassischen bzw. in der intermedidren Subpopulation.

Neben der zeitnahen Rekrutierung spielte auch der Aufenthaltsort der Monozyten vor
dem ischdmischen, kardialen Ereignis eine wesentliche Rolle fiir eine zeitnahe
Rekrutierung. Im Gegensatz zu den klassischen Monozyten wanderten die nicht-
klassischen Monozyten kontinuierlich durch das GefdBlsystem, sodass sie

dementsprechend schneller — innerhalb von einer Stunde — auf inflammatorische Reize
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reagieren konnten (Geissmann et al.,, 2003). Die klassischen Monozyten hingegen
bedurften einer lingeren Aktivierung und Rekrutierung (Shi and Pamer, 2014). Ein
Reservoir fiir Monozyten bildete u.a. die Milz. Dariiber hinaus konnten Van Der Laan et
al. das Vorhandensein von myeloiden Progenitorzellen in der Milz von Maiusen
nachweisen, die eine extramedulldre Monozytopoese ermodglichten (Van Der Laan et al.,
2014). Dies begiinstigte die Entstehung einer Monozytose im Rahmen eines
Myokardinfarktes (Nahrendorf et al., 2010). Maekawa et al. konnte zeigen, dass eine
Monozytenzahl > 900/mm? ein unabhéngiger Risikofaktor sowohl fiir Pumpversagen und
linksventrikuldre Aneurysmata darstellte (Maekawa et al., 2002). Diese Ergebnisse stehen
im Einklang mit der Studie von Panizzi et al., der zudem nachweisen konnte, dass die
Persistenz der Monozyten im ischdmischen Gebiet im Rahmen einer Monozytose
gesteigert und somit die Dauer der damit verbundenen Inflammation verldngert war,

wodurch das Remodeling begiinstigt wurde (Panizzi et al., 2010).

Steht bei der Bestimmung einer Monozytopoese die Monozytenpopulation als Ganzes im
Zentrum der Betrachtung, so bedurfte es keiner zusétzlichen Anforderungen das Labor
betreffend, da diese routineméfig im Rahmen des groflen Blutbildes mitbestimmt wurden.
Dennoch existierten diverse Einflussfaktoren, die diesen Wert beeinflussen konnten.
Hierbei waren neben infektiosen Erkrankungen (Wu et al., 2013) auch autoimmune
Prozesse (Swindell et al., 2015) sowie maligne Erkrankungen (Ziegler-Heitbrock, 2014)
zu nennen. Aus diesem Grund empfahl es sich, eine differenziertere
Immunophédnotypisierung vorzunehmen. Wurden dariiber hinaus die einzelnen
Subpopulationen der Monozyten identifiziert, stieg der Informationsgehalt. Dieser
Zugewinn an Information wurde durch ein zeitintensiveres Protokoll erkauft. Jedoch
lieferte bereits eine einmalige Bestimmung der Monozytensubpopulationen sowie
einzelner Oberflichenmarker bei Ankunft in der Notaufnahme relevante Informationen,
die sich — wie diese Studie zeigte — signifikant von den Ergebnissen in der Kontrollgruppe
unterschieden. Diese Tatsache war von besonderer Relevanz insbesondere in der initialen
Phase nach Ankunft in der Notaufnahme, in der das diagnostische Fenster der Troponin-
Tests lag und noch keine Aussage beziiglich einer relevanten Dynamik moglich war.
Somit konnte die Messung und Charakterisierung von Monozytensubpopulationen als
komplementirer Biomarker die Aussagekraft der etablierten Biomarker erhohen, da

zusitzliche wertvolle Informationen beziiglich des kardialen Ereignisses erlangt wurden.
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Die Immunphdnotypisierung lieferte einen entscheidenden Mehrwert bei
NSTEMI-Patienten

Zusammenfassend war die verringerte Anzahl in der Subpopulation der nicht-klassischen
Monozyten der NSTEMI-Kohorte im Vergleich zur Kontrollgruppe am ehesten auf das
fortgeschrittene Reifestadium dieser Population zuriickzufiihren. Ein Grofteil dieser
reifen nicht-klassischen Monozyten — so schien es — hatte bereits das GefaBBsystem
verlassen. Bekriftigt wurde diese Vermutung durch die Tatsache, dass insbesondere in
der besagten Subpopulation ein Oberflichenmarker besonders stark exprimiert war, der
fiir die Rekrutierung von Monozyten verantwortlich war (CD195). Zudem wurde in der
NSTEMI-Kohorte ein vergleichsweise hoherer Anteil an klassischen Monozyten
verzeichnet, welcher sich am ehesten kompensatorisch auf eine vermehrte Aktivierung

aufgrund eines inflammatorischen Reizes (hier: NSTEMI) zuriickfiihren lieB3.

Die zeitnahe Diapedese der nicht-klassischen Monozyten aus dem GefaBsystem wurde
dadurch erleichtert, dass diese Subpopulation bereits im Gefaf3system zirkuliert und nicht
erst aus einem Reservoir rekrutiert werden mussten, wie es der Fall bei den klassischen
Monozyten war. Die Diapedese beginnt mit der Zelladhdsion. Dafiir fanden sich eine
Vielzahl signifikant exprimierter Oberflaichenmarker (CD11b, CD38, CD41a, CD42a,
CD43, CD54, CD61, CD62P, CD100, CD162, CD166, CD180). Erstaunlich war dariiber
hinaus, dass bereits zu einem so frithen Zeitpunkt im Verlauf eines NSTEMIs
Oberflachenmarker fiir die Phagozytose signifikant hoch reguliert waren (CD32, CD36,
CD63, CD64, CD91, CD93, CD163).

Obwohl die Reifetheorie anhand der vorliegenden Ergebnisse nachvollzogen werden
konnte, existierten dennoch Oberflichenmarker in allen Subpopulationen, deren
Expression sich in der NSTEMI-Kohorte signifikant von der in der Kontroll-Kohorte
unterschieden. Folglich ist anzunehmen, dass es sich bei den CD357/CD43"
/CD55"/CD166*-Monozyten um eine eigene erkrankungsspezifische Subpopulation
handelte, da sie sich nur in der NSTEMI-Kohorte nachweisen lieB3. Aus der dargelegten
biologischen Funktion und der Pathogenese wurde der Erkenntnisgewinn fiir die
Risikostratifizierung deutlich, den eine friilhe Bestimmung dieser Oberflaichenmarker in
der akuten Phase mit sich brachte. Von besonderem Interesse fiir weiterfiihrende Arbeiten
waren dabei die Oberflichenmarker CD1d, CD32, CD35, CD36, CD38, CD43, CD45,
CD54, CDS5S5, CD63, CD64, CD91, CDI163, CD166, CD195, BLTR-1. Die
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Auswabhlkriterien richteten sich dabei nach dem Ergebnis der biostatistischen und
bioinformatischen Auswertung sowie einem geringen Bekanntheitsgrad der

Oberflachenmarker in der Literatur.
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Bedeutung/Schlussfolgerung

Meine Studie befasste sich mit dem Phénotyp der einzelnen Monozytensubpopulationen
nach deren Aktivierung im Rahmen eines NSTEMIs. Dabei stellte ich die Hypothese auf,
dass es einen Unterschied zwischen dem Phédnotyp der Monozytensubpopulationen
unmittelbar nach einem NSTEMI und dem von Patienten mit dem Ausschluss einer KHK
gibe. Bei der Identifizierung des Aktivierungszustandes der monozytdren
Subpopulationen entschied ich mich bewusst fiir eine Immunphénotypisierung mittels
Oberflachenmarkeranalyse, um postranskriptionelle und posttranslationale Einfliisse zu
umgehen. Weiterhin modifizierte ich das gebrauchsfertige Lypoplate™ Screening Panel
(BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA), sodass unter zur Hilfenahme
weiterer Antikorper direkt die monozytdren Subpopulationen identifiziert werden
konnten. Als Probanden wurden Patienten mit einem NSTEMI (n=6) ausgewéhlt. Die

Kontrollgruppe bestand aus Probanden mit einem Ausschluss einer KHK (n=6).

Nach Durchfithrung der Oberflachenmarkeranalyse der einzelnen Subpopulationen sah
ich mich in der Wahl der Methode bestitigt. Es war zu erwarten, dass zahlreiche
Oberflaichenmarker, die im Zusammenhang mit der Aktivierung des Immunsystems
stehen, hochreguliert sein wiirden. In der vorliegenden Studie handelte es sich dabei um
CD14, CD32, CD35, CD55, CD64, CD282. Dartiiber hinaus wurden Oberflichenmarker
identifiziert, die alleinig in einer Subpopulation vorkamen und somit zusdtzliche
Information iiber diese Subpopulation lieferten und dabei bei der Diskriminierung der
Subpopulation bei NSTEMI-Patienten hilfreich waren (intermedidre Subpopulation:
CD71, CD162, BLTR-1; nicht-klassische Subpopulation: CD1d, CD38, CD45R0O, CD54,
CD63, CD99, HLA-DQ). Weiterhin ergaben sich insbesondere fiir die intermedidre und
die nicht-klassische Subpopulation neue Erkenntnisse: Es gab zahlreiche
Uberschneidungen zwischen diesen beiden Subpopulationen beziiglich ihrer relevanten
Oberflaichenmarker (CD11b, CD14, CD43, CD64, CD195). Ich konnte nachweisen, dass
die nicht-klassische Subpopulation bereits bei Aufnahme ins Krankenhaus bei den
NSTEMI-Patienten (p=0,02) relevant reduziert war im Vergleich zu der Kontroll-Kohorte.
Da diese Subpopulation im Vergleich zu der klassischen Subpopulation im GefaB3system

zirkulierte, war anzunehmen, dass die nicht-klassischen Monozyten bereits begannen, das
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GefdBsystem zu verlassen. Die Oberflichenmarker, die in der nicht-klassischen
Subpopulation fiir eine vermehrte Zellaktivierung sprachen, waren CD1d, CD45RO,
CD63. bzw. CD71 in der intermedidren Subpopulation. Fiir eine selektive Rekrutierung
sprach der hochregulierte Chemokinrezeptor CD195 in der nicht-klassischen und in der
intermedidren Subpopulation. Dariiber hinaus fand sich BLTR-1, ein weiterer
Chemokinrezeptor, in der intermedidren Subpopulation. Diese Umsténde erlaubten eine

zeitnahe Rekrutierung der Zellen.

Weiterhin konnte ich zeigen, dass bereits bei Aufnahme ins Krankenhaus sowohl in der
nicht-klassischen als auch in der intermedidren Subpopulation Oberflichenmarker (CD32,
CD36, CD63, CD64, CD91, CDI163) signifikant hochreguliert waren, die im
Zusammenhang mit der Phagozytose stehen. Erstaunlich war dabei, zu welch frithem
Zeitpunkt und mit welcher Deutlichkeit (Expressionsstirke) Oberflichenmarker fiir die
Phagozytose auf den zirkulierenden Monozyten im GefaBsystem nachzuweisen waren.
Die Phagozytose ist u.a. dafiir verantwortlich, dass die Inflammation im Myokard
begrenzt wurde. Damit wurde bereits zu Beginn der Inflammation die Grundlage fiir die
Reparatur gelegt. Bei der Aktivierung der Monozyten nach einem NSTEMI handelte sich
somit um einen fein regulierten Prozess, der sowohl auf die proinflammatorische als auch
auf die antiinflammatorische Reaktion angewiesen war. Diese Tatsache verdeutlichte die
Relevanz der genannten Oberflichenmarker vor dem Hintergrund der kardiovaskuléren

bedingten Mortalitét.

