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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfuhrung in das Thema und Fragestellung

Monozyten reagieren als Effektorzellen der unspezifischen Immunabwehr [Kirchner 79] auf
eine Stimulierung durch bakterielles Endotoxin (Lipopolysaccharid, LPS) mit einer Synthese
proinflammatorischer und prokoagul atorischer Mediatoren [O Brien und McVey 111, Wang 159].
Lipopolysaccharid wird im Rahmen dieser Aktivierungsreaktion Uber ein membran
verankertes Rezeptorprotein (mCD14) auf Monozyten gebunden [Wright 163]. Die Expression
von CD14 wird durch das CD14-Gen transkriptional kontrolliert. Im Promotor dieses Gens
wurde kurzlich ein (T-159C)-Polymorphismus beschrieben. Homozygotie fir das T-Allel
konnte dabei as unabhangiger Risikofaktor fir Myokardinfarkte identifiziert werden
[Unkelbach 153].

Nachdem Saikko et a. aufgrund seroepidemiologischer Studien die Diskussion Uber
Chlamydia pneumoniae-assoziierter koronarer Herzkrankheit (KHK) initiierten [Saikku 128]
und Chlamydien in den Gefél3en von Herzkranken nachgewiesen werden konnten [Muhlestein
99], spekuliert man derzeit Uber einen Zusammenhang zwischen diesem gramnegativen
Bakterium und KHK. Ergebnissen von InVitro-Untersuchungen zufolge pald ene
Gefallasion, bedingt durch C. peumoniae, in das aktuelle Konzept der
Atheroskleroseentstehung [Essig 42].

Proinflammatorische Mediatoren, die durch eine bakterieninduzierte Monozytenaktivierung
freigesetzt werden, scheinen an der Atherogenese und den akuten Koronarsyndromen beteiligt
zu sein [Kane und Havel 75]. Das Gerinnungsprotein Tissue Factor, das ebenfalls durch LPS-
exponierte Monozyten vermehrt freigesetzt wird, ist im Rahmen dieser akuten
Koronarsyndrome mit dem Erscheinungsbild der Koronarthrombose nach einer Plaqueruptur
assoziiert [Fuster 52, Marmur 93, Toschi 152].

Dabei konnte die unterschiedliche Expression dieser moglicherweise proatherogenen bzw.
prothrombotischen Substanzen durch die Zellen prédiktorisch wirken.

Die vorliegende Studie sollte kléaren, ob der (T-159C)-Genpolymorphismus im Promotor des
CD14-Gens sich adlelabhangig im Sinne ener starkeren bzw. schwécheren pro-
inflammatorischen und prokoagulatorischen Reaktion von Monozyten auf eine LPS
Stimulierung auswirkt. Dazu wurden die Sekretion der entziindungsfordernden Cytokine

Tumornekrosefaktor-a und Interleukin-6 sowie die Expression des Gerinnungsproteins Tissue
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Factor bei kultivierten, genotypisierten Monozyten in Ruhe und nach LPS-Stimulation

gemessen.

1.2 Genetik

1.2.1 Polymorphismen im menschlichen Genom

Ein Gen kann polymorph sein, die verschiedenen Versionen nennt man Allele. Allele eines
Gens weichen in ihrer Nucleotidsequenz nur minima voneinander ab, konnen aber
funktionelle Unterschiede ihrer Genprodukte zur Folge haben [Brown 27].

Alle autosomalen Gene liegen paarweise vor. Dies erklért sich durch die Tatsache, dai die
meisten Zellen diploid sind. Die homologen Chromosomen (23 véterliche und 23 mtterliche
Chromosomen [Strachan und Read 148]) stimmen sowohl in Zahl und Anordnung ihrer Banden
als auch in Zahl und Anordnung ihrer Gene tberein [Murken und Cleve 105]. Das bedeutet, dal3
jede Zelle zwei Kopien eines jeden Chromosoms und damit zwei Kopien jedes Gens enthalt
[Brown 27]. Dadurch besitzt eine Person an jedem autosomalen Locus zwei Allele — eines vom
Vater und eines von der Mutter [Stary 147]. Man bezeichnet den Trager eines Gens als
heterozygot, wenn er zwei verschiedene Allele dieses Gens besitzt, al's homozygot, wenn er
zweimal das gleiche Allel besitzt [Brown 27].

Ein genetischer Polymorphismus ist durch das gleichzeitige Vorkommen verschiedener
erblicher Formen eines Merkmals bei Gesunden definiert. Die dafur kodierenden Allele
weisen Haufigkeiten auf, die durch rekurrierende Mutationen nicht erklart werden kénnen
[Murken und Cleve 105].

1.2.2 Gen-Promotor

Der Promotor eines Gens ist eine kurze Nucleotidsequenz eines DNA-Moalekdls, innerhalb
derer zu Beginn des Transkriptionsvorganges als erster Schritt in der Genexpression von einer
RNA-Polymerase eine DNA-Bindungsstelle erkannt wird [Brown 27]. Dieser Prozefd wird
durch Transkriptionsfaktoren erleichtert, die ebenfalls Bindungsstellen im Bereich des
Promotors haben. Der Promotor liegt am 5-Ende eines Gens — oft weniger als 200
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Basenpaare von der Transkriptionsstartstelle entfernt [Strachan und Read 148]. Promotoren
regulieren durch ihre spezifische Sequenz das Ausmal? der Genexpression.

Auch im Promotorbereich wurden Genpolymorphismen gefunden. Solche Promotor-
polymorphismen sind dann allerdings nicht mit Proteinpolymorphismen gekoppelt, das heil,
eine Anderung in der Promotorsequenz wirkt sich nicht auf die Struktur und die Funktion der
zu synthetisierenden Proteine aus. Ein Promotorpolymorphismus aber kann sich auf die
Frequenz der Genexpression und damit auf das Ausmald der Proteinsynthese auswirken [Brown

27].

Promotor

/

RNA - Polymeraseg,

Bild 1.2.2: Transkriptionsfaktoren (TrF) miissen an eine Promotorsequenz direkt neben einem Gen binden, um
die RNA-Polymerase, die das Gen transkribieren soll, anschlief3end an die richtige Stelle zu bringen und zu
leiten.

1.2.3 Der (T-159C)-Polymorphismus im Promotor des CD14-Gens

Unkelbach und Koautoren [153] analysierten in ihrer Studie das CD14-Gen von 20 gesunden
Blutspendern mittels einer SSCP- (single strand conformation polymorphism) Analyse. Bel
dem Screening wurden dabei zwei Varianten in der Promotorsequenz des CD14-Gens
identifiziert, die sich an Position —159 durch das Auftreten der Basen Thymin bzw. Cytosin
unterschieden. Anschliefend wurden 2228 Patienten der Gieflener Universitatsklinik
genotypisiert und in die Gruppen ~°C (CC) bzw. T (TT) homozygot und C/T (CT)
heterozygot eingeteilt. Diese Genotypisierung wurde den Koronarangiographieergebnissen
der Patienten und ihrer Krankengeschichte beziliglich koronarer Ereignisse zugeordnet und

damit eine mogliche Beziehung zwischen CD14-Polymorphismus und koronaren bzw.
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myokardialen Ereignissen gesucht. Dabei konnte innerhalb einer Subgruppe (Patientenalter >
62 Jahre und niedriges Infarktrisikoprofil) eine positive Assoziation zwischen homozygoter
T-Alldie (TT) und Myokardinfarkten beobachtet werden. Der CD 14-Polymorphismus wurde
anschlief3end als unabhéngiger Risikofaktor fur Myokardinfarkte beschrieben [Unkelbach 153].

Diploide somatischeZelle
23 Chromosomenpaare

Chromosomenpaar 5 und CD14-Gen

Verteilung des CD14-Gens mit ent-
sprechender Promotor sequenz

der Base an Position -159 in der Promotor -
sequenz des CD14-Gens

T
—|—H—'— Vereinfachte Dar stellung der Anderung

T

C/C Homozygotie C/T Heterozygotie T/T Homozygotie  Alleliefur den CD14-Promotor
bei Vererbung identischer bei Vererbung unter- bei Vererbung identischer
Promotorsequenzen schiedlicher Promotor- Promotorsequenzen

seguenzen

Bild 1.2.3: Vereinfachte Darstellung des (T-159C)-Polymor phismus im Promotor des CD14-Gens

Unabhéangig von den bekannten Risikofaktoren fur Myokardinfarkte wie Hyperlipidamie,
Hypertension, Adipositas, Bewegungsmangel, Stref3, Diabetes mellitus und Rauchen scheinen
also weitere Faktoren bei der Atiologie der Atherosklerose und der ischamischen

Herzkrankheit eine Rolle zu spielen [Meier 98].
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1.3 Atherosklerose und akute Koronarsyndrome

1.3.1 Pathogenese

Die koronare Atherosklerose ist ein Uber Jahrzehnte fortschreitender Prozef3, der durch die
Bildung atherosklerotischer Plagues in der Geféalintima zu strukturellen Veranderungen der
Koronargefal3e mit dem Klinischen Bild der koronaren Herzkrankheit (KHK) fihrt.

In Anlehnung an das Komitee fUr Geféald&sionen der American Heart Association (AHA) wird
die Entstehung atherosklerotischer Plaques in finf Phasen eingeteilt [Fuster 50, Fuster 51]. Jede
Phase ist dabel durch morphologische Charakteristika gekennzeichnet [Fuster 50, Stary 147].
In der Phase 1 wird die Typ I-Lasion durch Schichten von Makrophagen oder Schaumzellen
gebildet. Diese Zellen haben ihren Ursprung in aktivierten, zirkulierenden Monozyten, die
Uber Adhasionsmolektile in die Gefalwand migrieren und sich dort zundchst zu Makrophagen
differenzieren [Fuster 52, Gerrity 56]. Geweberesidiente Makrophagen nehmen an der
Aufnahme und dem Metabolismus von Lipiden teil [Fuster 48], der die Zelen in
Schaumzellen verwandelt [Fuster 52]. Diese Prozesse sind entscheidend fir die Entwicklung
von so- genannten , fatty streaks®, die bereits bel der Obduktion von Kindern gesehen werden
konnen [Stary 146]. Dabei handelt es sich um Ansammlungen von lipidreichen Makrophagen
und T-Lymphozyten innerhalb der Intima, die bel der Betrachtung der Geféllinnenseite als
gelbe Flecken imponieren. Aus diesen ,fatty streaks' entwickeln sich schliefdich tber fort-
geschrittene Lasionen mit proliferierten glatten Muskelzellen und Makrophagen die sehr
komplexen atherosklerotischen Plaques [Fuster 48, Gerrity 56]. Neben der Lipidaufnahme
agieren Makrophagen nicht nur als antigenprasentierende Zellen fur T-Lymphozyten, sie sind
auch zur Synthese verschiedener Mediatoren fahig, vor alem proinflammatorischer Cytokine
[Ross 127] und prokoagulatorischer Faktoren [Eijnden van den 41]. Makrophagen sind die
wichtigsten entziindungsmediatorproduzierenden Zellen in atheromattsen Plagques [Ross 127].
Die Typ llI-Lasion in der Phase 1 der Atherosklerose besteht dann aus Makrophagen und
glatten Gefal3muskelzellen mit extrazelluldrer Lipidablagerung. Typ IlIl der Gefél3wand-
verdnderung ist zum gréfiten Tell aus glatten Gefa3muskelzellen und Lipiden, die die Zellen
extrazellulér umgeben, zusammengesetzt.

Die Phase 2 der Atherosklerose besteht aus einem Plague, der nicht zwangslaufig stenotische
Eigenschaften besitzt, der alerdings aufbrechen kann. Solch ein Plaque charakterisiert
morphologisch die Lasionen Typ IV und Va Aus der Phase 2 konnen sich dann die akuten

Phasen 3 (Folge: Stabile Angina Pectoris) und 4 (Folge: Akutes Koronarsyndrom:

6
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Myokardinfarkt, instabile Angina Pectoris, plétzlicher ischamischer Herztod) entwickeln.
Phase 3 ist dabel durch einen muralen Thrombus bedingt, der das Gefaldlumen nicht komplett
okkluiert. Phase 4 ist die Folge einer Plagueruptur aufgrund von Einrissen in der
bindegewebigen Plaguekapsel mit intramuralen Blutungen, Exposition von thrombogenen
subendothelialen Substanzen zum Blutstrom und Bildung eines okkluierenden Thrombus
durch Aktivierung zirkulierender Thrombozyten. Dies fihrt letztendlich zu einer volligen
Verlegung des Gefaldumens [Davies und Thomas 35]. Durch weiteres Wachsen des muralen
Thrombus der Phase 3 kann es ebenfalls zu einer kompletten Verlegung des Arterienlumens
kommen. Ein solcher Geféalverschlul® kennzeichnet die Phase 5 der Atherosklerose [Fuster

51].

1.3.2 Atherosklerose, koronare Herzkrankheit und Chlamydia pneumoniae

Bakterielle Infektionen scheinen eine Rolle bei der Initiierung, der Progression oder der
Destabilisierung von atherosklerotischen Plaques zu spielen [Muhlestein 100].

V erschiedene epidemiologische und experimentelle Studien zeigten, dal3 ein Zusammenhang
zwischen gramnegativen Chlamydien (C. pneumoniae) und gefél3verandernden Prozessen
wahrscheinlich ist [Arbustini 6, Boer de 22, Fortini 47, Gurfinkel und Bozovich 60, Kaykov 77, Ouchi
120, Saikkun 128, Saikku 129, Saikku 130, Saikku 131, Saikku 132, Varveri 154].

Das vasotrope Bakterium fihrte in einem Tiermodell zu Atherosklerose und konnte in
humanem Atherom nachgewiesen werden [Anderson 3, Jantos 73, Muhlestein 101, Muhlestein
103, Ramirez 124].

Fur die chlamydiengetriggerte Atherogenese existieren zwei Denkmodelle:

1) C. pneumoniae kolonisiert direkt die Gefal3wand und fuhrt dadurch direkt oder indirekt
Uber immunologische Reaktionen zu einem Wandschaden. 2) Eine chronische Infektion
erhoht zusétzlich die durch Standardrisikofaktoren (z.B. Hyperlipiddmie) erhohten inflam:
matorischen Reaktionsparameter [Muhlestein 100, Muhlestein 102].

Pathogenetisch wirde eine C. pneumoniae-bedingte Geféldlasion gut in das Konzept der
Atheroskleroseentstehung passen, dem die sogenannte , response to injury“-Theorie von R.
Ross [Ross 127] zugrunde liegt [Essig 42]. Demnach ist die Entstehung atherosklerotischer
Lasionen die Folge einer chronischinflammatorischen Reaktion der Gefél3wand nach
primérer Schadigung des Endothels und der glatten Muskelzellen durch verschiedene Noxen.
InVitro-Untersuchungen belegen, da? C. pneumoniae mit Endothelzellen, glatten
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Muskelzellen und Makrophagen prinzipiell ale relevanten Zelltypen humaner Gefalie
infizieren kann und dal3 die betroffenen Zellen mit ener Freisetzung von pro-
inflammatorischen  Cytokinen, Wachstumsfaktoren und vermehrter Expression pro-
thrombotischer Stimuli reagieren [Dechend 37, Heinemann 64, Netea 109]. Infizierte Monozyten
werden als Carrier (Vehikel) angesehen, mit deren Hilfe sich Chlamydien theoretisch in
Gefal3wanden absiedeln konnen [Essig 42]. Schliefdich konnte gezeigt werden, dald3 C.
pneumoniae eine Schaumzellbildung induzieren kann, was als Schliisselereignis der friihen
Atherosklerose gilt [Essig 42, Kalayoglu 74].

Ein geeigneter diagnostischer Marker, der eine extrapulmonale (vaskulére) C. pneumoniae-

Infektion zuverléssig erfaldt, fehlt allerdings bisher ebenso wie eine Empfehlung fur die
Antibiotikabehandlung der mit C. pneumoniae assoziierten KHK [Essig 42].

1.3.3 Atherosklerose, Tissue Factor und proinflammatorische Cytokine

Die akuten Koronarsyndrome sind auf eine Plagueentstehung mit muralem Thrombus-
wachstum und eine Plagueinstabilitdét und -ruptur mit folgender Thrombusformation
zurtckzufthren [ Depre 38, Fuster 48, Fuster 51, Shah 143]. Sowohl fir die Atherogenese as
auch fur die Plagueingtabilitét und -ruptur werden inflammatorische Prozesse via
Entziindungs- mediatoren verantwortlich gemacht [Biasucci 16, Biasucci 17, Boyle 25, Davies und
Thomas 36, Fuster 49, Kane und Havel 75, Libby 83].

Interleukin-6 ist der Hauptinduktor der Akut-Phase-Reaktion in der Leber [Biasucci 18, Libby
84]. Erhohte Konzentrationen von Mediatoren der Akut-Phase-Reaktion wie C-reaktives

Protein und aktivierte zirkulierende Entziindungszellen konnten im Serum klinisch auffaliger

Patienten mit akuten Koronarsyndromen ebenso identifiziert werden wie auch inflam
matorische Zellen und Entziindungsmarker in atherosklerotischen Plagues [Biasucci 18, Liuzzo
86, Manten 89]. In den ,fatty streaks' atheromatOser Plagues exprimieren Makrophagen und
glatte Muskelzellen IL-6, das die Aktivitdt der Lipoproteinlipase herabsetzt, wodurch die
Lipidaufnahme durch Makrophagen gesteigert wird [Yudkin 167].

Durch Makrophagen freigesetzter Tumornekrosefaktor-a ist an der Migration und Apoptose
von glatten Muskelzellen wesentlich beteiligt [Goetze 57, Obara 112]. Eine Apoptose glatter
Muskelzellen kann das Gewebe der Deckplatte schwéchen [Libby 81] und eine Plagueruptur
begunstigen [Bertrand 14]. Das Gerinnungsprotein Tissue Factor, das in Plaguematerial

nachgewiesen werden konnte, bel Zerfall der Plaques mit dem Blutstrom in Kontakt kommt

8
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und so die Blutgerinnungskaskade aktivierien kann, ist mit der Entstehung thrombotischer

Koronararterienverschliisse assoziiert [Fuster 52, Marmur 94, Toschi 152].

1.4 Das CD14-Antigen

CD14 i¢ ein 55 kDa [Antal-Szalmas g leucinreiches Oberflachenglykoprotein [Ferrero 44,
Setoguchi 142], das aus 375 Aminosduren besteht [Schumann 140] und durch ein Single-Copy-
Gen kodiert wird [Goyert 59]. Dieses CD14-kodierende Gen ist auf dem langen Arm von
Chromosom 5 [Ferrero 45] zwischen den Banden g23 bis q31 lokalisiert worden [Ferrero 43,
Goyert 59] und besteht aus ca. 3900 Basenpaaren, die in zwei Exons organisiert sind
[Schumann 140]. 75% bis 95% der Monozyten gesunder Individuen und Patienten sind CD14-
positive Zellen [Birkenmaier 20]. Ein Monozyt exprimiert im ruhenden Zustand ca. 110.000
CD14-Molekile auf seiner Oberflache [Antal-Szalmas 3. Lipopolysaccharid verstérkt diese
CD14-Oberflachenexprimierung der Zellen [Birkenmaier 20].

Das CD14-Antigen ist Uber eine Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Verankerung auf der
aulleren Monozytenzellmembran befestigt [Wang 160] und dient damit als Rezeptor fir
bakterielles Endotoxin (LPS) [Kirchner 79]. Die Bindung von LPS an diesen spezifischen
Rezeptor wird durch das Lipopolysaccharid-bindende-Protein (LBP) katalysiert [Schletter
137]. LBP ist ein im Serum vorkommendes 60 kDa Glykoprotein [Wright 162], das im Rahmen
einer Akut-Phase-Reaktion in Hepatozyten als 50 kDa EinzelkettenPolypeptid synthetisiert
wird [Ramadori 123]. LBP agiert as Lipid-Transferprotein fur LPS [Hailmann 61]. Es bindet
LPS Uber die Lipid-A Region des Endotoxins [Schumann 139, Tobias 149] und komplexiert in
dieser Verbindung mit mCD14. Die serumabhangige Bindung von LPS an CD14 erfolgt dabei
Uber vier kleine Regionen innerhalb der 65 N-terminalen Aminosduren von mCD14
[Viriyakosol 155]. Diese Komplexbildung fuhrt zu unterschiedlichen Reaktionen CD14-
positiver Zellen: LBP/LPS-Komplexe konnen via CD14 durch die Zelle internalisiert werden
[Schumann 140]. Durch diesen Internalisierungsprozef? wird das Plasma von LPS-Molekilen
gereinigt, so dal3 die LPS-Molekule im weiteren Verlauf keine (weiteren) Zellen aktivieren
koénnen [Gegner 55]. Weiter kénnen Monozyten im Rahmen einer LPS-Exposition CD14-
Antigene von ihrer Oberflache abstofRen [Bazil 13]. Diese Abstolungsreaktion wird als
Schutzmechanismus des Monozyten verstanden, da das nun in 16dlicher Form vorkommende

CD14-Antigen (sCD14) eine LPS-induzierte Monozytenaktivierung reduziert [Schitt 141].
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Das sCD14 kann LPS binden und Lipoproteinen zur Neutralisierung prasentieren [Wurfel 164]
oder die LPS-Bindung an CD14-negativen Zellen [Bufler 28] wie Endothelzellen [Loppnow 88]
und glatten Muskelzellen [Arditi 7] vermitteln. Mit dem AbstoRungsmechanismus kénnen
Monozyten vor einer Ubermaldigen Cytokinantwort geschitzt werden [Bazil 13]. Eine weitere
Reaktion der Zelle auf eine Endotoxinexposition fuhrt schliefdich zu einem CD14-abhéngigen
Signaltrans- duktionsweg [Perera 120], durch den einige LBP/LPS-Komplexe die Aktivierung
der Zelle [Gegner 55] und damit die Expression verschiedener Gene [Ramadori 123] induzieren
konnen.

Der Vorgang, wie GPl-verankerte CD14-Molekile die Zellaktivierungssignale durch die
Zellmembran nach intrazellulér transduzieren, ist in vollstandiger Genauigkeit jedoch noch
nicht geklart [O'Brien und McVey 111]. Durch die nichttransmembrane GPI-Oberflachen
verankerung von CD14 scheint der LPS-Rezeptor die Signaltransduktion nach
Komplexierung mit LBP/LPS nicht selbst initiieren zu kdnnen [Tobias und Ulevich 150,
Vasselon 155]. GPI konnte hier mit einer anderen Membrankomponente interagieren, die die
Signaltransduktion nach intrazelluldr vermittelt [ Tobias 151]. Oder aber der Proteinanteil von
mCD14 kommuniziert mit einem anderen Oberflachenprotein, das die Signaltransduktion als
sogenanntes Transduktormolekll [Gegner 55] transmembran welterleitet [ Tobias 151].

Auch der Mechanismus der intrazelluldren Signaltransduktion zur Aktivierung der Zelle ist
noch nicht vollstéandig geklart [Salgado 133, Setoguchi 142]. Hier scheint die Aktivierung von
Proteinkinasen eine Rolle zu spielen [Liu 85, Stefanova 145, Weinstein 161].

Die intrazellulére Signaltransduktionskaskade, die durch LPS aufgrund Komplexbildung mit
LBP und mCD14 ausgelost wird, fihrt zu einer letztlich nur unvollstéandig geklarten

Aktivation von Transkriptionsfaktoren wie z.B. des Kernfaktors NF-kB [Cordle 33]. NF-kB ist
essentiell in den Prozel3 der Gentranskription einer Vielzahl verschiedener Mediatoren
eingebunden [Ishikawa 71]. So fuhrt die Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors zur
Genexpression proinflammatorischer Cytokine [Mukaida 104] wie Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a) [Collart 32] und Interleukin-6 (IL-6) [Zhang 169] sowie des prokoagulatorischen
Proteins Tissue Factor (TF) [O'Brien und McVey 111].

10
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1
L BP/LPS Komplex ﬁ

A

M onozyt/M akr ophage

Bild 1.4a: Darstellung einer CD14-positiven Zelle

1 ® Bindung des LBP/LPS-Komplexes an mCD14. 2 ® Internalisierung des LBP/LPSKomplexes. 3 ®
Abstol3ung von membrangebundenem CD14-Antigen. 4 ® NFkB-abhangiger Signaltransduktionsweg via TLR4.
5® Genexpression und Synthese verschiedener Mediatoren

Die LPS-initiierte Genexpression via LBP und CD14 fihrt dann zur Synthese und Freisetzung
dieser proinflammatorischen (TNF-a, IL-6 [Wang 159]) und prokoagulatorischen (TF [O Brien
und McVey 111]) Genprodukte. Die Regulation dieser Genexpression wird auf trarskriptionaler
und posttranskriptionaler Ebene reguliert [Bauer 12].

Mittlerweile konnte nachgewiesen werden, dal? die Bindung von LPS an den CD14-Rezeptor
zu einem durch den sogenannten transmembranen Bruckenrezeptor TLR4 ausgel sten NFkB-

abhangigen Signaltransduktionsweg mit nachfolgender Synthese und Freisetzung
verschiedener Mediatoren kommt. Dabei spielen das Adapterprotein MYD88 sowie

verschiedene identifizierte Proteinkinasen, die letztendlich zu einer Phosphorylierung von IkB
mit anschlief3ender Degradation und Freisetzung von NFkB flhren, eine Rolle [Medzhitov und
Janeway 96].

Der Toll-like Rezeptor 4 gehdrt zu einer Gruppe von insgesamt zehn Brickenrezeptoren
(TLRs) [Medzhitov 97], die dem angeborenen Immunkomplex zugeordnet werden[Ozinsky 121,
Wyllie 165]. Diese Rezeptoren kénnen jewells verschiedene pathogene molekulare Muster
erkennen [Medzhitov 97]. Toll-like Rezeptoren (TLRs) werden in atherosklerotischen Plagues

exprimiert und sind mit inflammatorischer Aktivierung von Endothelzellen und Makrophagen

1
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assoziiert. Via TLRs konnte es so zu einer Plaguedestabilisation im Rahmen akuter
Koronarsyndrome kommen [Edfeldt 40]. Zwar ist weder eine Infektion noch eine TLR-
Expression im Tiermodell suffizient, Atherosklerose zu induzieren [Caligiuri 29], alerdings
kénnten Mikroben und TLRs durch Aktivierung von Plaguezellen im Rahmen akuter bzw.
chronisch persistierender Infektionen von Bedeutung sein [Edfeldt 40]. Dabel kénnten lokale
,Echos’ systemischer Infektionen zu einer lokal erhdhten Cytokinproduktion mit
resultierender Plaqueaktivierung und —ruptur fuhren [Libby 82].

Vor alem TLR2 und TLR4 scheinen bei dem Krankheitsbild der koronaren Atherosklerose
bedeutsam zu sein. Die Expression von TLR4 in lipidreichen atherosklerotischen Lésionen
erfolgt vorzugsweise durch Makrophagen. Diese Rezeptorexpression kann durch oxidiertes
low density Lipoprotein (LDL) hochreguliert werden. Dies scheint ein  mdglicher
pathophysiologischer Link zwischen Lipiden und Infektion/Inflammation und Atherosklerose
zu sein [Xu 166]. C. pneumoniae scheint via TLR4 die Proliferation von glatten Gefél3zellen
zu induzieren [Sasu 134]. Andogenui konnte zeigen, dal3 es eine CD14-abhangige und eine
CD14-unabhangige Aktivierung von Zellen gibt, dald beide Aktivierungswege aber TLR4-
assoziiert sind [4]. TLR2 ist als Rezeptor bei der Stimulation durch Nicht-LPS-Komponenten
von C. pneumoniae im Rahmen einer CD14- und TLR4-unabhéngigen Monozytenaktivation
mit resultierender Synthese und Freisetzung proinflammatorischer Cytokine assoziiert.
Antiinflammatorische Mediatoren wie IL-10 werden nicht via TLR2 induziert. Das Bakterium
scheint also verschiedene Rezeptoren zu nutzen, um pro- und antiinflammatorische Cytokine

zu stimulieren [Netea 110].
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IL-1

IL-6

IL-8

PAF

Oxygenradikale \
Direkte Wirkung
Stimulation anderer

TisweFator | ———» | 24
Aktivierung anderer
Mediatoren, z.B.
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Bild 1.4b: Wirkung von LPS auf Monozyten/Makrophagen
Die Aktivierung von Monozyten via LPSfuhrt zu einer Mediator synthese mit daraus folgenden unterschiedlichen
Reaktionen (PAF ® Plattchenaktivierungsfaktor).