Da es sich bei Monozyten um Zellen des menschlichen Immunsystems handelte, hatten
auch andere inflammatorische Erkrankungen wie autoimmune oder maligne
Erkrankungen einen Einfluss auf die Monozyten und deren Aktivierungszustand.
Dennoch stellten die genannten Immunzellen inklusive der drei beschriebenen
Subpopulationen mit den genannten Oberflaichenmarkern eine sinnvolle Ergdnzung in der
Diagnostik des NSTEMIs dar, zumal damit eine neue Facette in der Diagnostik des
NSTEMIs beleuchtet wurde. Setzte der positive Troponintest den Untergang von
Kardiomyozyten voraus, so war die Diagnostik mittels Monozyten und ihrer
Oberflachenmarker nicht zwangsléufig auf die Nekrose von Kardiomyozyten angewiesen.

SchlieBlich konnte die differenzierte Betrachtung der Monozyten in der akuten Phase
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helfen, die oftmals schwierig zu fdllende Diagnose eines NSTEMIs zu stellen. Im
Vergleich zu dem Bild eines STEMIs konnen sich Patienten mit einem NSTEMI mit einer

Vielzahl unspezifischer Symptome présentieren.

Mit Hinblick auf die Umsetzbarkeit dieser neuartigen Methode zur Bestimmung der
Monozytensubpopulationen sowie ihres Oberfldchenrezeptorprofils fiel auf, dass die
durchflusszytometrische Bestimmung von Antigen-Antikdrperkomplexen bereits in
anderen Fachbereichen (Himatologie, Infektiologie, Pddiatrie etc.) im klinischen Alltag
etabliert war und routineméBig eingesetzt wurde. Dieses Verfahren war somit fiir den
klinischen Alltag geeignet. Weiterhin wurden bei dem auf der Phénotypisierung der
Immunzellen  basierenden  Ansatz  potentielle  posttransskriptionelle  sowie
posttranslationale Modifikationen beriicksichtigt im Vergleich zu einer reinen
Genomanalyse. Dariiber hinaus erlaubte ein akkurat zusammengestellter Antikorpermix
fir die entsprechenden Oberflichenmarker genauso eine Zeitersparnis wie ein
standardisiertes Verfahren fiir das abschlieende ,,Gating*. Lediglich die Isolierung der

PBMC:s aus peripherem Blut war zeitintensiver.

Somit konnten schlussendlich die Unterschiede beziiglich des Phinotyps der
verschiedenen Monozytensubpopulation verdeutlicht werden. Daraus ergaben sich erste
Anhalte fiir die Relevanz der monozytiren Oberflichenmarker als potentiell neue,
komplementire Biomarker fiir die Risikostratifizierung im Rahmen des NSTEMIs unter
dem Gesichtspunkt von klinischen, 6konomischen und logistischen Aspekten. Nun

bedurfte es auf dieser Grundlage basierend weiterfiihrender Studien diesbeziiglich.

Limitationen

Bei der vorliegenden Studie spiegelte das Patientenkollektiv lediglich die Verhéltnisse
einer — wenn auch Hessens grofter zusammenhingender — Intensivstation wieder.
Weiterhin fullte eine wesentliche Einschriankung auf finanziellen Aspekten: So konnten

fiir die Oberflichenmarkeranalyse nicht mehr Patienten eingeschlossen werden, da der
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Einsatz weiterer Lypoplate™ Screening Panel (Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey,
USA) mit erheblichen Kosten verbunden gewesen wére, die das Budget der Studie

uberschritten hitten.

Weitere Limitationen lagen in der Zweidimensionalitdit sowie der subjektiven
Komponente des ,,Gatings* im Rahmen der Auswertung der Daten der
Oberflaichenmarkeranalyse, sodass eine interpersonelle Reproduzierbarkeit nicht
gegeben war (Lowdell, 2001). Ein allgemein anerkanntes standardisiertes Verfahren fiir

das ,,Gating* existierte nicht.

Ausblick

Nachdem die Frage nach den Unterschieden in der Expression der Oberflaichenmarker
der Monozytensubpopulationen umfangreich analysiert wurde, kamen zahlreiche neue
Fragen auf: Der nichste logische Schritt besteht in der Validierung und ggf. weiteren
Eingrenzung der identifizierten Oberflaichenmarker (hier insbesondere: CD1d, CD35,
CD38, CD43, CD54, CD55, CD64, CD166, CD195, BLTR-1). Von Interesse war, ob
einzelne Oberflichenmarker mit klinischen oder laborchemischen Parametern korreliert
werden konnen und somit als unabhingige Risikofaktoren fiir die Risikostratifizierung
dienen konnen. Dafiir bedarf es ebenfalls — genauso wie fiir die Validierung — einer

grofBeren Kohorte.

Weiterhin ist auch die Dynamik der ausgewdhlten Oberflichenmarker im Verlauf nach
einen NSTEMI von Interesse, sodass sequenzielle Blutentnahmen in Erwédgung gezogen
werden sollten. AnschlieBend liegt die Uberlegung nahe, eine quantitative, groBangelegte
Analyse der Oberflichenmarker zur Identifizierung entsprechender Grenzwerte fiir die

verschiedenen Typen des ACS durchzufiihren.

Nachdem einzelne Oberflachenmarker ausreichend validiert wurden sowohl fiir

verschiedene Zeitpunkte im Verlauf eines NSTEMIs als auch in verschiedenen Kohorten,
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sollte sich genauer der Erforschung der Signalkaskaden gewidmet werden, die zu einer
vermehrten Expression der jeweiligen Oberflichenmarker fiihren. Von besonderem
Interesse dabei sind die Reize, die zu einer vermehrten Expression der

Oberflachenmarker innerhalb so kurzer Zeit fithren.

Mit Hinblick auf die Praktikabilitdt der durchflusszytometrischen Bestimmung von
Oberflaichenmarkern einzelner Subpopulation im Rahmen von diagnostischen
MaBnahmen in der Klinik sollte eine zeitliche Optimierung des Protokolls angestrebt
werden. Insbesondere den manuellen zeitintensiven Schritt der PBMC Isolierung gilt es
zu minimieren. Demnach ist es von Interesse, in wie weit eine differenzierte
Oberflachenmarkerbestimmung von Monozyten aus dem Vollblut von Patienten ohne
eine vorherige Isolierung der PBMCs praktikabel ist. Dabei stehen Uberlegungen zu dem
Umfang der Blutentnahme mit Hinblick auf eine ausreichend hohe Ausbeute an
Monozyten genauso im Vordergrund wie die Tatsache, dass das Vorliegen von einer
Vielzahl an Zellen vermehrt zu unspezifischen Bindungen der verwendeten Antikorper

fiihrt.
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Zusammenfassung

Hintergrund: Das akute Koronarsyndrom und dessen Komplikationen stellen in der
westlichen Welt die hiufigste Todesursache dar. Mononukleédre Zellen sind dabei von
steigender Relevanz, da sie selektiv aktiviert und rekrutiert werden und ihre Anzahl
entsprechend der Schwere des ACS initial nach dem ischdmischen Ereignis ansteigt.

Diese Studie befasst sich mit der Phinotypisierung der Monozytensubpopulationen bei

Patienten mit NSTEMI und Ausschluss-KHK.

Methoden: Blutentnahmen (120ml) erfolgten bei Aufnahme in der Notaufnahme. Die
swperipheral — mononuclear  cells (PBMC) wurden isoliert und eine
durchflusszytometrisch-basierte  Oberflichenmakeranalyse (Lypoplate™ Screening
Panel, Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) wurde durchgefiihrt. Diese
beinhaltete 242 Antikorper gegen humane Oberfldchenmarker.

Ergebnisse: Der Anteil der nicht-klassischen Subpopulation (p=0,02) war signifikant
reduziert in der NSTEMI-Kohorte. Zudem fanden sich signifikant regulierte
Oberflichenmarker nur in der intermedidren (BLTR-1) bzw. nur in der nicht-klassischen
Subpopulation (CD1d, CD38, CD45RO, CDS54, CD63). Aullerdem fanden sich
Oberflichenmarker in mehreren Subpopulationen (CD11b, CD64 und CD195), welche
zudem in der bioinformatischen Auswertung bestitigt wurden. Die Oberflachenmarker
CD35, CD43, CD55 und CDI166 traten in allen Subpopulation auf. In der
bioinformatischen Auswertung waren in der nicht-klassischen und intermedidren
Subpopulation sowohl pro- als auch antiinflammatorische Oberflichenmarker
hochreguliert, die im Zusammenhang mit dem Prozess der Phagozytose standen (CD32,

CD36, CD63, CD64, CD91, CD93, CD163).

Schlussfolgerung: Bei den CD357/CD43-/CD557/CD166"-Monozyten, die in allen
Subpopulationen nachzuweisen waren, konnte es sich um eine krankheitsspezifische
Population handeln. Die Diversitét der signifikant regulierten Oberflichenmarkern sowie
deren funktionelle Aspekte lieferten in dem fein regulierten pro- und
antiinflammatorischen Prozess eines NSTEMIs zusitzliche wertvolle Informationen fiir
die Risikostratifizierung. Diese Studie stellt somit eine fundierte Grundlage dar fiir die
weitere Erforschung der genannten Oberflichenmarker als potentielle neue

komplementire Biomarker mit klinischer und 6konomischer Relevanz.
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Summary

Background: The acute coronary syndrome and its complications are the leading cause
of death in the Western world. The relevance of mononuclear cells is continuously rising
based on their selective activation and extensive recruitment following the gravity and
the magnitude of the initial acute coronary syndrome.

The aim of this study was to investigate the characteristic phenotype of monocytes and

their subsets in patients with NSTEMI and without CAD.

Methods: 120 ml peripheral blood was withdrawn and peripheral mononuclear cells
(PBMC) were isolated. A high-throughput flow cytometry-based Lypoplate™ Screening
Panel (Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) was used, including 242 human

cell surface markers.

Results: The amount of non-classical monocytes (p=0,02) was reduced. Looking at the
single cell surface marker level, new cell surface marker exclusively in the intermediate
subset (BLTR-1) and in the non-classical subset (CD1d, CD38, CD45RO, CD54, CD63)
were revealed. There were significantly regulated cell surface markers found in the
intermediate and the non-classical subset (CD11b, CD64, CD195) which were confirmed
in the bioinformatical analysis. Moreover, the cell surface marker CD35, CD43, CD55
und CD166 were found in all three subsets. With regard to the intermediate and the non-
classical subset, many cell surface marker (CD32, CD36, CD63, CD64, CD91, CD93,
CD163) which were upregulated were related to phagocytosis.