1.5 Lipopolysaccharid-aktivierte Genprodukte

1.5.1 Tumornekrosefaktor-a

Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) wird zu den proinflammatorischen Cytokinen gezéhlt
[Kirchner 79] und ist das erste Entziindungsprotein, dal3 nach Endotoxinexposition durch
Monozyten freigesetzt wird [Salgado 133]. TNF-a besteht aus 157 Aminosauren [Okusawa
113]. Es besitzt eine Vielzahl immunregulatorischer Funktionen (Regulierung der B-Zell-
Differenzierung [Kashiwa 76], Erhohung der Killer-Zell-Aktivitét [Ostensen 114], T-Zell-

Proliferation [Shalaby 144], Stimulierung der Produktion von Interleukin-2 [Scheurich 135])
und ist fir die Vermittlung des septischen Schocks nach Endotoxinexposition im Rahmen

bakteriell kontaminierter Infusionen verantwortlich [Abraham 1].
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1.5.2 Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein multifunktionelles Cytokin [Kirchner 79]. Esist ein starker Induktor
der Akut-Phase-Reaktion [Dofferhoff 39] und wird in erhohter Konzentration im Serum
septischer Patienten gefunden [Waage 157]. 1L-6 wird neben Monozyten von einer Vielzahl
aktivierter lymphoider und nicht-lymphoider Zellen (T-Zellen, B-Zellen, Endothelzellen,
Fibroblasten, Tumorzellen) konstitutiv gebildet [Kirchner 79].

L PS -Aktivierung von FVII und

Komplexierung von FVIla
LBP
CD14

-Aktivierung des extrinsischen Gerinnungs-
weges

-Uber FIX-Aktivierung auch Aktivierung
des intrinsischen Gerinnungsweges moglich

10)

L6l «—
a

-Beeinflussung von Wachstum

und Differenzierung von B- und T-Zellen

-Induktion der Immunglobulin-Produktion

-bei T-Helferzellen: Proliferati or/Cytokinproduktion/

IL-2-Rezeptor-Expression (mit IL-1) TN F_al pha

-Teilung und Differenzierung von cytotoxischen T-Zellen

(mit1L-2) l-

-bei mononucledren Zellen: Steigerung der Phagocytosefahigkeit

und Fc-Rezeptor- Expression - - -
-Stammzellproliferation im Knochenmark (mit 1L-3) -Steigerung der Phagocytosebei neutrophilen

“Induktion von Akut-Phase-Proteinen Granulozyten u. Makrophagen u. der antikorperabhangigen

zellvermittelten Cytotoxizitét gegen Mikroorganismen

-verstérkte Expression von Adhésionsmolekilen bei Granulocyten
und Endothel zellen (mit IL-1)

-verstérkte Expression von MHC-Klasse-I-Molekulen auf Fibroblasten
und Endothelzellen

-Regulation der Antikorperproduktion und Aktivierung von antigen-
stimulierten T-Zellen (mit IL-1, T- und B-Zellen)

-Induktion weiterer Cytokine

Bild 1.5a: LPS'Wirkung auf Monozyten/Makrophagen und Wirkung der Mediatoren [Biasucci 17, Billiau 19, Bom
23, Kirchner 79, Marlar 92, Nemerson und Pitlick 107]

1.5.3 Tissue Factor

Tissue Factor (TF) ist ein membrangebundenes Zelloberfléchenprotein [Bach 10] aus 295
Aminosauren [Osterud 118], das von Monozyten nach Induktion synthetisiert und exprimiert
wird [McGee 95]. Die Regulation der TF-Expression in den Zellen wird dabei durch die
Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 kontrolliert [Armstead 8, Osterud 119]. TF gilt als
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wichtigster zellulérer Initiator der Blutgerinnungskaskade [Bom 23, Nemerson und Pitlick 107]
und ist ein Rezeptorprotein fir den Gerinnungsfaktor Vila. Uberall dort, wo TF in Kontakt
mit Blut kommt, bindet der Faktor Vlla an TF. Der Komplex aus TF/FVlla flhrt zu einer
proteolytischen Spaltung des Gerinnungsfaktors X in seine aktive Form [Carson und Brozna

31]. Dieser Umwandlung folgt die Formation des Prothrombinase-Komplexes, die Thrombin

generation und zuletzt die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin [Nemerson 108].

TF P FVII

Fi”a TFPI — —

FIX - TF/FVlla P X

FVllla
FIXa F Xa
F Va
Thrombin <& Prothrombin
Fibrin <@ Fibrinogen

Bild 1.5b: Tissue Factor-induzierte Aktivierung der Blutgerinnung (TFPI: Tissue Factor Pathway Inhibitor)
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien, Chemikalien und Geréate

(Tabellarische Auflistung)

Plastik und Verbrauchsmaterialien

Roéhrchen, steril, 50 ml

(Polypropylen)
24-Loch Platten, steril

96-L och Platten, steril

Pipetten, steril, verschiedene Grof3en
Pipettenspitzen, steril, verschiedene Grof3en
Reaktionsgefalie, verschiedene Grofen
Reagenzrohrchen, 4 ml

Rahrspatel

Perfusorspritze, 50 ml, steril
Einmafilter, steril, 0,20 pm
Verschluf3konus (Combi rot), steril
Butterfly, steril, 21G

Kantlen, steril, 18G

Einmal spritze, steril, 10 ml

EDTA-K Blutentnahmerthrchen, 3 ml

Natrium-Heparin Blutentnahmerthrchen, 5 ml

Natrium-Citrat Blutentnahmeréhrchen, 5 ml
Softasept N, 250 ml
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Fa. Becton Dickinson/Falcon, New Jersey,
USA

Fa Becton Dickinson/Falcon, New Jersey,
USA

Fa. Greiner, Frickenhausen

Fa. Costar, Cambridge

Fa. Greiner, Frickenhausen

Fa. Greiner, Frickenhausen

Fa. Greiner, Frickenhausen

Fa. Sarstedt, NUmbrecht

Fa. Becton Dickinson, New Jersey, USA
Fa Satorius AG, Gottingen

Fa. Braun, Melsungen

Fa. Kabe, NUmbrecht

Fa. Terumo Europa, Leuven, Belgien

Fa. Braun, Melsungen

Fa. Kabe, NUmbrecht

Fa. Kabe, NUmbrecht

Fa. Kabe, NUmbrecht

Fa. Braun, Melsungen



Materialien und Methoden

Zdlisolation und Kultur

MonozytenSerumfreies-Medium
(MSFA)

Hanks-Buffered- Sdt-Solution
(HBSS)

Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Penicillin/Streptomycin Solution
Humanserum AB of the clot

Aqua dest. injectabile

I sotone Kochsal zl 6sung
Lipopolysaccharide (E. coli 0112:B4)
Ficoll-Paque

Liquemin N 25000

Standard Limulus Amoebozytlysat Assay

Zytologische Farbung

Trypanblau 0,4%

Giemsa Ldsung

Formaldehyd 37%

Natriumnitrit kristallin, reinst.
Parasosanilin

1-Naphtylacetat

Aceton reingt.
Natriumhydrogenphosphat 1-hydrat
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
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Fa. Gibco, Eggenstein

Fa. PAA, Linz, Osterreich

Fa. PAA, Linz, Osterreich

Fa. Gibco, Eggenstein

Fa. PAA, Linz, Osterreich

Fa. Braun, Melsungen

Fa. Braun, Melsungen

Fa. Sigma, Deisendorf

Fa. Pharmacia, Upsella, Schweden

Fa Hoffmann-La Roche AG, Grenzach
-Wyhlen

Fa. Chromogenix, Mélndal, Schweden

Fa. Sigma, Deisendorf
Fa Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstadt
Fa Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Serva, Heidelberg
Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstadt
Fa. Merck, Darmstadt
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Messung der prokoagulatorischen Aktivitéat

Standard-Humart Serum
Kalziumchlorid- Lésung (0,025 mol/l)
Faktor VII defizientes Plasma
Thromboplastin (rabbit brain)

Barbitursaurepuffer

Fa. Behring, Marburg
Fa. Behring, Marburg
Fa. Behring, Marburg
Fa. Sigma, Deisendorf
Fa. Behring, Marburg

Messung mit dem chromogenen Tissue Factor-Assay

Kaziumchlorid

Natriumchlorid

HEPES

Albumine, Bovine, (BSA)

Aqua dest. injectabile

Faktor X (Stuart Power Factor), (10 U)

Faktor Vlla (human plasma) (purified), (10ug)

Rec. lipidated human tissue factor, (50 ng)

S-2222, (25 mg)
EDTA (Versen) 1%

Fa Merck, Darmstadt

Fa Roth, Karlsruhe

Fa. Bohringer, Mannheim

Fa. Sigma, Deisendorf

Fa. Braun, Melsungen

Fa. Sigma, Deisendorf

Fa Alexis, San Diego, USA

Fa American Diagnostic, Greenwich,
USA

Fa. Chromogenix, MéIndal, Schweden
Fa Biochrom KG, Berlin

Messung der Interleukin-6 -und Tumor nekrosefaktor-a -Sekretion

IL-6 IEMA

TNF-a IEMA
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Fa. Coulter Company/Ilmmunotech,
Marseille, Frankreich
Fa. Coulter Company/Immunotech,

Marseille, Frankreich
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Laborgerate und Mef3instrumente

Pipettierhilfen, verschiedene Groéfzen

L angendorfz&hlkammer
Schiittler
Pl attenphotometer

Zentrifuge 5415 C

Megafuge 2.0 R

,» Cytospin“- Zentrifuge
Brutschrank

Sterilbank

Fluorescence-activated cell-sorting
(Facs-Scan)

Lichtmikroskop

Fa. Hirschmann, Eberstadt und Fa. Gilson,
Vielliers de Bdl, France

Fa. Sigma, Deisendorf

Fa. Fischer, Frankfurt/Main

Fa. Lab. Instruments GmbH, Salzburg,
Osterreich

Fa. Eppendorf, KoIn

Fa. Heraeus Instruments, Hanau

Fa. Elliott C. Ltd., London, England

Fa. Heraeus Instruments, Hanau

Fa. Heraeus Instruments, Hanau

Fa. Becton Dickinson, New Jersey, USA

Fa Leica, Wetzlar

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchsprobanden

Fir die Studie wurden 120 gesunde Versuchspersonen willkirlich aus der Studentenschaft
und dem Kilinikspersonal rekrutiert. Insgesamt nahmen 72 (60%) Manner und 48 (40%)
Frauen an der Untersuchung teil. Das Durchschnittsalter der Testpersonen lag bei 26 Jahren
(Spannweite [engl. Range] 20 bis 43 Jahre). Bei den Probanden wurden die Merkmale
Geschlecht, Alter, Zigarettenrauchen und Einnahme oraler Kontrazeptiva (Nikotinabusus und
Einnahme oraler Kontrazeptiva sind laut Holschermann et al. [68] bel Frauen mit einer
erh6hten monozytéren Tissue Factor-Aktivitét assoziiert) registriert und Krankheitszusténde
wie Diabetes mellitus, Gicht, arterielle Hypertonie, friher abgelaufene Thrombosen sowie
eine familidre Disposition zu thrombotischen Ereignissen und Einnahme einer
Dauermedikation mittels eines Fragebogens ausgeschlossen. Die Testpersonen wurden

beziuglich des (T-159C)-Polymorphismus im Promotor des CD14-Gens genotypisiert und
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zwel  homozygoten Gruppen (CC und TT) sowie einer heterozygoten Gruppe (CT)
zugeordnet. Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde ein sogenanntes ,, Doppelblind-
verfahren* angewandt, d.h., die Ergebnisse der vorliegenden Studie wurden erst am Schiuf3

dem Genotyp des jeweiligen Probanden zugeordnet.

2.2.2 Blutentnahme

Die Blutabnahme erfolgte unter folgenden standardisierten Bedingungen:

Die Blutabnahme wurde morgens durchgeftihrt. Die Probanden waren zum Zeitpunkt der
Venenpunktion nichtern. Die Blutabnahme erfolgte liegend nach einem zehnmindtigen
Ruheintervall. Zur Venenpunktion wurde ein Butterfly (21G) verwendet. Die Punktion

erfolgte nach ausreichender Hautdesinfektion durch ein Hautdesinfektionsmittel.

Bei jedem Probanden wurde folgendes Blutréhrchenspektrum abgenommen:

Fur die Monozytenisolierung wurde eine 50 ml Perfusorspritze verwendet. Das Blut wurde
mit 5000 i.E. Liquemin N (1 ml) heparinisiert. Fir die Genpolymorphismusbestimmung
wurden je Proband zwei EDTA-K Blutrohrchen verwendet. Begleitend wurde zum Ausschlul3
aktueller Infektionsproblematiken C-reaktives Protein bestimmt. Als Basisuntersuchung
wurden ein Differentialblutbild analysiert und die Elektrolyte sowie der Gerinnungsstatus
bestimmt. Auferdem wurde der Interleukin-6-Serumspiegel bel den Versuchsprobanden

gemessen.

2.2.3 Isolation humaner Monozyten

Die humanen peripheren Blutmonozyten (PBM) wurden aus je 50 ml heparinisiertem Blut
gesunder Probanden durch Zentrifugation Uber einen Dichtegradienten [Boyum 26] und

anschlieffender Analyse mittels Fluorescence-activated cell-sorting (Facs-Scan) zur Bestim-

mung des prozentualen Anteils der Monozyten in der Probe isoliert.

Das Probandenblut wurde zunéchst jewells in sterile 50 ml Roéhrchen umgefillt und
anschlief3end vorsichtig Gber 20 ml Ficoll-Pague in anderen sterilen, verschlief3baren 50 ml
Zentrifugationsrohrchen geschichtet und bei 600g fur 30 Minuten bei 18° C zentrifugiert. Die
Interphasen zwischen Ficoll-Paque und Serum wurden nach erfolgter Zentrifugation nun
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vorsichtig mit einer Pipette aufgenommen. Die Gradienten der Interphasen enthalten
Uberwiegend mononukledre Zellen. Zur weiteren Reinigung der mononuklegren Zellen von
kontaminierenden Thrombozyten und den Ficoll-Pague-Resten wurden die Interphasen in
sterilen 50 ml Zentrifugationsréhrchen aufgenommen und auf 50 ml mit HBSS aufgefillt.
AnschlieRend wurden die Rohrchen bei 200 g fir zehn Minuten bei 18° C zentrifugiert. Die
Uberstande wurden verworfen und die Zellpellets zunachst manuell gelést und anschlief}end
mit HBSS resuspendiert. Dieser Waschvorgang wurde dreimal wiederholt. Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt wurden die Zellpellets in je 20 ml Monozyten Serumfreien-Medium
(MSFM) (versetzt mit 100 IE Penicillin/ml und 100 IE Streptomycin/ml) resuspendiert.

Vollblut
MNC-Schicht
Ficoll - Pague
Ficoll - Pague
Erythrozyten

Bild 2.2.3: Darstellung eines sterilen 50 ml R6hrchens nach Beschichtung des Ficoll-Paques mit Probandenblut
(A), nach Zentrifugation des Rohrchens bei 600g fiir 30 min bei 18 C ® vier Schichten: Blutserum, Schicht
mononukledrer Zellen (MNC-Schicht, Interphase zwischen Serum und Ficoll-Paque), Ficoll-Paque,
Erythrozyten (B)

Zur Zdlzéhlung, Vitaitatspriafung und zur Prifung des Reinheitsgrades der isolierten
Monozyten wurden Proben von den frisch isolierten Monozyten entnommen und ,, Cytospin®“-
Préparate angefertigt.

Fur die Versuchsreihen prokoagulatorische Aktivitét (PCA), TNF-a und IL-6 IEMA wurde
mit jeweils 300.000 Zellen pro Feld einer 3 ml 24 Loch-Zellkulturplatte gearbeitet. Zur
Bestimmung des Tissue Factors mittels eines chromogenen Tissue Factor-Assay wurden je
50.000 Zdllen pro Feld einer 0,4 ml 96 Loch-Zelkulturplatte benutzt. Bel jeder dieser
angegebenen Versuchsreihen wurde mit Doppelbestimmungen fir die Basalwerte (ruhende
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Zellen) bzw. die LPS-Stimulationsreihe gearbeitet. Die in MSFM suspendierten Zellen
wurden nun zum Adhé&rieren zwei Stunden bei 37° C und 5 % CO, kultiviert. AnschlieRend
wurde jedes Feld der Loch-Zelkulturplatten zweima mit Dulbecco's phosphat buffered
saline (PBS) gewaschen und schliefdich mit 300 pl bzw. 50 ul MSFM resuspendiert, so dal3
nun eine Zelldichte entsprechend 1 x 10° Zellen pro ml pro Feld vorlag [Holschermann 67].

2.2.4 Trypanblaufarbung

Zur Uberprifung der Zelvitalitét und der Zellzahl wurden nach der Zellisolation 50 pl des
Zdllsuspensates mit 50 pl 0,4% Trypanblaulésung in eine 0,4 ml 96 LochZellkulturplatte
pipettiert und grindlich mit einer Pipettenspitze durchmischt. Anschlief3end wurde das
Zéllsuspension-Trypanblaul 6sung-Gemisch vorsichtig unter eine Langendorfzahlkammer, die
mit einem Deckglas abgedeckelt war, pipettiert, und bei einer 40-fachen Vergrél3erung unter
einem Lichtmikroskop wurden die sichtbaren Zellen in dem in 16 Einzelfeldern unterteiltem
Zahlifeld ausgezéhit. Es erfolgte eine Wiederholung der Zellzdhlung in insgesamt vier
Zahlfeldern, wodurch schliefdlich die durchschnittliche Zellzahl pro Zahlfeld durch Division
ermittelt wurde.

Zur Berechnung der Zellzahl pro ml wurde anschlief3end die durchschnittliche Zellzahl pro
Zahlfeld mit dem Faktor 10.000 multipliziert und das Ergebnis dann unter Beriicksichtigung
der Verdinnung durch Mischung mit der Trypanblauldsung mit dem Faktor zwei multipliziert
(Formeln 2.2.4.1). Zellen mit nicht-intakter Plasmamembran, deren Zytoplasma sich also
nach Trypanblaufarbung mit dem Farbstoff angeférbt hatte, wurden as nicht vital gewertet
(Formel 2.2.4.2). Die Vitabilitét der Zellen betrug im Durchschnitt Gber 90%. Anschlief3end
wurde mittels Facs-ScanAnalyse der prozentuale Anteil der Monozyten in einer 200 pl Probe
aus der Gesamtprobe bestimmt, wodurch nun die genaue Monozytenzahl in der Gesamtprobe
berechnet werden konnte (Formel 2.2.4.3). Das Facs-Scan ist ein Durchflul3zytometer, das mit
Argontlonen mit einer Anregungswellenlange von 488 nm betrieben wird. Es bestimmt die
Granularitét der Zellen im Seitwartsstreulicht und die Grof3e der Zellen im Vorwaértsstreulicht.
Die Diskriminierung der Monozyten von Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten
erfolgt in der Vorwarts- gegen Seitwartsstreulichtdarstellung in einem sogenannten DOT-
PLOT-Diagramm (zweidimemsionale Datenprojektion).
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Formel 2.2.4.1:
Zdlzahl/ml = Zellzahl im Zahlfeld x 10.000 (Zahlkammer) x 2 (Verdinnung)

Formel 2.2.4.2:
% leb. Zellen = ungef. Zellen , (ungef. Zellen + gef. Zellen) x 100

Formel 2.2.4.3:
Monozyten/ml = Zellzahl/ml , 100 x Prozentzahl (Monozyten)

2.2.5 ,Cytospin“-Praparate

Zunéchst wurden 100.000 Zellen, suspendiert in MSFM, aus der jeweiligen Probe auf einem
Objekttrager fur zwei Stunden bei 37° C und 5 % CO; kultiviert, anschlief3end zweimal mit
PBS gewaschen und schlief3dlich wieder mit 100 pl MSFM resuspendiert.

Zur Anfertigung der benétigten ,, Cytospin®-Préparate wurden diese 100 ul Zellsuspensat in
eine entsprechende ,, Cytospin“- Zentrifuge gegeben und zehn Minuten bei 50 g zentrifugiert.
Durch die Zentrifugationskréfte wurden die Zellen im Medium auf eine Aussparung eines
Loschpapierdeckels  zentrifugiert, der einem Objekttrager aufliegt. Es erfolgte eine
Konzentrierung der Zellen in der Aussparung auf dem Objekttréger, wohingegen das Medium
vom Loschpapier aufgenommen wurde. Nach dem Entfernen der Loschpapierdeckel wurden
die so gewonnenen Préparate auf den jeweiligen Objekttragern fUr zehn Minuten bel

Raumtemperatur getrocknet und standen fir weitere zytol ogische Farbungen zur Verfligung.

2.2.6 Pappenheimfarbung

Die Pappenheimfarbung der ,, Cytospin“-Praparate diente zur Kontrolle des Reinheitsgrades
der isolierten Monozyten und zur Beurteilung der Kernmorphologie. Zunéchst wurden die
vorbereiteten Préparate auf den Objektragern zur Fixierung funf Minuten in ein Bad mit May-
Grunwald-Losung getaucht und anschlieffend zweima in einem Bad mit Aqua dest.
gewaschen. Danach wurden die Objekttréger fir zehn Minuten in einem Bad mit Giemsa-
Losung (Stammldsung im Verhdtnis 1:20 mit Aqua dest. verdinnt) inkubiert. Im Anschluf
an diese Kernfarbung wurden die Objekttréger erneut mit Aqua dest. gewaschen und dann bei
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Raumtemperatur 20 Minuten lang getrocknet. Unter einem Mikroskop bei 100-facher
OldispersionsvergroRerung erfolgte nun die Beurteilung der angefarbten Praparate. Aufgrund
typischer Kriterien der Kernmorphologie konnte nach Auszéhlung zehn verschiedener
Bildfelder der prozentuale Antell der Monozyten ermittelt werden. Die Reinheit der isolierten
Zellen betrugt im Durchschnitt mindestens 90%.

2.2.7 Unspezifischer Esterasenachweis

Die Charakterisierung der Monozyten erfolgte mit der unspezifischen Esteraseférbung nach
Loffler [87]. Dazu wurden folgende L dsungen bendtigt und entsprechend hergestel It:
Phosphatpuffer 0,2 mol, pH 7,0— 7,1: Dieser Puffer wurde aus zwei verschiedenen Losungen
(250 ml Lésung A und 130 ml Lésung B) hergestellt. Losung A entstand dabel aus 13,8 g
Natriumhydrogenphosphat 1-hydrat gemischt in 500 ml Aquq dest., Losung B aus der
Mischung von 17,8 g di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat ebenfalls in 500 ml Aqua dest.
gemischt.

Weiter wurde eine Inkubationslésung benétigt, die durch Mischung einer Lésung | mit einer
Losung Il und anschlief3ender Filtration in eine kleine Kivette hergestellt wurde. Lésung |
entstand aus einem Tropfen (0,05 ml) Natrium-Nitritlésung und einem Tropfen (0,05 ml)
Pararosanilinldsung, die mindestens eine Minute lang gut gemischt (die Mischung ergibt eine
leicht gelbliche Lésung) und anschlief?end in 5 ml 0,2 mol Phosphatpuffer (pH 7,0 — 7,1)
geldst wurden. Um Ldsung Il zu erhaten, wurden 10 mg Naphtylacetat in 0,3 ml chemisch
reinem Aceton geldst und dann mit 20 ml 0,2 mol Phosphatpuffer (pH 7,0 — 7,1) unter
kréftigem Ruhren vermischt. Beide Losungen wurden direkt vor der Farbung frisch angesetzt.
Das luftgetrocknete Probenmaterial wurde auf den Objekttragern vier Minuten lang mit
Formaldampf fixiert und danach mit Leitungswasser gespilt. Im Anschlufd daran wurde das
Materia erneut luftgetrocknet, um dann in der Inkubationslésung fir 60 Minuten eingestellt
zu werden. Nach erneutem Spilen mit Leitungswasser erfolgte ein Gegenférben mit
Hamalaun fir acht Minuten und anschlief3end die Blauung unter Leitungswasser fur einen
Zeitraum von weiteren 15 Minuten. Das Probenmaterial wurde erneut |uftgetrocknet und
schlieflich unter dem Mikroskop bei einer 100-fachen OldispersiosvergrofRerung analysiert.
Dabei zeigten Monozyten die grofte Aktivitdét und stellten sich in den untersuchten
Bildfeldern als Zellen mit einem stark braun-orange granulierten Zytoplasma dar.

Durch die unspezifische Esteraseféarbung der , Cytospin“-Praparate konnte gezeigt werden,
dal3 mindestens 90 % der Zellen dieses Charakteristikum aufwiesen.
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2.2.8 Zellkultur

Nach 24stiindiger Inkubation bei 37° C und 5 % CO, in MSFM wurden die isolierten Zellen
nach zweimaligem Waschen mit PBS mit einem Medium, bestehend aus MSFM und 2%igem
Humanserum, pro Lochfeld mit 300 pl bzw. 50 pl resuspendiert und nochmals fir zwel
Stunden wie oben beschrieben kultiviert. Anschlief3end wurden die Zellen je Feld flr sieben
Stunden mit Lipopolysaccharid (LPS) (100 ng pro pl Medium) stimuliert. Die jewelligen
Basalwertproben wurden unter gleichen Bedingungen in Abwesenheit von LPS kultiviert.

Die Proben wurden nach der oben genannten Inkubationszeit eingefroren (-80 °C). Fir den
chromogenen Tissue Factor-Assay wurden die Zellen dabel trocken eingefroren. Die Zellen
zur Messung der prokoagulatorischen Aktivitdt wurden zusammen mit dem Medium
eingefroren. Fur die Ubrigen zwei Experimente wurden die Proben nach erfolgter
Stimulationszeit durch zweimaliges Zentrifugieren bei 14.000 rpm. aliquotiert, von
Monozyten befreit und ebenfalls eingefroren (-80 °C).

2.2.9 Messung der prokoagulatorischen Aktivitat

Die prokoagulatorische Aktivitdt (PCA) der lysierten Monozyten (sie entspricht der
Thromboplastinaktivitdt) wurde in einem Ein-Schritt-Gerinnungstest bestimmt, in dem die
Gerinnungszeit einer 1:1 Mischung Monozytenlysat/pléttchenarmes humanes Citratplasma
gemessen wurde [Helin und Edgington 65]. Zur Messung der PCA wurden die Zellen durch
dreifaches Einfrieren und anschlielendes Auftauen und durch Abkratzen von der
Zdlkulturplatte lysiert und homogenisiert. Fir die Messung wurden 50 pl Zellysat und 50 pl
Citratplasma drei Minuten lang im Wasserbad bei 37° C in einem 12 x 75-mm Plastikréhrchen
inkubiert. Die Gerinnung wurde schliefdich durch die Zugabe von 50 pl 25 mM
Kaziumchloridiosung gestartet. Die Gerinnungszeit wurde dann fir jede Probe von der
Zugabe der Kalziumchloridldsung bis zur Bildung eines Fibringels gestoppt. Es wurde jeweils
in Doublets gemessen. Die ermittelten Gerinnungszeiten der einzelnen Proben wurden durch
Vergleich mit einer Standardreaktionskurve in Milliunits (mU) PCA umgerechnet (Abbildung
2.2.9). Die entsprechende Vergleichskurve wurde aus den verschiedenen Gerinnungszeiten
einer  Verdinnungsrethe eines  Hasenhirnthromboplastinstandards ~ errechnet.  Die
Standardkurve verlauft nach doppeltlogarithmischer Auftragung linear zwischen 1 mU (310
Sekunden) und 10.000 mU (20 Sekunden). Alle Werte wurden nun in mu/10° Zellen
angegeben. Die Medien, Puffer und Reagenzien zeigten keine PCA. Schliefdlich wurden alle
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benutzten Medien und Puffer auf Kontamination durch Endotoxin mit einem Standard
Limulus Amoebozyt Test untersucht. Mit dem Test konnte ein Endotoxingehalt von weniger
als 12,5 pg/ml (unterste Nachweisgrenze des Testes) ermittelt werden.
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100 \

=
o
//

Thromboplastinaktivitat (mUnits)

1 10 100 1000

Zeit (sec.)