Conclusion: The CD35"/CD43/CD55"/CD166"-monocytes which were found in all
three subsets were suspected to form a disease-specific population. Moreover, the
diversity of the significantly regulated pro- and anti-inflammatory cell surface markers
as well as their functional aspect provided important additional information with regard
to risk stratification of NSTEMIs. Thus, this study offers a substantiated basis for further
investigation concerning the use of the cell surface makers mentioned above as

potentially new complementary biomarkers with clinical and economical relevance.
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AbKkiirzungsverzeichnis

ACS akutes Koronarsyndrom

ADH antidiuretisches Hormon

AST Aspartat Transaminase

CD Cluster of Differentiation

CK Kreatininkinase

CPT Cell Preparation Tubes

cTNI kardiales Troponin I

cTINT kardiales Troponin T

ES Enrichment Score

FCS-Datei Flow-Cytomtery-Standard Datei

FDR Falscherkennungsrate

FKS fetales Kédlberserum

FSC Foreward Scatter

GSEA Gene Set Enrichment Analysis

hs-cTN high senisitivity cardiac Troponin

IAP instabile Angina pectoris

KHK koronare Herzkrankheit

LDH Laktatdehydrogenase

LEA Leading Edge Analysis

LPS Lipopolysaccharid

MDCT Multidetektoren-CT

NES Normalized Enrichment Score

NESTE-ACS akutes Koronarsyndrom ohne persistierende
ST-Strecken-Erhdhung

NSTEMI Nicht-ST-Strecken-Hebungsmyokardinfarkt

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells

ROS reaktiven Sauerstoffradikalen SOP

SSC Sideward Scatter

STEMI ST-Strecken-Hebungsmyokardinfarkt

TTE transthorakale Echokardiographie
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Abbildung 19: A: Exitationsmaximum (gestrichelte Linie) und Emissionsspektrum (durchgezogene
Linie) von Alexa Fluor 647 nach Anregung durch den roten Laser (635nm). Der Filter 660/10
(rechteckiger Bereich) markiert die Wellenlinge, bei der die Emission von Alexa Fluor 647 von einem

Detektor registriert wurde. Von dem Detektor wurden 21,0% des Emissionsbereichs von Alexa Fuor
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647 registiert. Fiir die einzelnen Fluorchrome standen verschiedene Filter zur Verfiigung. B: Auswahl
eines neuen Filters (700/54 anstatt 660/10) fiir Alexa Fluor 647. Der Wellenldngenbereich, der durch
den Detektor registriert wurde, war grofier, sodass der Detektor 44,9% der Emission von Alexa Fluor
647 registrierte. C: Exitationsmaximum (gestrichelte Linie) und Emissionsspektrum (durchgezogene
Linie) von FITC (griin), PE (gelb) und PerCP-Cy5.5 (rot) nach Anregung durch den blauen Laser
(488nm). Bei den ausgewdhliten Fluorochromen und den verwendeten Filtern kam es insbesondere bei
dem Filter 586/42 zu einer spektralen Uberlappung der Emissionen von PE und FITC. 12,1% der
Emission von FITC sowie 69,8% der Emission von PE wurden von einem Detektor registriert. Dies

fiihrte zu falsch-positiven Ergebnissen.
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Abbildung 20: Auswertung einer EDTA-Vollblutprobe mit der Sofiware FACSDiva 6.3.1. (BD
Bioscience, Franklin Lakes, New Yersey, USA); A: Das Vorwdrtsstreulicht (engl. foreward scatter, FSC)
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wurde gegen das Seitwdrtsstreulicht (engl. sideward scatter, SSC) bzw. CD66b aufgetragen, sodass
sich die Population der verwendeten Kugeln (hellblaue Ereignisse) sehr genau gegen die restlichen
Zellen abgrenzen lief3. Die griinen und violetten Ereignisse stellen Zelldetritus dar. B: Mit Hilfe des
SSC und CD66b wurde die Population der Granulozyten (dunkelblaue Ereignisse) identifiziert. C:
Mittels CD11b und CD16 war eine weitere Differenzierung der Granulozytenpopulation moglich. Die
neutrophilen Granulozyten (dunkelblaue Ereignisse) zeigten eine héhere Fluoreszenzintensitit
beziiglich CD16 als die eosinophilen Granulozyten (gelben Ereignisse). D: Mittels CD11b und SSC
sowie CD66b und CD14 liefs sich die Monozytenpopulation (rote Ereignisse) darstellen. E: Mittels
CD14 und CDI6 erfolgte die Differenzierung der Monozyten in klassische (CD14"" CD167), nicht-
klassische (CD14" CD16%") und in die intermedidire (CD14™* CD16") Subpopulation
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Abbildung 21: Ubersicht der verwendeten Antikérper fiir die Oberflichenmarkeranalyse (BD

Lyoplate ™ Screening Panels Human Cell Surface Markers/Mouse Cell Surface Markers BD Lyoplate
™ Screening Panels Human and Mouse Cell Surface Markers, 2013)
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Abbildung 22: Auswertungsschema der Oberflichenmarkeranalyse mit der Software FACSDiva
Version 6.3.1. (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA),
A: Das Vorwirtsstreulicht (engl. foreward scatter, FSC) wurde gegen das Seitwdrtsstreulicht (engl.
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sideward scatter, SSC) aufgetragen. Aufgrund der Komplexitdt der Monozyten (schwarze Ereignisse)
traten diese hervor. B: Das Vorwdrtsstreulicht wurde verwendet, um die verschiedenen Eigenschaften
des Signals der FEinzelzelle wiederzugeben. Dadurch konnten singuldire Monozyten (schwarze
Ereignisse) erkannt werden. C: Das Vorwdrtsstreulicht wurde gegen AquaDye (Invitrogen, Carlsbad,
Californien, USA) aufgetragen. Dadurch lieffen sich die lebenden von den toten Monozyten
unterscheiden. D: Mittels CD14 und CD16 wurde eine Verunreinigung durch natiirliche Killerzellen
(NK-Zellen, blaue Ereignisse) ausgeschlossen. E: Mittels CDI4 und CDI16 liefs sich die
Monozytenpopulation weiter in die klassische (CD14"" CD167), in die intermedidire (CD14™" CD16")
und die nicht-klassische (CD14" CD16"") Subpopulation aufspalten. Nun konnte die Ausprdgung der

einzelnen Oberflichenmarker in den Subpopulationen untersucht werden.

CD-Klassifikation Alias
- EGFR
CD108 SEMAT7A
CDl116 CSF2RA
CD120b TNFRSF1B
CD135 FLT3
CD166 ALCAM
CD171 LICAM
CD212 IL12RB1
CD309 KDR
CD340 ERBB2
CD35 CR1
CD49a ITGAI
CD49e¢ ITGA3
CD55 -

Tabelle 22: Ubersicht iiber die Oberflichenmarker der ES Subgruppe der hochregulierten Gensets
(p<0,05) fiir die klassische Subpopulation. Die farblich hervorgehobenen Oberflichenmarker

gehorten zu einem Genset, welches eine FDR<0,25 aufwies.
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Abbildung 23: Expression der Oberflichenmarker in den beiden Kohorten fiir die klassische
Subpopulation (rot=hoch, pink=moderat, hell-blau=niedrig, dunkel-blau=sehr niedrig)
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Abbildung 24: Hiufigkeit der Oberflichenmarker der ES Subgruppe der signifikanten Gensets
(p<0,05) in der klassischen Subpopulation. Die farblich hervorgehobenen Oberflichenmarker waren
in den Gensets enthalten, die eine FDR<0,25 aufwiesen.

CD-Klassifikation Alias
- BLTR-1
- FPR1
CD107a LAMP1
CD11b ITGAM
CD124 ILAR
CD13 ANPEP
CD130 IL6ST
CD14 LPSR
CD152 CTLA4
CD163 -
CD166 ALCAM
CD184 CXCR4
CD195 CCR5
Ccbid -
CD227 MUC1
CD235a GYPA
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CD-Klassifikation Alias
CD24 -
CD271 NGFR
CD273 PDCD1LG2
CD282 TLR2
CD314 KLRK1
CD32 FCGR2A
CD336 NCR2
CD338 ABCG2
CD340 ERBB2
CD35 CR1
CD38 ADP-RC1
CD45 PTPRC
CD48 -
CD49a ITGA1
CD55 DAF
CD59 -
CD64 FCGR1A
CD74 -
CD87 PLAUR
CD9 FAS5
CD93 -

Tabelle 23: Ubersicht iiber die Oberflichemarker der ES Subgruppe der hochregulierten Gensets
(p<0,05) fiir die intermediire Subpopulation. Die farblich hervorgehobenen Oberflichenmarker

gehorten zu einem Genset, welches eine FDR<0,25 aufwies.
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Abbildung 25: Expression der Oberflichenmarker in den beiden Kohorten fiir die intermedidre

Subpopulation (rot=hoch, pink=moderat, hell-blau=niedrig, dunkel-blau=sehr niedrig)
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Abbildung 26: Hiufigkeit der Oberflichenmarker der ES Subgruppe der signifikanten Gensets
(p<0,05) in der intermediiren Subpopulation. Die farblich hervorgehobenen Oberflichenmarker

waren in den Gensets enthalten, die eine FDR<0,25 aufwiesen.

CD-Klassifikation Alias
- FPR1
CD
CD107a LAMPI1
CD107b LAMP2
CDl11b ITGAM
CD124 IL4R
CD13 ANPEP
CD130 IL6ST
CD14 LPSR
CD163 -
CDl164 -
CD166 ALCAM
CD18 ITGB2
CD184 CXCR4
CD195 CCR5
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CD-Klassifikation Alias
CDhl1d -
CD205 LY75
CD271 NGFR
CD282 TLR2
CD32 FCGR2A
CD35 CR1
CD36 -
CD38 ADP-RCI1
CD38 -
CD40 TNFRSF4
CD45 PTPRC
CD46 -
CD4%b ITGA2
CD49d ITGA4
CD49e¢ ITGAS
CD54 ICAM1
CD55 DAF
CDe61 ITGB3
CD62 SELP
CD63 -
CDho4 FCGRI1A
CD74 -
CDg4 -
CDS85 LILRAS
CD86 -
CD91 LRP1
CD93 -

Tabelle 24: Ubersicht iiber die Oberflichemarker der ES Subgruppe der hochregulierten Gensets
(p<0,05) fiir die nicht-klassische Subpopulation. Die farblich hervorgehobenen Oberflichenmarker

gehorten zu eine Genset, welches eine FDR<0,25 aufwies.
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Abbildung 27: Expression der Oberflichenmarker in den beiden Kohorten fiir die nicht-klassische

Subpopulation (rot=hoch, pink=moderat, hell-blau=niedrig, dunkel-blau=sehr niedrig)
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Oberfliichenmarker-Analyse zirkulierender Monozyten bei NSTEMI-Patienten
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Abbildung 28: Hiufigkeit der Oberflichenmarker der ES Subgruppe der signifikanten Gensets
(p<0,05) in der nicht-klassischen Subpopulation. Die farblich hervorgehobenen Oberflidchenmarker

waren in den Gensets enthalten, die eine FDR<0,25 aufwiesen.
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Abbildung 30: Oberflichenmarker, deren Expression sich nur in der klassischen Subpopulation signifikant in den beiden Kohorten unterschieden (¥*=p<0,05 und 1,5<FC<0,75, **=p<0,01 und 1,5<FC<0,75,
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Abbildung 29: Oberflichenmarker, deren Expression sich nur in der intermedidren Subpopulation signifikant in den beiden Kohorten unterschieden. Die Oberflidchenmarker CD116 und BLTR-1 wurden hier aufgefiihrt,
weil ihre Expression in den anderen Subpopulationen unterhalb der Untergrenze liegt. (*=p<0,05 und 1,5<FC<0,75, **=p<0,01 und 1,5<FC<0,75, ***=p<0,001 und 1,5<FC<0,75)
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Oberflichenmarker-Analyse zirkulierender Monozyten bei NSTEMI-Patienten
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Abbildung 31: Oberflichenmarker, deren Expression sich nur in der nicht-klassischen Subpopulation signifikant in den beiden Kohorten unterschieden (*=p<0,05 und 1,5<FC<0,75, **=p<0,01 und 1,5<FC<0,75,
***=p<0,001 und 0,75<FC<1,5, °=p<0,05 und 0,75<FC<1,5, °°=p<0,05 und 0,75<FC<1,5, °°°=p<0,05 und 0,75<FC<1,5)
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Abbildung 32:0berflichenmarker, deren Expression sich in mehr als einer Subpopulation fiir die beiden Kohorten unterschied. (*=p<0,05 und 1,5<FC<0,75, **=p<0,01 und 1,5<FC<0,75, ***=p<0,001 und
1,5<FC<0,75, °=p<0,05 und 0,75<FC<1,5, °°=p<0,05 und 0,75<FC<1,5, °°°=p<0,05 und 0,75<FC<1,5)
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Abbildung 33: Oberflichenmarker, deren Expression sich in mehr als einer Subpopulation fiir die beiden Kohorten unterschied.

(*=p<0,05 und 1,5<FC<0,75, **=p<0,01 und 1,5<FC<0,75, ***=p<0,001 und 1,5<FC<0,75)
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Oberflichenmarker-Analyse zirkulierender Monozyten bei NSTEMI-Patienten

GO C P O 14 0,513 | 19648378 0.0 0,017 0.1 23 tags=43%, list=11%, signal=45%
GO NP D 10 0,669 | 19668137 0.0 0,034 0.1 23 tags=50%, list=11%, signal=53%
GO S C 11 0,471 1709417 0.0 0,038 0.3 19 tags=27%, list=9%, signal=28%
GO N D 12 0,541 | 17882576 0.0 0,047 0.3 23 tags=42%, list=11%, signal=44%
GO N D 12 0,541 | 17882576 0.0 0,063 0.3 23 tags=42%, list=11%, signal=44%
GO P AAM 13 0,626 | 15133476 0.0 0,339 1.0 34 tags=46%, list=16%, signal=52%
GO R O P 13 0,592 | 13169199 0.0 1,000 1.0 14 tags=23%, list=7%, signal=23%

Tabelle  25:  signifikant  hochregulierte ~ Gensets in  der  klassischen  Subpopulation (GO _CELL PROJECTION ORGANIZATION,
GO_NEURON_PROJECTION DEVELOPMENT, GO_SOMATODENDRITIC_COMPARTMENT, GO_NEURON_DIFFERENTIATION,
GO _NEURON _DEVELOPMENT, GO_PEPTIDYL AMINO ACID _MODIFICATION, GO_REGULATION OF PROTEOLYSIS)

tags=19%, list=4%,
GORTA 16 0,489 21484778 0.0 0 0.0 8 signal=18%

tags=41%, list=18%,
GO AOIR 27 0,451 18192166 0.0 0,028 0.2 39 signal=44%

tags=27%, list=10%,
GOPROIIR 15 0,356 18538246 0.0 0,031 0.2 21 signal=28%
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NOM FDR FWER | RANK AT
NAME GROBE ES NES p-val g-val p-val MAX LEADING EDGE
tags=21%, list=10%,
GO I W H 28 0,418 18212498 0.0 0,033 0.2 22 signal=21%
tags=22%, list=10%,
GO VL C 27 0,424 18593732 0.0 0,039 0.2 22 signal=22%
tags=23%, list=10%,
GO VR A 26 0,430 17144567 0.0 0,044 0.3 22 signal=23%
tags=28%, list=10%,
GOROIIR 18 0,387 17574359 0.0 0,044 0.3 21 signal=28%
tags=40%, list=12%,
GO _P 10 0,510 17183528 0.0 0,049 0.3 26 signal=43%
tags=22%, list=10%,
GOMIEOOOISI 27 0,424 18593732 0.0 0,051 0.2 22 signal=22%
tags=23%, list=10%,
GO IIR 31 0,385 19130491 0.0 0,077 0.2 21 signal=21%
tags=36%, list=17%,
GO AOIIR 11 0,372 16213663 0.0 0,118 0.5 35 signal=41%
tags=46%, list=29%,
GO R OP 13 0,429 15530146 0.0 0,182 0.7 61 signal=61%
tags=45%, list=20%,
GONROISP 22 0,415 15354592 0.0 0,202 0.7 43 signal=51%
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NOM FDR FWER | RANK AT
NAME GROBE ES NES p-val g-val p-val MAX LEADING EDGE
tags=16%, list=6%,
GO M O 19 0,391 15197808 0.0 0,204 0.7 12 signal=15%
tags=39%, list=25%,
GONROCC 23 0,364 14936855 0.0 0,217 0.7 53 signal=47%
tags=30%, list=11%,
GO S MM S 10 0,484 14740038 0.0 0,218 0.7 23 signal=32%
tags=36%, list=21%,
GOPROIR 42 0,355 14744416 0.0 0,226 0.7 45 signal=36%
tags=29%, list=17%,
GO CRTBS 14 0,455 1480835 0.0 0,229 0.7 35 signal=32%
tags=22%, list=11%,
GO_E 27 0,377 14519477 0.0 0,232 0.7 23 signal=22%
tags=40%, list=22%,
GO E V 15 0,432 14544138 0.0 0,243 0.7 47 signal=48%
tags=20%, list=11%,
GO V 35 0,313 13477705 0.0 0,396 0.8 23 signal=19%
tags=13%, list=4%,
GO R M E 16 0,347 13342826 0.0 0,412 0.9 8 signal=12%
tags=45%, list=27%,
GO E VM 11 0,377 13020917 0.0 0,446 0.9 58 signal=59%
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NOM FDR FWER | RANK AT
NAME GROBE ES NES p-val g-val p-val MAX LEADING EDGE
tags=55%, list=27%,
GO S C 11 0,456 13082893 0.0 0,462 0.9 58 signal=71%
tags=29%, list=15%,
GO M M 28 0,338 12732288 0.0 0,521 0.9 31 signal=29%
tags=36%, list=18%,
GOIRRCSRSP 22 0,348 12195966 0.0 0,630 1.0 39 signal=40%
tags=27%, list=13%,
GO _AC O M 15 0,394 12011037 0.0 0,666 1.0 28 signal=29%
tags=20%, list=10%,
GOCRTL 20 0,406 11051761 0.0 0,882 1.0 21 signal=20%

Tabelle 26: signifikant hochregulierte Gensets in der intermediiren Subpopulation (GO_RESPONSE TO ALCOHOL,

GO_ACTIVATION OF IMMUNE_RESPONSE, GO_POSITIVE REGULATION OF INNATE_IMMUNE_RESPONSE, GO_INTERACTION WITH HOST,
GO_VIRAL _LIFE_CYCLE, GO_VIRUS RECEPTOR _ACTIVITY, GO_REGULATION OF INNATE _IMMUNE_RESPONSE, GO_PHAGOCYTOSIS,
GO_MOVEMENT IN_ENVIRONMENT OF OTHER_ORGANISM_INVOLVED IN _SYMBIOTIC INTERACTION, GO_INNATE IMMUNE_RESPONSE,
GO_ACTIVATION OF INNATE _IMMUNE_RESPONSE, GO_REGULATION _OF PROTEOLYSIS,

GO_NEGATIVE REGULATION OF IMMUNE_SYSTEM PROCESS, GO_MEMBRANE_ORGANIZATION,

GO_NEGATIVE REGULATION OF CELL_COMMUNICATION, GO_SECOND MESSENGER _MEDIATED SIGNALING,

GO _POSITIVE REGULATION OF IMMUNE RESPONSE, GO _CELLULAR RESPONSE TO BIOTIC STIMULUS, GO_ENDOSOME,

GO _ENDOCYTIC VESICLE, GO VACUOLE, GO _RECEPTOR MEDIATED ENDOCYTOSIS, GO _ENDOCYTIC VESICLE MEMBRANE,
GO _SOMATODENDRITIC COMPARTMENT, GO_MEMBRANE MICRODOMAIN,
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GO _IMMUNE RESPONSE REGULATING CELL SURFACE RECEPTOR SIGNALING PATHWAY, GO ANCHORED COMPONENT OF MEMBRANE,
GO _CELLULAR RESPONSE TO LIPID)

NOM FDR RANK AT
NAME GROSE ES NES p-val q-val MAX LEADING EDGE
GONROT 10 0,657 2.213.545 0.0 0,000 55 tags=60%, list=26%, signal=77%
GO IIR 31 0,547 21.206.741 0.0 0,000 23 tags=29%, list=11%, signal=28%
GO S M M S 10 0,566 19.445.114 0.0 0,000 44 tags=50%, list=21%, signal=60%
GORTIG 11 0,526 19.220.277 0.0 0,000 9 tags=18%, list=4%, signal=18%
GOCRTIG 10 0,570 18.902.586 0.0 0,000 9 tags=20%, list=4%, signal=20%
GO VR A 26 0,428 16.360.184 0.0 0,212 63 tags=46%, list=30%, signal=58%
GO V. M 22 0,590 16.761.518 0.0 0,227 55 tags=55%, list=26%, signal=66%
GO_P 10 0,606 1.639.844 0.0 0,234 51 tags=60%, list=24%, signal=75%
GO C V P 22 0,542 15.845.256 0.0 0,325 55 tags=50%, list=26%, signal=61%
GOPROIIR 15 0,551 15.685.709 0.0 0,369 15 tags=27%, list=7%, signal=27%
GOVMT 34 0,445 15.174.518 0.0 0,411 54 tags=44%, list=25%, signal=50%
GORTD 12 0,450 14.985.151 0.0 0,412 8 tags=17%, list=4%, signal=16%
GORTA 16 0,521 1.524.496 0.0 0,424 14 tags=25%, list=7%, signal=25%
GOROIIR 18 0,516 1.476.528 0.0 0,432 19 tags=28%, list=9%, signal=28%
GO E VM 11 0,719 15.253.128 0.0 0,456 55 tags=73%, list=26%, signal=93%
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NOM FDR RANK AT
NAME GROBE ES NES p-val q-val MAX LEADING EDGE