Abbildung 2.2.9: Standardverdinnungskurve eines,, rabbit brain“ Thromboplastinstandards
Thromboplastinstandardkurve verschiedener Verdinnungen eines Hasenhirn-Thromboplastinstandards in
Barbitursaurepuffer. Nach doppeltlogarithmischer Auftragung verlauft die Kurve linear zwischen 1 muU (310
sec.) und 10.000 mU (20 sec.). Die Gerinnungszeiten von Proben wurden durch Vergleich mit dem Sandard in
mUnits Thrombopl astinaktivitat umgerechnet.

Verschiedene experimentelle Studien berichten von sogenannten Low (LR)- und
Highrespondern (HR) beziglich der Tissue Factor-Aktivitdt bel LPS-stimulierten Monozyten
[Halvorsen 62, Osterud 117, Osterud 118]. Vor diesem Hintergrund wurden die Mef3ergebnisse
der LPS-exponierten Zellen weiter diskutiert. Dazu wurden in der vorliegenden Studie fur LR
ein PCA-Wert von £ 900 mU/10° Zellen und fiir HR von 3 3000 mU/10° Zellen festgelegt.

Bei 31 Probanden (CC 10, CT 11, TT 10) konnte eine ausreichende Zahl Monozyten isoliert
werden. Bei diesen Probanden wurde zusétzlich eine Quantifizierung der zelluléren Tissue
Factor-Expresson mit einem chromogenen TF-Assay und ene TNF-a- und IL-6-

Bestimmung in den ZellUberstanden mittels Enzymimmunoassays vorgenommen.
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2.2.10 Quantifizierung von Tissue Factor mit einem chromogenen Assay

Zur Quantifizierung der Tissue Factor-Aktivitat wurde ein chromogener Tissue Factor-Assay,
der die FXa Aktivierung mifd, nach der Methode von Marmur et a. [93] fUr diese Studie
modifiziert.

Die Monozyten der Probanden wurden nach der oben angegebenen Methode isoliert. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in 96er Mikrotiterplatten (0,4 ml LochZellkulturplatte). Pro
Lochfeld der Mikrotiterplatte wurden 5x10* Zdlen in 50 pl MSFA und 2%igem Human
Serum (entspricht der Konzentration 10° Zellen/ml) kultiviert. Je Proband wurde mit einer
LPS-freien Probe (Basalwert) und einer LPS-stimulierten Probe (100 ng LPS pro ml Medium)
mit Doppelbestimmungen gearbeitet. Nach der siebenstiindigen Stimulationszeit der Zellen
mit LPS wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen eéinmal mit PBS gewaschen, bevor

sietrocken in den Mikrotiterplatten bei -80 °C bis zur spéteren Analyse eingefroren wurden.

Nach Lyse der Zellen wurden die Lochfelder je mit 100 pl Assay-Puffer (CaCl 5 mM, NaCl
140 mM/I, HEPES 10 mM/I, BSA 1 mg/ml, pH bel 7,5 [Marmur 93]) resuspendiert. Schliefdlich
wurde pro Lochfeld eine Reaktionsmischung bestehend aus 93,5 pl Assay-Puffer, 5 ul FX (10
muU/ul) und 1,5 pl FVIla (20 nM/ul) hinzugegeben. Die lysierten Zellen inkubierten mit der
Reaktionsmischung zehn Minuten lang bei 37 °C und 5% CO,. In dieser Zeit erfolgte die FXa-
Aktivierung, die durch Zugabe von 10 pul EDTA (1%) pro Lochfeldeld am Ende der
Inkubationszeit gestoppt wurde. Nun wurden pro Feld 10 pl des FXa-sensitiven chromogenen
Substrates S-2222 (4 mmol/l) [Aurell 9, Gouin-Thibault 58, Reuning 125, Wakita 158] zur
Quantifizierung der FXa-Menge [Carson 30] hinzugefiigt. Der gebildete FXa spaltet den
Farbstoff p-Nitroanilid (pNA) von der Aminosduresequenz lle-Glu-Gly- Arg des Substrates ab
(Bild 2.2.10). Dies fuhrt zu einer entsprechend der FXa-Menge abhangigen Gelbfarbung der
Probe und damit zu einer spezifischen Extinktion, die, nach einer Inkubationszeit von zwel
Stunden bei 37°C und 5% CO,, spektrophotometrisch mit einem Plattenphotometer bei einer

Wellenlange von 405 nm gemessen wurde.
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Bild 2.2.10: Reaktionsablauf chromogener TF-Assay

Abgespaltenes pNA fihrt zu einer Gelbfarbung der Probe, die im Plattenphotometer bei 405 nm gemessen
wurde. Der Extinktionsgrad ist abhéngig von der gebildeten FXa-Menge. Die Tissue Factor-Menge ist der
gebildeten FXa-Menge proportional.

Um diese Extinktionsergebnisse der Proben in die MaRReinheit pg/10° Zellen umrechnen zu
konnen, wurde eine Standardaktivitatskurve, die sich auf die Tissue Factor-Konzentrationen
1000 - 500 - 250 -125 - 62 - 30 - 15 - 7,5 - 0 pg/ul bezieht, mit einem rekombinanten
(lipidated) Tissue Factor, den oben angegebenen Faktoren X und Vlla sowie dem Assay-
Puffer entwickelt @Abbildung 2.2.10). Hier erfolgte die Bestimmung der gebildeten FXa
Menge mit dem chromogenen Substrat S-2222 tber einen Zeitverlauf von einer halben, einer
und zwel Stunden, wobei die Zweistunden Standardkurve als Mal3 verwendet wurde, da es
vor und nach dieser Zeit zu unspezifischen Extinktionergebnissen der Standardproben kam
und die einzelnen Proben zu dem Zeitpunkt zwel Stunden unterscheidbare TF-Mef3ergebnisse

zeigten.
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Abbildung 2.2.10: Sandardkurve chromogener TF-Assay

Die Sandar dver diinnungskurve wurde mit den Konzentrationen 1000— 500—- 250-125-62-30-15-7,5-0
pa/ul eines rekombinanten Tissue Factors erstellt. Die Extinktionsergebnisse der einzelnen Proben wurden nach
Vergleich mit der Standardkurve in die MaReinheit pg/10° Zellen umgerechnet.

2.2.11 Messung der Tumornekrosefaktor-a-Aktivitat

Zur Bestimmung der TNF-a-Aktivitat der Monozyten in den jeweiligen Uberstanden wurde
der TNF-a IEMA (Enzymimmunoassay) der Firma Company Coulter/Immunotech
(Marseille/Frankreich) verwendet. Dieser Assay ist ein sogenannter ,, Sandwich”-Enzym-
Assay, bei dem man mit antikorperbeschichteten Mikrotiterplatten sowie mit einem zweiten
anti-TNF-a monoklonalen Antikorper, der mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist, arbeitet.
Die zdllfreien Proben wurden nach dem Auftauen gevortext und danach nochmals durch
Zentrifugation aliquotiert. Die Proben wurden anschlief3end mit einem Diluent Puffer nun auf
1:2 (LPS-freie Probe) und 1:30 (LPS-stimulierte Probe) verdinnt. Die Standardreihe fir TNF-
a wurde mittels einer Verdinnungsreihe der Konzentrationen 0 - 16 - 63 - 250 - 1000 pg/ml
fir TNF-a (Abbildung 2.2.11) erstellt.

Reagenzien und Proben mufiten zur Versuchsdurchfiihrung Raumtemperatur haben. Je 100 pl
der jeweiligen Standards und 100 pl jeder verdinnten Probe wurden fir den entsprechenden

Versuch verwendet. Es wurde mit einer Doppelbestimmung gearbeitet. Standardreagenzien
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und verdinnte Proben wurden zusammen mit 100 pl monoklonalem Antikérper enthaltendem
Konjugat in den jeweiligen antikorperbeschichteten Lochfeldern der Mikrotiterplatte (0,4 ml
LochZelkulturplatte) bei Raumtemperatur fir 120 Minuten auf einem Schittler
(ROTAMAX) bei 350 rpm inkubiert. Dabel wurde die Mikrotiterplatte lichtgeschitzt mit
einer Alufolie abgedeckt. Nach der Inkubationszeit wurden die Lochfelder der
Mikrotiterplatte dreimal mit einer Waschlsung gewaschen. Anschlief3end wurden 200 ul der
Substratlésung in jedes Feld pipettiert. Wieder lichtgeschitzt erfolgte nun eine Inkubation mit
der Substratlésung fur 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schiittler bei 350 rpm. Nach
abgelaufener Irkubationszeit wurde die Resktion in den jeweiligen Lochfeldern mit 50 pl
einer Stopplésung (NAOH) beendet. Nun erfolgte ene Extinktionsmessung im
Plattenphotometer bel 405 nm und die Umrechnung der Extinktionsergebnisse der Proben
mittels der Standardkurve. Der Assay war bis zu einer Extinktion von 2,418 (=1000 pg/ml)
genau. Digenigen Proben, die hohere Extinktionsergebnisse erbrachten, wurden mit einem
Diluent weiterverdinnt und berechnet.

In  probenfreiem Medium (MSFM und Humanserum 2%) konnte im IEMA kein TNF-a

nachgewiesen werden.
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Abbildung 2.2.11: Standardkurve TNF-a IEMA

Zur Erstellung der Standardver diinnungskurve wurden die Konzentrationen 0 — 16 — 63 — 250 — 1000 pg/ml fur
TNF-a verwendet. Die Extinktionsergebnisse der verwendeten Proben wurden nach Vergleich mit der
Sandardverdiinnungskurve in die MaReinheit pg/10° Zellen fir TNF-a umgerechnet. Der Assay fiir TNF-a ist
bis zu einer Konzentration von 1000 pg/ml genau. Proben, die hthere Konzentrationen durch hohere
Extinktionsergebnisse (> 2,418) anzeigten, wurden mit einem Diluent weiterverdinnt und berechnet.

31




Materialien und Methoden

2.2.12 Messung der Interleukin-6-Aktivitat

Der hier verwendete Interleukin-6 IEMA (Enzymimmunoassay) der Firma Company Coulter/
Immunotech (Marseille/Frankreich) ist ebenfalls ein sogenannter ,, Sandwich®-Enzym- Assay,
der wie der TNF-a IEMA funktioniert. Probenvorbereitung und V ersuchsbedingungen waren
die gleichen wie bei dem TNF-a IEMA beschrieben. Als Standardreihe erhat man hier durch
eine Verdinnungsreihe die Konzentrationen 0 - 4 - 16 - 63 - 250 - 1000 pg/ml fur Interleukin-
6 (Abbildung 2.2.12).

Die Proben wurden 1.2 (LPS-frele Probe) und 1:30 (LPS-stimulierte Probe) mit einem
Sample-Puffer verdinnt. Auch bei dem IL-6 IEMA wurde mit Doppelbestimmungen
gearbeitet.

Je 100 pl der Standardreagenzien und der zu messenden Proben wurden zusammen mit 100 pl
monoklonalen Antikdrper enthaltendem Konjugat in die jeweiligen antikorperbeschichteten
Lochfelder der Mikrotiterplatte (0,4 ml LochZellkulturplatte) pipettiert und inkubierten hier
far 120 Minuten lichtgeschitzt mit einer Alufolie bel Raumtemperatur auf einem Schiittler bei
350 rpm. Nach der Inkubationszeit wurden die Lochfelder dreimal mit einer Waschldsung
gewaschen. Anschliefend wurden 200 pl der fir den IL-6 IEMA mitgelieferten
Substratlosung in jedes Feld gegeben und inkubierten hier fir weitere 30 Minuten
lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur auf dem Schittler. Nach abgelaufener Inkubationszeit
wurden in jedes Feld 50 pl der Stopplésung (Tacrine, ein reversibler Inhibitor der
Acetycholinesterase-Aktivitét) gegeben. Damit wurde die Reaktion in den Lochfeldern
beendet. Nun erfolgte die Messung der Extinktion im Plattenphotometer bei 405 nm. Die
Konzentrationen der zu messenden Proben wurden dann durch Umrechnung mit der
Standardkurve bestimmt. Der IL-6 IEMA war bis zu einer Konzentration von IL-6 1000
pa/ml (= Extinktion 1,48) genau. Proben, die eine hthere Konzentration aufwiesen, wurden
mittels eines Diluent weiterverdinnt und berechnet.

In probenfreiem Medium (MSFM und Humanserum 2%) konnte im IEMA kein IL-6

nachgewiesen werden.
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Abbildung 2.2.12: Sandardkurve IL-6 IEMA

Die Sandardverdinnungskurve wurde mit den Konzentrationen 0 — 4 — 16 — 63 — 250 — 1000 pg/ml fir IL-6
erstellt. Bis zu einer Extinktion von 1,48 (=1000 pg/ml) erwies sich der 1L-6 IEMA als genau. Durch Vergleich
der Extinktionsergebnisse der gemessenen Proben mit der Standardkurve wurden die MeR3ergebnisse der Proben
in pg/10° Zellen fir 1L-6 angegeben. Bei Konzentrationen der Proben tiber 1000 pg/ml wurden diese mit einem
Diluent weiterverdunnt und berechnet.

2.2.13 Ruhende und LPS-exponierte Zellen

Fir jeden Probanden wurden ein Basal- sowie ein LPS-Stimulationswert fUr die Proteine
Tissue Factor, TNF-a und Interleukin-6 in den verschiedenen Experimenten ermittelt.

Der Basalwert wurde bei ruhenden Zellen, d.h. bei Monozyten, die nicht mit LPS stimuliert
wurden, bestimmt. Dieser Wert sollte die basale Aktivitét der Zellen wiedergeben. Vom
Basalwert aus lield sich ablesen, ob eine Stimulierung mit LPS in der LPS-exponierten
Zé€llprobe vorlag und wie stark die monozytére Reaktion auf Endotoxin fir jeden Probanden
war. Die Differenz zwischen Basalwert und LPS-Stimulationswert 1813 auf das Ausmal3 der
Stimulierbarkeit mit Endotoxin schlief3en.

Fur die vier Meldmethoden existieren keine Normwerte, anhand derer sich die in der
vorgestellten Studie ermittelten Mef3ergebnisse vergleichen lief3en, da die hier verwendeten

Experimente keine Standardlabormethoden darstellen. Es handelte sich sowohl bei den




Materialien und Methoden

Basawerten fur TF, TNF-a und IL-6, as auch bel den jeweiligen Mef3werten nach
Stimulation der Monozyten mit Lipopolysaccharid um individuelle Mef3ergebnisse.

Die Zdlen, die zur Ermittlung der Basalwerte und der LPS-Stimulationswerte verwendet
wurden, entstammten den selben Zdllisolations- und Kultivierungsreihen fur jeden einzelnen
Probanden.

2.2.14 Auswertung und Statistik

Die Daten der Fragebbgen sowie die einzelnen Mef3ergebnisse wurden mittels Eingabe in
Microsoft-Excel “97 registriert.

Die satistische Auswertung der Daten der Studienteilnehmer (Fragebogen) und der
M ef3ergebnisse erfolgte mit dem Programm SPSS/PC+.

Die Verteilung der Merkmale Alter, Geschlecht, Rauchen/Nichtrauchen, Einnahme oraler
Kontrazeptiva versus keine Einnahme oraler Kontrazeptiva sowie die Kombination von
Rauchen und oralen Kontrazeptiva innerhalb der drei Polymorphismusgruppen wurde
statistisch durch Kreuztabellen mit Chiquadrat-Test verglichen.

Fur die statistische Analyse der Mef3ergebnisse der drei Genpolymorphismusgruppen im
Vergleich wurde der ANOVA-Test (einfaktorielle Varianzanalyse) verwendet. Die
Signifikanzprifung erfolgte anschlief3end mit dem Scheffe-Test auf der Grundlage eines
Signifikanzniveaus von p £ 0,05. Die Daten wurden als Mittelwert + SEM (Standardfehler des
Median) und Spannweite (Minimum und Maximum) der drei Genotypen angegeben. Die
statistischen Analysen wurden graphisch mit dem Programm Excel "97 fur Windows 98
dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Verteilung der Genotypen und Merkmale

Die Versuchsteilnehmer wurden durch Genotypisierung mittels SSCP-Analyse drei DNA-

Gruppen (CC, CT, TT) zugeordnet. Die Genotypzugehdrigkeit und die mit einem Fragebogen
ermittelten Merkmale sind in den folgenden Tabellen dargestellt (Tabellen 3.1a — 3.1c). Die
Daten wurden in Absolutzahlen (fett gedruckt) und in Prozentzahlen (in Klammern)

angegeben.

Merkmal Gesamt- Genotyp Genotyp Genotyp
/ population (n) CC (n) CT (n) TT (n)
Probanden 120 (100%) | 38 (31,6%) |56 (46,7%) |26 (21,7%)
Manner 72 (60%) |21 (29%) |36 (50%) 15 (21%)
Frauen 48 (40%) 17 (35%) 20 (42%) 11 (23%)

Tabelle 3.1a: Gesamtpopulation und Geschlechtsverteilung in den drei Genpolymor phismusgruppen

Merkmal Gesamt - Genotyp Genotyp Genotyp
/ population (n) [ CC (n) CT (n) TT (n)

M anner 72 (100%) |21 (29%) 36 (50%) 15 (21%)
Nichtraucher 49 (68%) |12 (245%) |25 (51%) 12 (24,5%)
Raucher 23 (32%) 9 (39%) 11 (48%) 3 (13%)

Tabelle 3.1b: Verteilung der ménnlichen Sudienteilnehmer auf die drei Genotypen und Darstellung von

mannlichen Rauchern versus Nichtrauchern




Ergebnisse

Merkmal Gesamt- Genotyp Genotyp Genotyp
: population (n) [ CC (n) CT (n) TT (n)

Frauen 48 (100%) |17 (35%) 20 (42%) 11 (23%)
Nichtraucherin |15 (31%) |5 (33%) 4 (27%) 6 (40%)
Raucherin 12 (25%) |3 (25%) 6 (50%) 3 (25%)
Kontrazeptiva |13 %) |7 (54%) 4 (31%) 2 (15%)
Rauchen +|8 17%) |2 (25%) 6 (75%) 0 (0%)

Kontrazeptiva

Tabelle 3.1c: Darstellung der weiblichen Studienteilnehmerinnen sowie der Merkmale Rauchen, Nichtrauchen,
orale Kontrazeptiva und Kombination Rauchen/ Kontrazeptiva

Die Verteilung der Genotypen in der Studiengruppe, die 120 gesunde Testpersonen umfalite,
lag bel 38 CC (31,6%), 56 CT (46,7%) und 26 TT (21,7%). Es nahmen insgesamt 72 Manner
(davon 21 CC, 36 CT, 15 TT) und 48 Frauen (davon 17 CC, 20 CT, 11 TT) telil.

Vonden 72 Mannern rauchten 23 (davon 9 CC, 11 CT, 3 TT), 49 nicht (davon 12 CC, 25 CT,
12 TT). Bei den Frauen gab es 15 ,reine” Nichtraucherinnen (davon 5 CC, 4 CT, 6 TT) und
12 ,reine" Raucherinnen (davon 3 CC, 6 CT, 3 TT). Insgesamt nahmen 13 Frauen die Pille
(davon 7 CC, 4 CT, 2 TT) und 8 Frauen nahmen die Pille und rauchten (davon 2 CC, 6 CT, 0
TT).

In der Gesamtpopulation lag das Durchschnittsalter bei 26 Jahren (Spannweite 20 - 43 Jahre).
Das Durchschnittsalter in den drei Genpolymorphismusgruppen lag jeweils ebenfalls bei 26
Jahren (Spannweiten CC 20 — 43 Jahre, CT 20— 43 Jahre, TT 21 — 42 Jahre).

Die drei DNA-Gruppen unterschieden sich nicht signifikant beztiglich der Merkmale Alter,
Geschlecht, Rauchen/Nichtrauchen, Einnahme oraler Kontrazeptiva versus keine Einnahme

oraler Kontrazeptiva sowie in der Kombination von Rauchen und oralen Kontrazeptiva.
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3.2 MelRergebnisse und statistische Analyse

3.2.1 Tissue Factor: Messung der prokoagulatorischen Aktivitat als Mal3 fir die TF-

Konzentration

cC CT IT
B LPS B LPS B LPS
860 1350 70 1125 260 2750
380 1800 20 750 520 1350
130 2250 66 1350 13 1025
400 2200 1250 2250 1800 3050
250 1800 1025 2000 300 1650
120 2000 62 1500 260 2000
315 2000 290 2750 145 750
200 1025 280 600 430 1800
700 1250 600 1800 230 1025
460 5100 1025 3900 520 1350
90 1125 260 800 800 2750
190 950 260 1650 1125 3900
145 2250 330 1500 860 3900
130 1025 460 1250 50 1025
50 860 570 2000 50 950
34 750 950 2450 40 1025
700 2750 570 950 135 950
520 2750 520 3050 210 3050
230 1500 520 2450 50 1250
64 1025 165 1650 180 1250
60 950 135 2250 310 2750
36 1125 10,3 650 50 1125
60 1350 860 3500 125 1650
220 700 140 2450 9,6 430
50 2250 47 1025 100 1500
220 2000 230 2750 20 1025
650 1650 260 2000
950 1800 12 600
570 1125 160 1025
430 1650 62 1025
280 1350 40 650
115 2000 1800 3050
300 2000 1350 3500
160 2250 950 2750
41 1025 410 2450
125 1800 260 2000
260 950 950 2250
50 1125 750 3050

300 570

860 2750

260 600

115 2250

50 1350

380 2450

190 2450

300 1350

17 600

100 1650

66 1350

37 950

210 3050

180 2000

300 1500

45 650

120 1650

35 800

37

Tabelle 3.2.1: Gegenllberstellung von individuellen
Basalwerten (B) und Simulationswerten (LPS),
Angabe der Tissue Factor-Aktivitat in muU/10°
Zellen

Die vorliegenden PCA-Mel3ergebnisse
ergaben fur jeden Probanden einen Basal-
und einen LPS-Stimulationswert (Tabelle
3.2.1). Die Anayse dieser Ergebnisse
zeigte eine deutliche monozytére Reaktion
auf den LPS-Stimulus be jedem
Probanden.

Bei Betrachtung der Mel3werte fir
unstimulierte und stimulierte Zellen zeigte
sich, dal3 ein niedriger bzw. hoher
Basawert nicht zwangdaufig mit einem
niedrigen bzw. hohen PCA-Wert nach
LPS-Stimulation korrelierte. Die Mono-
zyten der Probanden reagierten unabhangig
vom basaen Ausgangswert individuell
unterschiedlich auf den  Endotoxin
Stimulus.

Die  Spannweten  (Minimum  und
Maximum) der Mef3ergebnisse in den drel
Genpolymorphismusgruppen kamen durch
Probanden zustande, die basal eine sehr

niedrige bzw. hohe TF-Aktivitat und nach
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LPS-Stimulation niedrige bzw. hohe PCA-Werte zeigten. Basal konnte in Gruppe CC eine
27,9-fache, in Gruppe CT ene 174,8-fache und in Gruppe TT ene 187,5-fache Erhthung
die LPS
Stimulationswerte lag bel Gruppe CC eine 7,2—fache, bei Gruppe CT eine 6,8—fache und bel

zwischen niedrigstem und hdchstem PCA-Wert ermittelt werden. Fur

Gruppe TT eine 9,1-fache Erhéhung von niedrigstem versus htchstem PCA-Mef3wert vor.

In der vorliegenden Studie wurde fur sogenannte Lowresponder (LR) ein PCA-Wert nach
LPS-Stimulation von £ 900 mU/10° Zellen festgelegt. Insgesamt erfilllten 16 (13%)
Probanden dieses Kriterium, davon 3 CC (18%), 11 CT (69%) und 2 TT (13%). Fur
Highresponder (HR) wurde eine TF-Aktivitdt von 3 3000 mU/10° Zellen bestimmt. 12 (10%)
Probanden der gesamten Studiengruppe, davon 1 CC (8,3%), 7 CT (58,3%) und 4 TT
(33,3%), zeigten eine entsprechende Aktivitét.

3.2.1.1 Tissue Factor: Statistische Analyse der Basalaktivitat als Mal3 der basalen

TF-Konzentration

CD14/ n Mittewert | SEM Minimum |Maximum (P
Genotypen

CC 38 2775 39,5 34 950

CT 56 380,1 53 10,3 1800

TT 26 330,5 81 9,6 1800

Gesamt 120 336,8 32,8 9,6 1800 Ns

Tabelle 3.2.1.1: PCA als MaR fur die TF-Konzentration/Basalwerte, Angabe der Tissue Factor-Aktivitat in
mU/10° Zellen (ns: nicht signifikant)

Bel den Basawerten der Probanden konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den drei
Allelgruppen gezeigt werden. Dabei wurden insgesamt 120 Proben (CC 3, CT 56, TT 26)
untersucht. Die Tissue Factor-Aktivitdt wurde bei den drei Versuchsgruppen mit einem
Mittelwert in der Gruppe CC 277,5 + 39,5 mU/10° Zellen (Spannweite 34 — 950) versus der
Gruppe CT 380,1 + 53 mU/10° Zellen (Spannweite 10,3 — 1800) und der Gruppe TT 330,5 +
81 muU/10° Zellen (Spannweite 9,6 — 1800) berechnet. Fir die Gesamtzahl der
Studienteilnehmer wurde der Mittelwert mit 336,8 + 32,8 mU/10° Zellen (Spannweite 9,6 —
1800) angegeben.
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Abbildung 3.2.1.1: PCA als Mal3 fir die TF-Konzentration/Basalwerte, Darstellung von Mittelwert und SEM:
CC (277,5+ 39,5), CT (380,1+53), TT (336,8+ 32,8), p= ns
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3.2.1.2 Tissue Factor: Statistische Analyse der TF-Aktivitat nach LPS-Stimulation

der Zellen
CD14/ n Mittdwert | SEM Minimum |Maximum |P
Genotypen
CC 38 17415 129.8 700 5100
CT 56 1798,6 118 570 3900
TT 26 1659,2 190,7 430 3900
Gesamt 120 1740,5 79,8 430 5100 Ns

Tabelle 3.2.1.2: PCA als MaR fir die TF-Konzentration/nach LPS-Simulation, Angabe der Tissue Factor-

Aktivitat in mU/10° Zellen (ns: nicht signifikant)

Die prokoagul atorische Aktivitét wurde bei insgesamt 120 Probanden (CC 38, CT 56, TT 26)

gemessen.