GOCCAVPMAM 16 0,516 | 14.456.574 0.0 0,575 42 tags=38%, list=20%, signal=43%
GO E 27 0,505 | 13.654.094 0.0 0,619 46 tags=41%, list=22%, signal=45%
GO L VM 10 0,631 | 14.030.108 0.0 0,632 55 tags=80%, list=26%, signal=103%
GO S 13 0,475 | 13.775.944 0.0 0,633 54 tags=46%, list=25%, signal=58%
GOV LC 27 0,393 | 13.468.213 0.0 0,635 32 tags=26%, list=15%, signal=27%
GORTAC 11 0,407 | 13.695.873 0.0 0,638 8 tags=18%, list=4%, signal=18%
GOEOLIC 17 0,535 | 13.946.271 0.0 0,638 17 tags=24%, list=8%, signal=24%
GO II W H 28 0,385 | 13.369.632 0.0 0,648 32 tags=25%, list=15%, signal=26%
GOPROEOPL 17 0,507 135.128 0.0 0,650 15 tags=24%, list=7%, signal=23%
GOMIEOOOILILSI| 27 0,393 | 13.468.214 0.0 0,656 32 tags=26%, list=15%, signal=27%
GO S G M 10 0,478 | 13.540.734 0.0 0,657 63 tags=60%, list=30%, signal=81%
GO S B C 13 0,475 | 13.775.945 0.0 0,661 54 tags=46%, list=25%, signal=58%
GOROVMT 14 0,556 | 1.318.874 0.0 0,662 53 tags=50%, list=25%, signal=62%
GOI11BO 39 0,345 | 1.332.028 0.0 0,663 54 tags=33%, list=25%, signal=36%
GO A O IR 27 0,522 | 13.231.853 0.0 0,663 22 tags=33%, list=10%, signal=32%
GOROPS 15 0,549 | 14.103.644 0.0 0,664 15 tags=20%, list=7%, signal=20%
GO AOIIR 11 0,617 | 13.247.179 0.0 0,676 62 tags=55%, list=29%, signal=73%
GO 1V 42 0,338 | 13.787.049 0.0 0,691 63 tags=43%, list=30%, signal=49%
GO R O S 20 0,504 | 12.999.692 0.0 0,713 56 tags=45%, list=26%, signal=55%
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NOM FDR RANK AT
NAME GROBE ES NES p-val q-val MAX LEADING EDGE
GOROT 41 0,361 | 12.265.853 0.0 0,936 56 tags=39%, list=26%, signal=43%

Tabelle 27: signifikant hochregulierte Gensets in der nicht-klassischen Subpopulation (GO_NEGATIVE REGULATION OF TRANSPORT,

GO_INNATE IMMUNE RESPONSE, GO_SECOND _MESSENGER MEDIATED SIGNALING, GO _RESPONSE TO INTERFERON GAMMA,
GO_CELLULAR RESPONSE TO INTERFERON _GAMMA, GO_VIRUS RECEPTOR ACTIVITY, GO_VESICLE MEMBRANE, GO _PHAGOCYTOSIS,
GO _CYTOPLASMIC VESICLE PART, GO_POSITIVE REGULATION OF INNATE IMMUNE RESPONSE, GO VESICLE MEDIATED TRANSPORT,
GO _RESPONSE TO DRUG, GO_RESPONSE TO ALCOHOL, GO _REGULATION OF INNATE IMMUNE RESPONSE,

GO _ENDOCYTIC VESICLE MEMBRANE, GO_CELL CELL ADHESION VIA PLASMA MEMBRANE ADHESION MOLECULES, GO_ENDOSOME,
GO _LYTIC VACUOLE MEMBRANE, GO_SECRETION, GO _VIRAL LIFE CYCLE, GO_RESPONSE TO ACID CHEMICAL,

GO_ESTABLISHMENT OF LOCALIZATION IN CELL, GO _INTERACTION WITH HOST,

GO _POSITIVE REGULATION OF ESTABLISHMENT OF PROTEIN LOCALIZATION,

GO _MOVEMENT IN ENVIRONMENT OF OTHER ORGANISM INVOLVED IN SYMBIOTIC INTERACTION,

GO _SECRETORY GRANULE MEMBRANE, GO _SECRETION BY CELL, GO REGULATION OF VESICLE MEDIATED TRANSPORT,

GO _INTERSPECIES INTERACTION BETWEEN ORGANISMS, GO _ACTIVATION OF IMMUNE RESPONSE,

GO _REGULATION OF PROTEIN SECRETION, GO_ACTIVATION OF INNATE IMMUNE RESPONSE, GO INTRACELLULAR VESICLE,

GO _REGULATION OF SECRETION, GO _REGULATION OF TRANSPORT)
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Abbildung 34: Darstellung des Gensets GO_NEURON _PROJECTION DEVELOPMENT fiir die

klassische Subpopulation: (4) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker

innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir dieses Genset und ihrer
Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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RANK IN RANK
GENE METRIC RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT

ITGA3 CD49c 5 0,640 0,114 Yes
SEMA7A |CD108 9 0,546 0,218 Yes
ALCAM CD166 15 0,441 0,289 Yes
ITGA1 CD49a 19 0,397 0,361 Yes
ERBB2 CD340 20 0,394 0,447 Yes
LICAM CD171 23 0,353 0,513 Yes
FAS CD95 78 -0,024 0,246 No
NCAM1 CD56 83 -0,052 0,237 No
LIFR CD118 87 -0,088 0,241 No
KIT CD117 90 -0,095 0,252 No
ITGA6 CD49f 152 -0,460 0,044 No
ITGB1 CD29 159 -0,487 0,120 No
CCR7 CD197 175 -0,598 0,175 No
NGFR CD271 206 NaN 0,025 No

Abbildung 35: Darstellung des Gensets GO _CELL PROJECTION ORGANIZATION fiir die
klassische Subpopulation: (4) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker
innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir dieses Genset und ihrer
Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte; (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT

SEMA7A |CDI108 9 0,546 0,118 Yes
ALCAM CD166 15 0,441 0,225 Yes
ITGAI CD49a 19 0,397 0,328 Yes
ERBB2 CD340 20 0,394 0,446 Yes
L1CAM CD171 23 0,353 0,541 Yes
CXCR4 CD18&4 68 0,047 0,335 No
FAS CD95 78 -0,024 0,298 No
NCAMI1 CD56 83 -0,052 0,293 No
LIFR CD118 87 -0,088 0,305 No
ITGB1 CD29 159 -0,487 0,095 No
THY1 CD90 162 -0,509 0,237 No
NGFR CD271 206 NaN 0,025 No

Abbildung 36: Darstellung des Gensets GO_NEURON DEVELOPMENT fiir die klassische
Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der
Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir
die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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Enrichment plot: GO_NEURON_DIFFERENTIATION B
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RANK IN RANK
GENE METRIC RUNNING CORE

PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
SEMA7A | CD108 9 0,546 0,118 Yes
ALCAM |CDI166 15 0,441 0,225 Yes
ITGA1 CD49a 19 0,397 0,328 Yes
ERBB2 |[CD340 20 0,394 0,446 Yes
LICAM |CDl171 23 0,353 0,541 Yes
CXCR4 |CD18&4 68 0,047 0,335 No
FAS CD95 78 -0,024 0,298 No
NCAM1 |CD56 83 -0,052 0,293 No
LIFR CD118 87 -0,088 0,305 No
ITGB1 CD29 159 -0,487 0,095 No
THY1 CD90 162 -0,509 0,237 No
NGFR CD271 206 NaN 0,025 No

Abbildung 37: Darstellung des Gensets GO _NEURON _DIFFERENTIATION fiir die klassische
Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der
Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir
die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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Enrichment plot:
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RANKIN | RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE |NAME | LIST | SCORE ES ENRICHMENT

TNFRSF1B |CDI120b 0 1,4507E+16 0,352 Yes
ALCAM CD166 15 0,441 0,390 Yes
ITGA1 CD49a 19 0,397 0,471 Yes
FAS CD95 78 -0,024 0,188 No
LAMPI CD107a 96 -0,125 0,134 No
LRP1 CD91 131 -0,327 0,044 No
IL6ST CD130 133 -0,339 0,122 No
ITGBI1 CD29 159 -0,487 0,115 No
THY1 CD90 162 -0,509 0,229 No
NGFR CD271 206 NaN 0,017 No
MME CD10 208 NaN 0,015 No

Abbildung 38: Darstellung des Gensets GO _SOMATODENTRITIC COMPARTMENT fiir die
klassische Subpopulation: (4) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker
innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir dieses Genset und ihrer

Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte; (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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Enrichment plot: GO_RESPONSE_TO_ALCOHOL
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PROBE NAME GIIEIII\IE METRIC RUD]IED;ING ENRS (?I?I\I’EIENT
LIST e
CCR5 CD195 3 1,1,801E+16 0,199 Yes
ABCG2 CD338 7 0,852 0,338 Yes
CD14 CD14 8 0,829 0,489 Yes
CD38 CD38 39 0,304 0,391 No
FAS CD95 53 0,223 0,365 No
INSR CD220 66 0,136 0,329 No
ICAM1 CD54 69 0,109 0,338 No
EGFR EGF Receptor 74 0,085 0,333 No
CD4 CD4 88 0,012 0,269 No
VCAMI1 CD106 91 0 0,259 No
PDGFRB CD140b 124 -0,179 0,128 No
ITGB1 CD29 125 -0,179 0,161 No
F3 CD142 134 -0,228 0,161 No
CD27 CD27 156 -0,321 0,113 No
ST6GALLI CD75 159 -0,338 0,164 No
ITGA2 CD49%b 177 -0,532 0,173 No

Abbildung 39: Darstellung des Gensets GO _RESPONSE TO ALCOHOL fiir die intermediiren

Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der

Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir
die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
ITGAM |CDIl11b 2 1,2102E+16 0,090 Yes
FCGRI1A |CD64 4 1,1063E+16 0,176 Yes
CTLA4 |CDI152 6 0,902 0,245 Yes
CDl14 CDl14 8 0,829 0,309 Yes
CR1 CD35 14 0,657 0,336 Yes
FCGR2A |CD32 15 0,616 0,387 Yes
CD55 CD55 18 0,504 0,418 Yes
TLR2 CD282 21 0,472 0,447 Yes
PTPRC |CD45 31 0,380 0,429 Yes
KLRK1 |CD314 35 0,348 0,442 Yes
CD38 CD38 39 0,304 0,451 Yes
CD36 CD36 73 0,085 0,280 No
C5AR1 |CD88 79 0,067 0,258 No
CD46 CD46 82 0,044 0,251 No
CD4 CD4 88 0,012 0,225 No
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RANKIN | RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CD79B |CD7% &9 0,000 0,225 No
CD86 CD86 121 -0,149 0,070 No
CDI19 CDI19 142 -0,278 -0,015 No
CD209 |CD209 145 -0,282 -0,003 No
ICAM3 | CD50 146 -0,284 0,021 No
CD28 CD28 158 -0,331 -0,011 No
ITGB2 |CDI8 165 -0,420 -0,009 No
THY1 CD90 167 -0,445 0,023 No
CR2 CD21 171 -0,470 0,046 No
FCGR3A |CD16 179 -0,559 0,054 No
ICAM2 |CD102 181 -0,580 0,097 No
CD180 |CDI180 187 -0,719 0,130 No

Abbildung 40: Darstellung des Gensets GO _ACTIVATION OF IMMUNE RESPONSE fiir die
intermedidiren Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker
innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir dieses Genset und ihrer
Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte; (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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C

RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
GYPA CD235a 0 2,46073E+16 0,211 Yes
CCR5 CD195 3 1,18009E+16 0,302 Yes
CXCR4 |CD184 12 0,676 0,316 Yes
CR1 CD35 14 0,657 0,367 Yes
CD55 CD55 18 0,504 0,394 Yes
ANPEP |CDI13 22 0,465 0,418 Yes
ITGAS CD49%e 33 0,375 0,395 No
LAMP1 |CDI107a 58 0,199 0,282 No
INSR CD220 66 0,136 0,256 No
ICAM1 |CD54 69 0,109 0,254 No
CD46 CD46 82 0,044 0,193 No
CD4 CD4 88 0,012 0,167 No
SELPLG |CD162 106 -0,086 0,082 No
SLAMF1 |CD150 110 -0,094 0,073 No
CDs81 CDs81 113 -0,120 0,073 No
NCAMI1 |CD56 117 -0,139 0,068 No
MRC1 CD206 118 -0,140 0,080 No
CD86 CD86 121 -0,149 0,082 No
TNFRSF4 |CD134 123 -0,170 0,092 No
ITGBI1 CD29 125 -0,179 0,101 No
CD80 CD80 128 -0,193 0,107 No
DPP4 CD26 136 -0,239 0,090 No
CD209 CD209 145 -0,282 0,070 No
F11R CD321 161 -0,369 0,020 No
CR2 CD21 171 -0,470 0,012 No
ITGA2 CD49b 177 -0,532 0,030 No
TFRC CD71 190 -0,805 0,034 No
ITGB3 CD61 191 -0,869 0,109 No
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Abbildung 41: : Darstellung des Gensets GO_INTERACTION WITH HOST fiir die intermediiren
Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflidchemarker innerhalb der
Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir
die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
GYPA CD235a 0 2,4607E+16 0,214 Yes
CCR5 CDI195 3 1,1801E+16 0,305 Yes
CXCR4 |CDl184 12 0,676 0,321 Yes
CR1 CD35 14 0,657 0,372 Yes
CD55 CD55 18 0,504 0,400 Yes
ANPEP |CDI13 22 0,465 0,424 Yes
ITGAS CD49e 33 0,375 0,403 No
LAMP1 [CDI107a 58 0,199 0,290 No
ICAM1 CD54 69 0,109 0,246 No
CD46 CD46 82 0,044 0,184 No
CD4 CD4 88 0,012 0,159 No
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
SELPLG |CD162 106 -0,086 0,074 No
SLAMF1 |CD150 110 -0,094 0,066 No
CDs81 CDs81 113 -0,120 0,066 No
NCAMI1 |CD56 117 -0,139 0,062 No
MRC1 CD206 118 -0,140 0,074 No
CD86 CD86 121 -0,149 0,076 No
TNFRSF4 |CD134 123 -0,170 0,085 No
ITGBI1 CD29 125 -0,179 0,095 No
CD80 CD80 128 -0,193 0,101 No
DPP4 CD26 136 -0,239 0,084 No
CD209 CD209 145 -0,282 0,065 No
F11R CD321 161 -0,369 0,016 No
CR2 CD21 171 -0,470 0,009 No
ITGA2 CD49b 177 -0,532 0,028 No
TFRC CD71 190 -0,805 0,033 No
ITGB3 CD61 191 -0,869 0,108 No

Abbildung 42: Darstellung des Gensets GO _VIRAL LIFE CYCLE fiir die intermediiren
Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der
Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir
die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
GYPA CD235a 0 2,4607E+16 0,216 Yes
CCR5 CD195 3 1,1801E+16 0,309 Yes
CXCR4 CD184 12 0,676 0,325 Yes
CR1 CD35 14 0,657 0,377 Yes
CDS55 CDS55 18 0,504 0,405 Yes
ANPEP CD13 22 0,465 0,430 Yes
ITGAS CD49e¢ 33 0,375 0,409 No
LAMP1 CD107a 58 0,199 0,298 No
ICAM1 CD54 69 0,109 0,253 No
CD46 CD46 82 0,044 0,193 No
CD4 CD4 88 0,012 0,167 No
SELPLG |CD162 106 -0,086 0,083 No
SLAMF1 [CD150 110 -0,094 0,075 No
NCAM1 |CD56 117 -0,139 0,055 No
MRC1 CD206 118 -0,140 0,067 No
CD86 CD86 121 -0,149 0,070 No

167




RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
TNFRSF4 |CD134 123 -0,170 0,079 No
ITGBI1 CD29 125 -0,179 0,090 No
CD80 CD80 128 -0,193 0,096 No
DPP4 CD26 136 -0,239 0,079 No
CD209 CD209 145 -0,282 0,061 No
F11R CD321 161 -0,369 0,013 No
CR2 CD21 171 -0,470 0,005 No
ITGA2 CD49b 177 -0,532 0,025 No
TFRC CD71 190 -0,805 0,031 No
ITGB3 CD61 191 -0,869 0,108 No

Abbildung 43: Darstellung des Gensets GO_VIRUS RECEPTOR_ACTIVITY fiir die intermediiren
Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der
Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflidchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir
die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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C

RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
ITGAM |CDl11b 2 1,2102E+16 0,144 Yes
CDh14 |CD14 8 0,829 0,225 Yes
CR1 CD35 14 0,657 0,283 Yes
CDID |CDl1d 17 0,542 0,342 Yes
TLR2 |CD282 21 0,472 0,387 Yes
KLRK1 |CD314 35 0,348 0,364 No
IFNGR1|CDI119 55 0,221 0,295 No
LAMPI |CDI107a 58 0,199 0,310 No
CD36 |CD36 73 0,085 0,249 No
NCR1 |CD335 112 -0,110 0,067 No
CD86 |CD86 121 -0,149 0,045 No
NCR3 | CD337 131 -0,206 0,025 No
CD209 |CD209 145 -0,282 -0,006 No
ICAM3 |CD50 146 -0,284 0,030 No
ITGB2 |CDI8 165 -0,420 -0,009 No
CD226 |CD226 173 -0,503 0,019 No
ICAM2 |CDI102 181 -0,580 0,057 No
CD180 |CD180 187 -0,719 0,124 No

Abbildung 44: Darstellung des Gensets GO_REGULATION OF INNATE IMMUNE RESPONSE
fiir die intermediiren Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der
Oberflichemarker innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir
dieses Genset und ihrer Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben

fiir dieses Genset
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Enrichment plot: GO_PHAGOCYTOSIS
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE

PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
FCGRI1A |CD64 4 1,1063E+16 0,214 Yes
CD14 CD14 8 0,829 0,374 Yes
FCGR2A |CD32 15 0,616 0,475 Yes
CD93 CDw93 26 0,403 0,510 Yes
CD36 CD36 73 0,085 0,301 No
LRP1 CD91 80 0,056 0,283 No
SLAMF1 |CD150 110 -0,094 0,159 No
CD47 CD47 132 -0,220 0,102 No
FCGR3A |CD16 179 -0,559 -0,008 No
PECAMI1 |CD31 188 -0,763 0,114 No

Abbildung 45: Darstellung des Gensets GO_PHAGOCYTOSIS fiir die intermediiren Subpopulation:
(4) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der Rangliste; (B)
Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir die NSTEMI-
und die Kontrollkohorte; (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT

GYPA CD235a 0 2,4607E+16 0,214 Yes
CCR5 CDI195 3 1,1801E+16 0,305 Yes
CXCR4 |CDl184 12 0,676 0,321 Yes
CR1 CD35 14 0,657 0,372 Yes
CD55 CD55 18 0,504 0,400 Yes
ANPEP |CDI13 22 0,465 0,424 Yes
ITGAS CD49e 33 0,375 0,403 No
LAMP1 [CDI107a 58 0,199 0,290 No
ICAM1 CD54 69 0,109 0,246 No
CD46 CD46 82 0,044 0,184 No
CD4 CD4 88 0,012 0,159 No
SELPLG |CD162 106 -0,086 0,074 No
SLAMF1 |[CD150 110 -0,094 0,066 No
CD81 CD81 113 -0,120 0,066 No
NCAMI1 |CD56 117 -0,139 0,062 No
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
MRC1 CD206 118 -0,140 0,074 No
CD86 CD86 121 -0,149 0,076 No
TNFRSF4 |CD134 123 -0,170 0,085 No
ITGBI1 CD29 125 -0,179 0,095 No
CD80 CD80 128 -0,193 0,101 No
DPP4 CD26 136 -0,239 0,084 No
CD209 CD209 145 -0,282 0,065 No
F11R CD321 161 -0,369 0,016 No
CR2 CD21 171 -0,470 0,009 No
ITGA2 CD49b 177 -0,532 0,028 No
TFRC CD71 190 -0,805 0,033 No
ITGB3 CD61 191 -0,869 0,108 No
Abbildung 46: Darstellung des Gensets

GO _MOVEMENT IN ENVIRONMENT OF OTHER ORGANISM INVOLVED IN SYMBIOTIC

INTERACTION fiir die intermedidren Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung
der Oberflichemarker innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir
dieses Genset und ihrer Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben

fiir dieses Genset
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
FCGRIA |CD64 4 1,1063E+16 0,085 Yes
CD14 CD14 8 0,829 0,149 Yes
NCR2 CD336 11 0,713 0,207 Yes
CR1 CD35 14 0,657 0,260 Yes
CDI1D CD1d 17 0,542 0,301 Yes
CD55 CD55 18 0,504 0,350 Yes
TLR2 CD282 21 0,472 0,385 Yes
KLRK1 |CD314 35 0,348 0,347 No
LILRAS |CD8&5 37 0,323 0,372 No
IFNGR1 |CDI19 55 0,221 0,300 No
CDg4 CDg4 62 0,161 0,282 No
ICAM1 |CD54 69 0,109 0,260 No
CD46 CD46 82 0,044 0,198 No
KIR3DL1 |NKB1 84 0,031 0,195 No
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RANKIN | RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CD6 CD6 87 0,021 0,186 No
VCAM1 |CD106 91 0,000 0,170 No
CD58 CD58 96 -0,023 0,150 No
IL12RB1 |CD212 99 -0,035 0,142 No
SLAMF1 |CD150 110 -0,094 0,096 No
NCAM1 |CD56 117 -0,139 0,076 No
MRC1 CD206 118 -0,140 0,090 No
CD86 CD86 121 -0,149 0,093 No
CDh44 CDh44 127 -0,187 0,084 No
KLRD1 |CD% 138 -0,256 0,053 No
CD244 | CD244 140 -0,262 0,073 No
CD209 |CD209 145 -0,282 0,078 No
SIRPB1 |CD172b 149 -0,289 0,090 No
B2M b2microglobulin 153 -0,313 0,104 No
CR2 CD21 171 -0,470 0,055 No
CDI180 |CD180 187 -0,719 0,042 No
LY9 CD229 192 -0,876 0,105 No

Abbildung 47: Darstellung des Gensets GO_INNATE IMMUNE RESPONSE fiir die intermediiren

Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der

Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir

die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
ITGAM | CD11b 2 1,2102E+16 0,215 Yes
CD14 | CD14 8 0,829 0,344 Yes
TLR2 | CD282 21 0,472 0,372 Yes
KLRKI1 |CD314 35 0,348 0,372 Yes
CD36 | CD36 73 0,085 0,204 No
CD86 | CD86 121 -0,149 -0,002 No
CD209 | CD209 145 -0,282 -0,064 No
ICAM3 | CD50 146 -0,284 -0,011 No
ITGB2 | CDI18 165 -0,420 -0,023 No
ICAM2 | CD102 181 -0,580 0,011 No
CD180 | CD180 187 -0,719 0,119 No

Abbildung 48 Darstellung des Gensets GO_ACTIVATION OF INNATE IMMUNE RESPONSE fiir

die

Oberflichemarker innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir
dieses Genset und ihrer Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben

fiir dieses Genset

intermedidren Subpopulation:
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A

Enrichment plot: GO_REGULATION_OF_PROTEOLYSIS B
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CR1 CD35 14 0,657 0,152 Yes
CD55 CD55 18 0,504 0,307 Yes
PLAUR CD87 42 0,286 0,288 Yes
NGFR CD271 47 0,262 0,356 Yes
FAS CD95 53 0,223 0,407 Yes
CD59 CD59 61 0,171 0,429 Yes
C5AR1 CD88 79 0,067 0,366 No
CD46 CD46 82 0,044 0,371 No
TNFRSF1B | CD120b 93 0,000 0,321 No
CD44 CD44 127 -0,187 0,218 No
F3 CD142 134 -0,228 0,265 No
CD27 CD27 156 -0,321 0,268 No
FASLG CD178 211 NaN -0,186 No

Abbildung 49: Darstellung des Gensets GO _REGULATION OF PROTEOLYSIS fiir die
intermedidiren Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker
innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir dieses Genset und ihrer
Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE |NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CTLA4 CDI152 6 0,902 0,077 Yes
CDl14 CDl14 8 0,829 0,172 Yes
CR1 CD35 14 0,657 0,225 Yes
CD55 CD55 18 0,504 0,270 Yes
PTPRC CD45 31 0,380 0,252 Yes
PDCDILG2 |CD273 32 0,379 0,298 Yes
KLRK1 CD314 35 0,348 0,330 Yes
ERBB2 CD340 36 0,342 0,371 Yes
IL4R CDI124 38 0,305 0,402 Yes
CD74 CD74 43 0,281 0,415 Yes
FAS CD95 53 0,223 0,395 No
CD59 CD59 61 0,171 0,378 No
CD84 CD84 62 0,161 0,398 No
TNFRSF13B | CD267 65 0,142 0,404 No
CD46 CD46 82 0,044 0,325 No
PDCDI CD279 94 0,000 0,267 No
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Oberflichenmarker-Analyse zirkulierender Monozyten bei NSTEMI-Patienten

IL2RA CD25 97 -0,025 0,260 No

SLAMF1 CD150 110 -0,094 0,208 No

CD86 CD86 121 -0,149 0,173 No

THY1 CD90 167 -0,445 -0,010 No

IL7R CD127 185 -0,650 -0,021 No

SPN CD43 201 -1,264E+16 0,053 No
Abbildung 50: Darstellung Gensets
GO NEGATIVE REGULATION OF IMMUNE SYSTEM PROCESS fiir die intermediiiren

Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der

Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir
die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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CCR5 CD195 3 1,1801E+16 0,161 Yes
FCGRIA |CD64 4 1,1063E+16 0,327 Yes
CXCR4 CD184 12 0,676 0,391 Yes
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RANK

IN RANK
GENE | METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CD24 CD24 28 0,391 0,372 No
CD59 CD59 61 0,171 0,232 No
CLIP1 CLIP 64 0,144 0,243 No
STX1A HPC 68 0,110 0,244 No
EGFR EGF Receptor 74 0,085 0,231 No
CDh4 CDh4 88 0,012 0,165 No
BSG CD147 95 -0,003 0,135 No
CD2 CD2 98 -0,030 0,129 No
A4GALT |CD77 103 -0,056 0,117 No
ITGA4 CD49d 119 -0,147 0,061 No
ITGBI1 CD29 125 -0,179 0,062 No
ITGAL CDlla 154 -0,320 -0,035 No
F11R CD321 161 -0,369 -0,011 No
CD9 CD9 164 -0,404 0,039 No
ITGB2 CD18 165 -0,420 0,102 No
TNFRSF1A |CD120a 193 -0,879 0,093 No

Abbildung 51: Darstellung des Gensets GO_MEMBRANE ORGANIZATION fiir die intermedidiren

Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der

Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir
die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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Samp LeNami
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RANK IN | RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CD14 CD14 8 0,829 0,104 Yes
ITGA1 CD49a 25 0,430 0,096 Yes
MUCI1 CD227 27 0,401 0,161 Yes
PTPRC |[CD45 31 0,380 0,212 Yes
CD38 CD38 39 0,304 0,229 Yes
PLAUR |CDg87 42 0,286 0,269 Yes
CD74 CD74 43 0,281 0,319 Yes
IL6ST CD130 45 0,274 0,362 Yes
FAS CD95 53 0,223 0,364 Yes
ICAM1 |CD54 69 0,109 0,304 No
EGFR EGF Receptor 74 0,085 0,298 No
IGFIR CD221 77 0,076 0,301 No
LRP1 CDo91 80 0,056 0,300 No
CD46 CD46 82 0,044 0,303 No
ITGA3 |CD49c 92 0,000 0,255 No
ENG CD105 107 -0,086 0,196 No
SLAMF1 | CD150 110 -0,094 0,202 No
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Oberflichenmarker-Analyse zirkulierender Monozyten bei NSTEMI-Patienten

ITGBl |CD29 125 -0,179 0,160 No
CD44 |CD44 127 -0,187 0,188 No
ITGA6 |CD49f 141 -0,277 0,168 No
THY! |CD90 167 -0,445 0,114 No
GPIBA |CD42b 182 -0,602 0,146 No
FASLG |CD178 211 NaN 1,313 No
Abbildung 52: Darstellung des Gensets

GO _NEGATIVE REGULATION OF CELL COMMUNICATION  fiir  die  intermediiren
Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der
Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir
die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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CCR5 |CDI195 3 1,1801E+16 0,285 Yes

CXCR4 |[CD184 12 0,676 0,417 Yes
fMLP

FPR1 Receptor 23 0,458 0,484 Yes

KDR CD309 71 0,091 0,274 No
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CD36 CD36 73 0,085 0,291 No
EGFR | EGF Receptor 74 0,085 0,313 No
VCAMI1 |CD106 91 0,000 0,233 No
CXCR3 |CD183 162 -0,385 -0,015 No
SELP CD62P 197 -0,967 0,062 No
SELE CD62E 210 NaN 0,005 No

Abbildung 53: Darstellung des Gensets GO_SECOND _MESSENGER _MEDIATED SIGNALING fiir
die intermediiren Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der
Oberflichemarker innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir
dieses Genset und ihrer Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben

fiir dieses Genset
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C

RANKIN | RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
ITGAM CDl11b 2 1,2102E+16 0,063 Yes
FCGRIA CDo64 4 1,1063E+16 0,125 Yes
CTLA4 CD152 6 0,902 0,175 Yes
CD14 CD14 8 0,829 0,220 Yes
CR1 CD35 14 0,657 0,231 Yes
FCGR2A CD32 15 0,616 0,269 Yes
CDI1D CD1d 17 0,542 0,296 Yes
CD55 CD55 18 0,504 0,327 Yes
TLR2 CD282 21 0,472 0,345 Yes
PTPRC CD45 31 0,380 0,315 Yes
KLRK1 CD314 35 0,348 0,319 Yes
IL4R CD124 38 0,305 0,326 Yes
CD38 CD38 39 0,304 0,344 Yes
CD74 CD74 43 0,281 0,344 Yes
IL6ST CD130 45 0,274 0,355 Yes
LAMPI CD107a 58 0,199 0,297 No
CD36 CD36 73 0,085 0,220 No
C5ARI1 CD88 79 0,067 0,194 No
CD46 CD46 82 0,044 0,185 No
SEMAT7A CD108 85 0,028 0,175 No
CD40 CD40 86 0,027 0,177 No
CD4 CD4 88 0,012 0,172 No
CD79B CD79b &9 0,000 0,172 No
IL12RB1 CD212 99 -0,035 0,121 No
CD86 CD86 121 -0,149 0,007 No
CD80 CD80 128 -0,193 -0,017 No
NCR3 CD337 131 -0,206 -0,016 No
FCER2 CD23 137 -0,242 -0,030 No
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RANKIN | RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
TNFRSF13C | CD268 139 -0,261 -0,020 No
CD19 CD19 142 -0,278 -0,015 No
CD209 CD209 145 -0,282 -0,009 No
ICAM3 CD50 146 -0,284 0,008 No
B2M b2microglobulin 153 -0,313 -0,008 No
CD28 CD28 158 -0,331 -0,011 No
ITGB2 CD18 165 -0,420 -0,020 No
THY1 CD90 167 -0,445 0,001 No
CR2 CD21 171 -0,470 0,012 No
CD226 CD226 173 -0,503 0,038 No
FCGR3A CDl16 179 -0,559 0,043 No
ICAM2 CD102 181 -0,580 0,072 No
CDI180 CDI180 187 -0,719 0,087 No
CCR7 CD197 189 -0,780 0,129 No

Abbildung 54: Darstellung des Gensets GO_POSITIVE REGULATION OF IMMUNE RESPONSE

fiir die intermediiren Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der

Oberflichemarker innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir

dieses Genset und ihrer Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben

fiir dieses Genset
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C

RANKIN | RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CCRS5 CD195 3 1,1801E+16 0,242 Yes
CDh14 CDh14 8 0,829 0,403 Yes
TLR2 CD282 21 0,472 0,445 Yes
KLRK1 CD314 35 0,348 0,455 Yes
ICAMI CD54 69 0,109 0,312 No
CD36 CD36 73 0,085 0,316 No
CD40 CD40 86 0,027 0,261 No
CD6 CD6 87 0,021 0,266 No
TNFRSF1B | CD120b 93 0,000 0,241 No
MRC1 CD206 118 -0,140 0,150 No
CD86 CD86 121 -0,149 0,172 No
CD80 CD80 128 -0,193 0,184 No
B2M b2microglobulin 153 -0,313 0,131 No
CDI180 CDI180 187 -0,719 0,121 No

Abbildung 55: Darstellung des Gensets GO_CELLULAR RESPONSE TO BIOTIC STIMULUS fiir

die intermediiren Subpopulation:

(4) Enrichment Diagramm mit der

Verteilung der

Oberflichemarker innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir

dieses Genset und ihrer Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte; (C) statistische Angaben

fiir dieses Genset
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Enrichment plot: GO_ENDOSOME
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RANKIN | RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CCRS5 CD195 3 1,1801E+16 0,101 Yes
FCGRI1A |CD64 4 1,1063E+16 0,210 Yes
CDh14 CDh14 8 0,829 0,276 Yes
CXCR4 |CD184 12 0,676 0,327 Yes
CDI1D CDhl1d 17 0,542 0,359 Yes
FPR1 fMLP receptor 23 0,458 0,377 Yes
ERBB2 |CD340 36 0,342 0,346 No
CD74 CD74 43 0,281 0,342 No
NGFR | CD271 47 0,262 0,351 No
LAMP1 |CD107a 58 0,199 0,317 No
CLIP1 CLIP 64 0,144 0,304 No
INSR CD220 66 0,136 0,312 No
KDR CD309 71 0,091 0,300 No
EGFR EGF Receptor 74 0,085 0,297 No
LRP1 CD91 80 0,056 0,276 No
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RANKIN | RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CDh4 CDh4 88 0,012 0,239 No
VCAMI1 |CD106 91 0,000 0,229 No
CDSB CD8b 100 -0,041 0,189 No
CD63 CD63 104 -0,057 0,179 No
MRC1 CD206 118 -0,140 0,122 No
ITGB1 |CD29 125 -0,179 0,108 No
B2M b2microglobulin 153 -0,313 -0,007 No
LAMP2 |CDI107b 157 -0,330 0,009 No
CDl164 |CDl164 166 -0,426 0,008 No
CD1A CDla 172 -0,498 0,031 No
TFRC CD71 190 -0,805 0,018 No
CDIB CDI1b 194 -0,907 0,092 No