Nach siebenstiindiger Stimulation mit LPS und anschlief3ender Lyse der Monozyten wurde fir
die TF-Aktivitst ein Mittelwert fir die Gruppe CC 17415 + 1298 mU/10° Zellen
(Spannweite 700 — 5100), furr die Gruppe CT 1798,6 + 118 mU/10° Zellen (Spannweite 570 —
3900) und firr die Gruppe TT 1659,2 + 190,7 mU/10° Zellen (Spannweite 430 — 3900)
berechnet. Total lag der Mittelwert bei 1740,5 + 79,8 mU/10° Zellen (Spannweite 430 —
5100). Die statistische Analyse ergab keinen signifikanten Unterschied der drei Allelgruppen

untereinander.
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Abbildung 3.2.1.2: PCA als Mal3 fir die TF-Konzentration/nach LPS-Stimulation, Darstellung von Mittelwert
und SEM: CC (1741,5+ 129,8), CT (1798,6 + 118), TT (1659+ 190,7), p= ns

3.2.1.3 Multivarianzanalysen und weitere statistische Untersuchungen

Multivarianzanalysen, bei denen der bialele (-159 T/C) Promotorpolymorphismus mit
verschiedenen Merkmalen der Probanden gekoppelt wurde, zeigten keine signifikanten
Ergebnisse. Nikotin, orale Kontrazeptiva und Geschlecht hatten hier keinen signifikanten
Einfluf? auf die Tissue Factor-Aktivitét.

Weitere dtatistische Untersuchungen, mit denen die TF-Aktivitét zwischen Mannern und
Frauen, mannlichen Rauchern und Nichtrauchern, mannlichen und weiblichen Rauchern,
mannlichen und weiblichen Nichtrauchern (Wilcox-Test) sowie zwischen Nichtraucherinnen,
Raucherinnen, Nichtraucherinnen bzw. Raucherinnen mit Konrazeptivaeinnahme (ANOVA-

Test) verglichen, konnten keine signifikanten Unterschiede nachweisen.
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3.2.2 Tissue Factor: Ermittlung der TF-Konzentration basal und nach LPS-

Stimulation

In der Tabelle 3.2.2 wurden die jewelligen TF-Basal- und LPS-Stimulationswerte dargestelIt.

CcC CT 1T

B LPS B LPS B LPS

47,13 218,5 18,75 750 11,25 375

45 445,3 16,875 187 107 250

131 93 20,625 206,7 3,75 179,25

27 325 83 300 12 102

9,375 1715 20,625 89,125 225 160

45 220 36 255 40 266

59,875 121 53,5 103 13,125 71,687

11,25 812,5 375 875 9,375 218,5

73,625 371 13,2 121 28 285

40 420 9,375 85,25 25 183
13,125 101

Tabelle 3.2.2: Darstellung von Basal (B) - und LPS-Stimulationswerten (LPS), Angabe von TF in pg/10° Zellen

Die stimulierten Monozyten der einzelnen Versuchsteilnehmer reagierten im Vergleich mit
den unstimulierten Zellen auf eine Endotoxinexposition mit einer erhdhten TF-Expression.
Die extreme Spannweite fir die Basalwerte in Gruppe CT ergab sich durch einen sehr hohen
basalen Mel3wert eines Probanden fur Tissue Factor.

Basal lag bel Gruppe CC eine 7,9-fache, bei Gruppe CT eine 40—fache und bei Gruppe TT
eine 29-fache Differenz zwischen niedrigstem und hochstem TF-Wert vor. Bel den LPS
Stimulationswerten zeigte sich in Gruppe CC eine 8,7—fache, bei Gruppe CT eine 8,7—fache
und bel Gruppe TT eine 5,2—fache Erhdhung zwischen dem niedrigsten und hdchsten
Mel3wert.

Wie schon bel den PCA-Werten korrelierten bei dem chromogenen TF-Assay ein niedriger
bzw. hoher Basawert nicht zwangdaufig mit einem niedrigen bzw. hohen LPS-
Stimulationswert, wobei der eine Proband mit dem extrem hohen Basalmel3wert ebenfalls die
hochste TF-Aktivitét in der Probe nach LPS-Exposition aufwies.
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3.2.2.1 Tissue Factor: statistische Analyse der Basalwerte mit dem chromogenen
TF-Assay

CD14/ n Mittelwert | SEM Minimum |Maximum [P

Genotypen

CcC 10 37,1 6,8 94 73,6

CT 11 60 32 94 375

TT 10 27,2 9,5 3,7 107

Gesamt 31 42 11,4 3,7 375 Ns

Tabelle 3.2.2.1: TF (chromogener TF-Assay)/Basalwerte, Angabe von Tissue Factor in pg/10° Zellen (ns: nicht

signifikant)

Mit dem chromogenen TF-Assay wurde der basale Tissue Factor- Proteingehalt von 31 Proben
(CC 10, CT 11, TT 10) bestimmt. Der Mittelwert lag insgesamt bei 42 pg/10° + 11,4 Zellen
(Spannweite 3,7 — 375). Der Mittelwert wurde firr die Gruppe CC mit 37,1 + 6,8 pg/10°
Zellen (Spannweite 9,4 — 73,6) versus der Gruppe CT mit 60 + 32 pg/10° Zellen (Spannweite
9,4 — 375) und der Gruppe TT mit 27,2 pg/10° + 95 Zellen (Spannweite 3,7 — 107)

berechnet. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen gefunden

werden.
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Abbildung 3.2.2.1: TF (chromogener TF-Assay)/Basalwerte, Darstellung von Mittelwert und SEM: CC (37,1 £

6,8), CT (60+32), TT (27,2 9,5), p= ns
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3.2.2.2 Tissue Factor:

chromogenen Tissue Factor-Assay

Statistische Analyse

LPS-stimulierter

Zellen mit dem

CD14/ n Mittdwert | SEM Minimum |Maximum |P
Genotypen

CC 10 319,8 67 93 8125

CT 11 279,4 82,7 85,3 875

TT 10 209 28,4 71,7 375

Gesamt 31 269,7 37,3 71,7 875 Ns

Tabelle 3.2.2.2: Tissue Factor (chromogener TF-Assay)/nach LPS-Simulation, Angabe von Tissue Factor in
pg/10° Zellen (ns: nicht signifikant)

Die Monozyten von insgesamt 31 Probanden (CC 10, CT 11, TT 10) zeigten nach Stimulation

mit LPS im chromogenen TF-Assay keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei

Allelgruppen bezliglich des TF-Proteingehaltes. Der Mittelwert wurde fur die Gruppe CC mit
319,8 + 67 pg/10° Zellen (Spannweite 93 — 812,5), fiir die Gruppe CT mit 279 + 82,7 pg/10°
Zellen (Spannweite 85,3 — 875) und die Gruppe TT mit 209 + 28,4 pg/10° Zellen (Spannweite
71,7 — 375) angegeben. Insgesamt lag der Mittelwert der Probanden bei 269,7 + 37,3 pg/10°
Zéllen (Spannweite 71,7 — 875).
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Abbildung 3.2.2.2: Tissue Factor (chromogener TF-Assay)/nach LPS-Simulation, Darstellung von Mittelwert
und SEM: CC (319,8+ 67), CT (279,4+ 82,7), TT (209+ 28,4), p= ns
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3.2.3 TNF-a: Ermittlung der Basal und LPS-Stimulationswerte in den

Monozyteniberstanden mit dem TNF-a IEMA

In der folgenden Tabelle 3.2.3) wurden die einzelnen Basa- und LPS-Stimulationswerte
gegeniibergestelIt.

cC CT IT
B LPS B LPS B LPS
43 270 42 840 44 5130
43 4590 43 3210 48 1110
) 2430 48 8700 49 2634
43 570 0 10662 43 2874
42 210 41 3990 43 2071
46 7290 42 2070 42 840
43 810 45 1050 40 780
47 270 40 300 44 1530
45 5100 40 6630 42 1800
51 2190 41 2820 40 2715
40 1467

Tabelle 3.2.3: Gegeniiberstellung der individuell en Basal (B) - und Stimulationswerte (LPS) fir TNF-a (pg/10°
Zellen)

Basal zeigten sich relativ konstante Mefergebnisse (40-51 pg/10° Zellen) fir die 31
Probanden. Auf eine LPS-Stimulation reagierte jeder einzelne Proband mit einer individuellen
TNF-a-Synthese. Basal zeigte sich bei Gruppe CC eine 1,2-fache, bei Gruppe CT und TT
jewells eine 1,25-fache Steigerung von niedrigstem zu hoéchstem Mef3wert. Zwischen
niedrigstem und hdchstem LPS-Stimulationswert lag in Gruppe CC eine 34,7-fache, in
Gruppe CT eine 36-fache und in Gruppe TT eine 6,6-fache Erhdhung vor. Die grofdte
Spannbreite der LPS-Stimulationswerte ergab sich in Gruppe CT (300 - 10662 pg/10° Zellen)

und war durch einen Probanden mit einem sehr hohen TNF-a-Synthesewert bedingt.
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Ergebnisse

3.2.3.1 TNF-a: Statistische Analyse der Basalwerte

CD14/ n Mittelwert | SEM Minimum |Maximum [P
Genotypen

CcC 10 453 1 42 51

CT 11 429 1 40 50

TT 10 435 0,9 40 50

Gesamt 31 43,9 0,6 40 51 Ns

Tabelle 3.2.3.1: TNF-a (IEMA)/ Basalwerte, Angabe von TNF-a in pg/10° Zellen (ns: nicht signifikant)

Bel dem TNF-a Enzymimmunoassay wurden 31 Proben (CC 10, CT 11, TT 10) gemessen.
Bei den Basawerten lag der Mittelwert der Gruppe CC bei 453 + 1 pg/10° Zellen
(Spannweite 42 — 50) versus der Gruppe CT 42,9 + 1 pg/10° Zellen (Spannweite 40 — 50) und
der Gruppe TT 435 + 0,9 pg/10° Zellen (Spannweite 40 — 50). Firr die Gesamtzahl der
gemessenen Proben wurde der Mittelwert mit 43,9 + 0,6 pg/10° Zellen (Spannweite 40 — 51)

berechnet. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen bei den
TNF-a-Basawerten ermittelt werden.
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Abbildung 3.2.3.1: TNF-a (IEMA)/Basalwerte, Darstellung von Mittelwert und SEM: CC (45,3 £ 1), CT (42,9 =
1), TT (43,5£0,9),p=ns
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3.2.3.2 TNF-a: Statistische Analyse LPS-stimulierter Zellen

CD14/ n Mittelwert | SEM Minimum |Maximum [P
Genotypen

CcC 10 2373 787,3 210 7289

CT 11 37145 1033,4 300 10661

TT 10 2148,4 410 780 5130

Gesamt 31 2804,9 470 210 10661 Ns

Tabelle 3.2.3.2: TNF-a (IEMA)/nach LPS-Simulation, Angabe von TNF-a in pg/10° Zellen (ns: nicht

signifikant)

Nach Stimulation mit LPS unterschieden sich die Zellen der drei Allelgruppen im TNF-a-
IEMA nicht signifikant voneinander. Bei 31 untersuchten Proben (CC 10, CT 11, TT 10)
wurde fir die Gruppe CC der Mittelwert 2373 + 787,3 pg/10° Zellen (Spannweite 210 —
7289), firr die Gruppe CT 3714,5 + 1033,4 pg/10° Zellen (Spannweite 300 — 10661) und die
Gruppe TT 2148,4 + 410 pg/10° Zellen (Spannweite 780 — 5130) bei einem Gesamtmittelwert

von 2804,9 + 470 pg/10° Zellen (Spannweite 210 — 10661) ermittelt.
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Abbildung 3.2.3.2: TNF-a (IEMA)/nach LPS-Stimulation, Darstellung von Mittelwert und SEM: CC (2373 *
787,3), CT (3714,5+ 1033,4), TT (2148,4+ 410), p= ns
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3.24 IL-6: Ermittlung der Basal- und LPS-Stimulationswerte in den

Monozytenuberstanden mit dem IL -6 IEMA

Basal- und Stimulationswerte fir jeden Probanden wurden in der Tabelle 3.2.4 dargestellt.

cC CT IT

B LPS B LPS B LPS
25 0 15 270 15 2328
15 1830 12 330 20 150
15 240 15 2370 15 2853
12 390 15 3660 187 3828
13 150 15 300 15 3105
10 1206 15 480 12 240
10 240 15 150 18 570
12 270 15 3210 15 870
15 1104 15 3810 15 450
15 300 17 5610 15 2715

123 2721

Tabelle 3.2.4: Darstellung der individuellen MefZergebnisse basal (B) und nach LPS-Simulation (LPS) fir IL-6
(pg/10° Zellen)

FUr IL-6 ergaben sich bel jedem Probanden ein Basal- und ein LPS-Stimulationswert.

Die extremen Spannweiten fir die Basalwerte in den Gruppen CT und TT kamen durch
jewells einen sehr hohen Mef3wert zustande. Ansonsten lagen basal die Synthesewerte fir IL-
6 relativ konstant zwischen 10 und 25 pg/10° Zellen. Zwischen niedrigstem und héchstem
Basawert lag in Gruppe CC ene 2,5-fache, in Gruppe CT ene 10,25-fache und in Gruppe
TT eine 18,7-fache Erhdhung vor. Auf einen LPS-Stimulus reagierten die Zellen jedes
Probanden mit einer deutlich erhéhten IL-6-Synthese, deren Ausmal? jedoch unabhangig vom
Basalwert war. In Gruppe CC lag eine 20-fache, in Gruppe CT eine 37,4-fache und in Gruppe
TT ene 255-fache Erhdhung zwischen niedrigstem und hochstem IL-6-Mef3wert nach

Stimulation vor.
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Ergebnisse

3.2.4.1 IL-6: Statistische Analyse der IL-6-Basalwerte

CD14/ n Mittewert | SEM Minimum |Maximum |P
Genotypen

CcC 10 14,2 1,4 10 25

CT 11 24,7 9,8 12 123

TT 10 32,7 17,2 12 187

Gesamt 31 23,9 6,5 10 187 Ns

Tabelle3.2.4.1: IL-6 (IEMA)/Basalwerte, Angabe von IL-6 in pg/10° Zellen (ns: nicht signifikant)

Insgesamt wurden mit dem IL-6-IEMA 31 Proben (CC 10, CT 11, TT 10) zur Messung
verwendet. Fir die Gesamtzahl der Proben lag der Mittelwert bei 23,9 + 6,5 pg/10° Zellen
(Spannweite 10 — 187). Gruppe CC wies einen Mittelwert von 14,2 + 1,4 pg/10° Zellen
(Spannweite 10 — 25) versus Gruppe CT 24,7 + 9,8 pg/10° Zellen (Spannweite 12 — 122) und
versus Gruppe TT 32,7 + 17,2 pg/10° Zellen (Spannweite 12 — 187) auf. Die drei Gruppen

unterschieden sich statistisch nicht signifikant voneinander.