Abbildung 56: Darstellung des Gensets GO_ENDOSOME fiir die intermedidren Subpopulation: (4)

Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der Rangliste; (B)

Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir die NSTEMI-

und die Kontrollkohorte; (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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C

RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
FCGRI1A | CD64 4 1,1063E+16 0,197 Yes
CTLA4 |CD152 6 0,902 0,369 Yes
TLR2 CD282 21 0,472 0,391 Yes
CD74 CD74 43 0,281 0,339 Yes
CD163 |[CDI163 46 0,264 0,381 Yes
NGFR | CD271 47 0,262 0,432 Yes
LAMP1 |CDI107a 58 0,199 0,420 No
CD36 CD36 73 0,085 0,366 No
EGFR EGF Receptor 74 0,085 0,383 No
LRP1 CD91 80 0,056 0,369 No
SLAMF1 |CD150 110 -0,094 0,240 No
DPP4 CD26 136 -0,239 0,160 No
B2M b2microglobulin 153 -0,313 0,140 No
LAMP2 |CD107b 157 -0,330 0,190 No
CD9 CD9 164 -0,404 0,239 No

Abbildung 57: Darstellung des Gensets GO _ENDOCYTOTIC VESICLE fiir die intermediiren

Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der

Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir
die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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Enrichment plot:
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RANKIN | RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE

PROBE |[NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CD84 CD84 7 0,942 0,219 Yes
ICAMI1 CD54 8 0,890 0,460 Yes
ANPEP |CDI13 25 0,580 0,537 Yes
CD36 CD36 38 0,407 0,587 Yes
ITGB3 CDe61 54 0,269 0,585 Yes
CD74 CD74 55 0,266 0,657 Yes
INSR CD220 73 0,130 0,608 No
SLAMF1 |CDI150 102 -0,038 0,480 No
TNFRSF9 |CD137 103 -0,038 0,490 No
CD34 CD34 131 -0,147 0,396 No

Abbildung 58 Darstellung des Gensets GO _NEGATIVE REGULATION OF TRANSPORT fiir die
nicht-klassische Subpopulation: (4) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker
innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir dieses Genset und ihrer
Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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RANKIN | RANK
GENE | METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CDI1D CD1d 5 0,973 0,058 Yes
CD84 CD84 7 0,942 0,136 Yes
ICAM1 CD54 8 0,890 0,215 Yes
FCGRIA |CD64 9 0,874 0,292 Yes
CD14 CD14 14 0,765 0,337 Yes
TLR2 CD282 15 0,748 0,403 Yes
CD55 CD55 17 0,706 0,460 Yes
CR1 CD35 19 0,637 0,511 Yes
LILRAS |CD85 23 0,598 0,547 Yes
CD86 CD86 60 0,226 0,368 No
CD46 CD46 63 0,217 0,376 No
CD58 CD58 67 0,192 0,377 No
IFNGR1 |CDI119 74 0,125 0,355 No
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RANKIN | RANK
GENE | METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
IL12RB1 |CD212 77 0,105 0,353 No
CDI180 CDI180 94 0,007 0,265 No
VCAM1 |CDI106 97 0,000 0,254 No
B2M b2microglobulin 98 -0,001 0,254 No
SLAMF1 |CDI150 102 -0,038 0,241 No
CDh44 CDh44 105 -0,042 0,234 No
CD209 CD209 106 -0,044 0,237 No
SIRPB1 |CD172b 108 -0,057 0,237 No
CR2 CD21 120 -0,117 0,187 No
CD244 CD244 124 -0,122 0,181 No
KLRK1 |CD314 134 -0,175 0,146 No
NCR2 CD336 141 -0,252 0,136 No
KIR3DL1 | NKBI1 149 -0,309 0,124 No
NCAM1 |CD56 150 -0,315 0,152 No
MRC1 CD206 152 -0,349 0,177 No
CD6 CD6 157 -0,379 0,189 No
KLRD1 |CD9% 162 -0,416 0,203 No
LY9 CD229 186 -0,700 0,138 No

Abbildung 59: Darstellung des Gensets GO_INNATE IMMUNE RESPONSE fiir die nicht-klassische
Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der
Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir
die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE

PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CCR5 |CDI195 0 1,32392E+16 0,338 Yes
CXCR4 |CD184 27 0,548 0,349 Yes
CD36 CD36 38 0,407 0,403 Yes
SELP CD62P 42 0,377 0,484 Yes
FPR1 fMLP receptor 44 0,340 0,566 Yes
KDR CD309 83 0,081 0,399 No
EGFR | EGF Receptor 86 0,070 0,406 No
VCAMI1 | CD106 97 0,000 0,357 No
CXCR3 |CD183 190 -0,764 0,096 No
SELE CD62E 211 NaN 0,105 No

Abbildung 60: Darstellung des Gensets GO_SECOND _MESSENGER MEDIATED SIGNALING fiir

die nicht-klassische Subpopulation:

(4) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der

Oberflichemarker innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir

dieses Genset und ihrer Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben

fiir dieses Genset
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RANKIN| RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
ICAM1 |CD54 8 0,890 0,246 Yes
FCGRI1A |CD64 9 0,874 0,526 Yes
CDg&6 CD86 60 0,226 0,350 No
CD58 CD58 67 0,192 0,381 No
IFNGR1 |CD119 74 0,125 0,391 No
IL12RB1 |CD212 77 0,105 0,415 No
VCAMI1 |CDI106 97 0,000 0,321 No
B2M b2microglobulin 98 -0,001 0,321 No
CD44 CD44 105 -0,042 0,305 No
NCAMI1 |CD56 150 -0,315 0,187 No
MRCI1 CD206 152 -0,349 0,294 No

Abbildung 61: Darstellung des Gensets GO_RESPONSE_TO INTERFERON GAMMA fiir die nicht-
klassische Subpopulation: (4) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker
innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir dieses Genset und ihrer
Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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A

Enrichment plot:
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GENE | METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT

ICAMI1 CD54 8 0,890 0,268 Yes
FCGRIA |CDo64 9 0,874 0,570 Yes
CD58 CD58 67 0,192 0,354 No
IFNGR1 CD119 74 0,125 0,368 No
IL12RB1 |CD212 77 0,105 0,394 No
VCAMI CD106 97 0,000 0,300 No
B2M b2microglobulin 98 -0,001 0,301 No
CD44 CD44 105 -0,042 0,285 No
NCAMI1 CD56 150 -0,315 0,177 No
MRCI1 CD206 152 -0,349 0,292 No

Abbildung 62: Darstellung des Gensets GO _CELLULAR RESPONSE TO INTERFERON GAMMA
fiir die nicht-klassische Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der

Oberflichemarker innerhalb der Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberflichenmarker fiir
dieses Genset und ihrer Verteilung fiir die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben

fiir dieses Genset
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CCR5 CD195 0 1,32392E+16 0,145 Yes
ICAM1 CD54 8 0,890 0,204 Yes
CD55 CD55 17 0,706 0,238 Yes
CR1 CD35 19 0,637 0,302 Yes
ANPEP |CDI13 25 0,580 0,339 Yes
CXCR4 |(CD184 27 0,548 0,393 Yes
ITGAS CD49¢ 32 0,471 0,423 Yes
LAMP1 |CDI107a 46 0,328 0,389 Yes
ITGA2 CD49b 53 0,288 0,388 Yes
ITGB3 CD61 54 0,269 0,417 Yes
CDg&6 CDg&6 60 0,226 0,415 Yes
CD46 CD46 63 0,217 0,428 Yes
SELPLG |CD162 80 0,086 0,352 No
CD4 CD4 92 0,025 0,295 No
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE | NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
SLAMF1 |CD150 102 -0,038 0,251 No
CD209 CD209 106 -0,044 0,239 No
TFRC CD71 113 -0,075 0,215 No
CR2 CD21 120 -0,117 0,196 No
ITGBI1 CD29 136 -0,207 0,138 No
CD80 CD80 143 -0,266 0,135 No
NCAMI1 |CD56 150 -0,315 0,137 No
MRC1 CD206 152 -0,349 0,170 No
F11R CD321 176 -0,518 0,102 No
DPP4 CD26 183 -0,618 0,138 No
GYPA CD235a 200 NaN 0,053 No
TNFRSF4 |CD134 210 NaN 0,005 No

Abbildung 63: Darstellung des Gensets GO_VIRUS RECEPTOR_ACTIVITY fiir die nicht-klassische
Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der
Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir
die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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Enrichment plot: GO_VESICLE_MEMBRANE
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RANK IN RANK
GENE METRIC | RUNNING CORE
PROBE NAME LIST SCORE ES ENRICHMENT
CD63 CD63 4 0,997 0,100 Yes
FCGRIA |CD64 9 0,874 0,184 Yes
LRP1 CD91 11 0,812 0,277 Yes
TLR2 CD282 15 0,748 0,352 Yes
CD163 |CDI163 24 0,582 0,380 Yes
ANPEP |CDI3 25 0,580 0,450 Yes
LAMP2 |CD107b 26 0,552 0,517 Yes
CD36 CD36 38 0,407 0,509 Yes
SELP CD62P 42 0,377 0,538 Yes
LAMPI |CD107a 46 0,328 0,562 Yes
ITGB3 |CD61 54 0,269 0,558 Yes
CD74 CD74 55 0,266 0,590 Yes
CD46 CD46 63 0,217 0,580 No
CD59 CD59 68 0,189 0,581 No
BSG CD147 76 0,108 0,558 No
CLIP1 CLIP 84 0,078 0,530 No
EGFR EGF Receptor 86 0,070 0,533 No
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Oberflichenmarker-Analyse zirkulierender Monozyten bei NSTEMI-Patienten

STX1A |HPC 87 0,053 0,540 No
B2M b2microglobulin 98 -0,001 0,487 No
CD9 CD9 127 -0,128 0,356 No
ITGA2B |CD4la 135 -0,188 0,341 No
PECAMI1 |CD31 167 -0,440 0,232 No
Abbildung 64: Darstellung des Gensets GO _VESICLE MEMBRANE fiir die nicht-klassische

Subpopulation: (A) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der

Rangliste; (B) Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir
die NSTEMI- und die Kontrollkohorte, (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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Enrichment plot: GO_PHAGOCYTOSIS
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Samp leNami

FCGRI1A |CD64 9 0,874 0,149 Yes
LRP1 CD91 11 0,812 0,324 Yes
CD14 CD14 14 0,765 0,483 Yes
FCGR2A | CD32 22 0,600 0,581 Yes
CD36 CD36 38 0,407 0,597 Yes
CD93 CDw93 51 0,308 0,606 Yes
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Oberflichenmarker-Analyse zirkulierender Monozyten bei NSTEMI-Patienten

CD47 CD47 &9 0,035 0,431 No
SLAMF1 |CD150 102 -0,038 0,379 No
FCGR3A |CD16 140 -0,238 0,249 No
PECAMI1 |CD31 167 -0,440 0,218 No

Abbildung 65: Darstellung des Gensets GO_PHAGOCYTOSIS fiir die nicht-klassische Subpopulation:
(4) Enrichment Diagramm mit der Verteilung der Oberflichemarker innerhalb der Rangliste; (B)
Heatmap der beteiligten Oberfldchenmarker fiir dieses Genset und ihrer Verteilung fiir die NSTEMI-
und die Kontrollkohorte; (C) statistische Angaben fiir dieses Genset
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