Ergebnisse

IL-6 pg/1.000.000 Zellen

CT

CD14/-159 Genotypen

Abbildung 3.2.4.1: I1L-6 (IEMA)/Basalwerte, Darstellung von Mittelwert und SEM: CC (14,2 + 1,4), CT (24,7 =
9,8), TT (32,7+17,2),p=ns
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3.2.4.2 IL-6: Statistische Analyse LPS-stimulierter Zellen

CD14/ n Mittewert | SEM Minimum |Maximum |P
Genotypen

CcC 10 582 176 90 1830

CT 11 2082,8 568 150 5610

TT 10 1710 438,7 150 3828

Gesamt 31 1478,7 271 90 5610 0,08

Tabelle 3.2.4.2: IL-6 (IEMA)/ nach LPS-Stimulation, Angabe von IL-6 in pg/10° Zellen (p = 0,08)

Interleukin-6 wurde bei 31 Probanden (CC 10, CT 11, TT 10) in den Uberstanden nach

Stimulation mit LPS bestimmt. Insgesamt wurde ein Mittelwert von 1478,7

Zellen (Spannweite 90 — 5610) berechnet. Die Gruppe CC (Mittelwert 582
Zéellen, Spannweite 90 — 1830) zeigte tendenziell niedrigere Mef3werte als die beiden T-
Allelgruppen CT (Mittelwert 2082,8 + 568 pg/10° Zellen, Spannweite 150 — 5610) und TT
(Mittelwert 1710 + 438,7 pg/10° Zellen, Spannweite 150 — 3828). Diese Tendenz konnte
statistisch nicht gesichert werden (p = 0,08).

271 pg/10°
176 pg/10°
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Abbildung 3.2.4.2: IL-6 (IEMA)/nach LPS-Simulation, Darstellung von Mittelwert und SEM: CC (582 £ 176),
CT (2082,8 + 568), TT (1710+ 438,7), p= 0,08

Bel den 31 untersuchten Probanden korrelierten die Hohe der Mef3ergebnisse fir Tissue

Factor, Tumornekrosefaktor-a und Interleukin-6 intraindividuell nicht miteinander.

3.2.5 Laborergebnisse

Bei den begleitenden Laboruntersuchungen ergab sich kein Hinweis auf eine Infektion bel
den Probanden (Blutbild und CRP im Normbereich). Die IL-6-Spiegel lagen bel allen
Probanden im Normbereich (Norm bis 11,3 pg/ml). Die ermittelten Routineparameter der
Gerinnungsmessung (Quick, INR, PTT, TZ, Fibrinogen) und der Elektrolytbestimmung waren
unauffallig und lagen ebenfalls im Normbereich.



Ergebnisse

3.2.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Genotypverteilung bel den 120 gesunden Versuchsteilnehmern wurde mit 38 CC, 56 CT
und 26 TT berechnet.

Die drei Allelgruppen unterschieden sich beztglich der Genotypverteilung und der Verteilung
der zuvor bestimmten Merkmale (Geschlecht, Alter, Rauchen, orale Kontrazeptiva) statistisch
nicht signifikant voneinander.

Die statistischen Analysen der Mef3ergebnisse, die mit dem ANOV A-Test und anschlief3ender
Signifikanzprifung nach Scheffe durchgefthrt wurden, zeigten fir Tumornekrosefaktor-a,
Interleukinr6 und Tissue Factor mit und ohne LPS-Stimulation keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Allelgruppen (p = ns). Die Gruppe CC wies tendenziell
niedrigere |L-6-Synthesewerte nach LPS-Exposition der Monozyten im Vergleich zu den
Allelgruppen CT und TT auf. Diese Tendenz konnte statistisch nicht gesichert werden (p =
0,08).

In Multivarianzanalysen unterschieden sich die drei Genotypen beziglich der TF-Aktivitét
(PCA) ebenfalls nicht signifikant voneinander.

Schliefdlich konnte kein statistischer Unterschied der monozytéaren TF-Aktivitdt zwischen
mannlichem und weiblichem Geschlecht sowie zwischen Rauchern und Nichtrauchern, bzw.
Frauen mit den Merkmalen Rauchen, Nichtrauchen, Einnahme oraler Kontrazeptiva und

Kombination Rauchen und Pille berechnet werden.
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4 Diskussion

In der hier vorgestellten Studie Uber die funktionellen Auswirkungen des (T-159C)-
Polymorphismus im Promotor des CD14-Gens von Monozyten konnte kein signifikanter

Unterschied zwischen den drei Genotypen bezliglich der Mediatorensynthese gezeigt werden.

Der Promotor eines Gens ist an der transkriptionalen Regulation der Genexpression beteiligt.
Er reguliert durch seine spezifische Basensequenz das Ausmal’ der Genexpression. Eine
Anderung in der Promotorsequenz kénnte sich auf die Frequenz der Genexpression und damit
auf das Ausmald der Proteinsynthese auswirken [Brown 27].

Bezogen auf den CD14-Rezeptor konnte ein Promotorpolymorphismus Konsequenzen fir die
CD14-Genexpression und damit fur die Zelloberflachenrezeptordichte haben. Eine hohere
versus einer niedrigeren Rezeptordichte konnte Auswirkungen auf die Rezeptorwirkung im
Sinne einer starkeren bzw. schwécheren Induktion der Zellaktivierung haben. Die Stérke der
Zellaktivation konnte schliefdlich Einfluld auf das Ausmal® der Synthese verschiedener
Mediatoren durch die Zellen haben.

Proinflammatorische und prokoagulatorische Mediatoren, die durch eine bakterieninduzierte
Monozytenaktivierung via CD14 freigesetzt werden, scheinen an der Atherogenese und den
akuten Koronarsyndromen beteiligt zu sein [ Fuster 52, Kane und Havel 75, Marmur 93, Toschi
152]. Eine durch das gramnegative Bakterium C. pneumoniae bedingte Geféldlasion wirde
pathogenetisch gut in das aktuelle Konzept der Atheroskleroseentstehung passen, dem die
sogenannte ,response to injury“-Theorie nach R. Ross [127] zugrunde liegt [Essig 42].
Infizierte Monozyten werden as sogenannte Carrier angesehen, mit deren Hilfe sich
Chlamydien theoretisch in Gefal3wanden absiedeln kdnnen [Essig 42]. In den Gefal3wanden
scheint eine durch die Bakterien initierte Schaumzellbildung — das Schllisselereignis in der
frihen Atherogenese — mdglich zu sein [Kalayoglu 74]. Eine Infizierung aller relevanten
Zelltypen humaner Gefél3e fuhrt schliefdlich zu ener vermehrten Synthese
proinflammatorischer und prokoagulatorischer Faktoren [Dechend 37, Heinemann 64, Netea
109]. Entziindungférdernde Cytokine werden fur die Plagueinstabilitdt und —ruptur [ Biasucci
17, Boyle 25, Davies und Thomas 36, Fuster 49, Kane und Havel 75, Libby 83], der Gerinnungsfaktor
TF fur die Koronarthrombose verantwortlich gemacht [Fuster 52, Marmur 93, Toschi 152]. Eine
erhdhte CD14-Rezeptordichte auf Monozyten kénnte eine stérkere Reaktion der Zellen auf

einen LPS-Stimulus bewirken mit folgender vermehrter Freisetzung proinflammatorischer
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Cytokine und Expression von Tissue Factor. Dies kénnte eine Atheroskleroseentstehung mit

folgender KHK intensivieren und akute Koronarsyndrome fordern.

Tatséchlich fanden Unkelbach et a. im Rahmen der Genotypiserung von 2228
koronarangiographierten Patienten bel einer Subgruppe (Alter > 62 Jahre, niedriges
Infarktrisikoprofil) eine positive Assoziation der Allelgruppe TT mit koronaren Ereignissen.
Die Autoren beschrieben nach statistischer Analyse Homozygotie fir das T-Allel as
unabhangigen Risikofaktor fir Myokardinfarkte und spekulierten Uber eine hohere CD14-
Rezeptordichte auf Monozyten, die urséchlich fir dieses Ergebnis verantwortlich sein kdnnte
[Unkelbach 153].

Die tschechischen Forscher Hubacek et al. wiesen ebenfalls in einer Studie Uber
genotypisierte, koronarangiographierte Patienten nach, dal3 homozygote T-Allelie mit einer
groReren Infarkthaufigkeit gekoppelt ist [Hubacek 69]. Obwohl in der Studie von Unkelbach et
a. [153] der CD14-Polymorphismus keine Beziehung zu etablierten Risikofaktoren der
koronaren Herzkrankheit hatte, konnte diese Unabhangigkeit in der Studie von Hubacek et al.
nicht gesehen werden [Kane und Havel 75]. Abgesehen von unterschiedlichen Studiendesigns
zeigten beide Verdffentlichungen eine Assoziation des T-Allels im Promotor des CD14-Gens
mit myokardialen Infarktereignissen in zwel ethnischen Gruppen Europas [Kane und Havel 75].
Die tschechischen Autoren wiesen darliber hinaus bei einer Analyse von 18 gesunden jungen
Mannemn (8 CC, 5 CT, 5 TT) nach, dal} die monozytd&re CD14-Rezeptordichte bei
homozygoten T-Alleltrégern signifikant hoher (» 40%) war as bel den anderen zwel
Genotypen [Hubacek 69]. In ihrem Editorial bekraftigen Kane und Havel [75] die Mdglichkeit
der stérkeren zelluléren Reaktivitét auf einen LPS-Stimulus bei hdherer Rezeptordichte mit

entsprechender Auswirkung auf koronare Herzkrankheiten.

In der vorliegenden Studie wurde erstmals untersucht, ob der biallele CD14
Promotorpolymorphismus (159 C/T) funktionelle Auswirkungen im Sinne einer stérkeren
bzw. schwécheren proinflammatorischen und prokoagulatorischen Reaktion von Monozyten
auf eine Stimulation mit bakteriellem Endotoxin hat. Dazu wurden die Entziindungs-
mediatoren Tumornekrosefaktor-a und Interleukin-6 in den ZellUberstdnden sowie die
Expression des Gerinnungsproteins Tissue Factor bei kultivierten, genotypisierten Monozyten
in Ruhe und nach LPS-Exposition gemessen.
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Die Genotypverteilung in der Studiengruppe (n = 120) wurde mit 31,6% CC, 46,7% CT und
21,7% TT berechnet und entsprach damit den von Unkelbach et a. [153] publizierten
Ergebnissen.

Die statistischen Auswertungen der Mef3ergebnisse fur Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-6
und Tissue Factor mit und ohne LPS-Stimulation zeigten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den drel Allelgruppen (p = ns). Die Gruppe CC wies tendenziell niedrigere IL-6-
Synthesewerte nach LPS-Exposition der Monozyten im Vergleich zu den Allelgruppen CT
und TT auf. Diese Tendenz konnte statistisch nicht gesichert werden (p = 0,08).

Mit diesen Ergebnissen konnte nicht gezeigt werden, dal3 der (T-159C)-Polymorphismus im
Promotor des CD14-Gens von Monozyten Einflu® auf das Ausmal? der Mediatorensynthese
hat.

Friheren Vertffentlichungen liegt die Theorie zugrunde, dal3 eine héhere monozytére CD14-
Rezeptordichte mit ener starkeren Zellaktivierung und damit stédrkeren  Synthese
entziindungs- und gerinnungsfordernder Proteine gekoppelt sein kénnte [Kane und Havel 75,
Hubacek 69]. Die Zelloberflachendichte des LPS-Rezeptors wurde allerdings im Rahmen
dieser Studie in den verschiedenen Allelgruppen nicht bestimmt. Auch Unkelbach et al. [153]
und Hubacek et al. [69] lieferten diesbezlglich im Rahmen ihrer retrospektiven Patientent
untersuchungen keine Ergebnisse. Nur die tschechischen Forscher zeigten unterschiedliche
Rezeptordichten bei einer Kontrollgruppe gesunder Probanden. Allerdings unterschied sich
diese Kontrollgruppe (45% CC, 39% CT, 16% TT) datistisch von der koronar-
angiographierten Patientengruppe (29% CC, 43% CT, 27% TT). Dies a3t die Frage offen, ob
sich auch das Rezeptormuster zwischen diesen beiden Gruppen unterscheidet, zumal die
CD14-Rezeptordichte unter chronischer Endotoxinbelastung — wie sie fur die Patientengruppe
im Rahmen einer infektassoziierten koronaren Atherosklerose angenommen werden kann —
nicht klar ist.

Des weiteren wurde in der vorliegenden Studie nicht berticksichtigt, dal3 LBP/L PS-Komplexe
zu unterschiedlichen Reaktionen CD14-positiver Zellen wie Internaliserung von LPS-
Molekilen [Schumann 140], AbstoRung von CD14-Antigen von der Zelloberflache [Bazil 13]
und Zellaktivierung via Signatransduktionskaskade [Perera 122] fuhren konnen. Diese
experimentell beobachteten Wirkmechanismen des CD14-Rezeptors kdnnten insgesamt die
Frequenz der Mediatorgenexpression ebenfalls beeinflussen. Unklar ist dartber hinaus, wie

diese Komplexitét der Rezeptorfunktion unter chronischer LPS-Stimulation aussieht.
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Geht man davon aus, dal3 de CD14-Rezeptordichte auf einer Zelloberflache das Outcome
verschiedener Mediatoren bestimmt, wird allerdings die eigene Regulation dieser Proteine auf
unterschiedlichen Ebenen nicht mitberticksichtigt. Die Hohen der einzelnen Mef3ergebnisse
fur Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-6 und Tissue Factor korrelierten bei den 31 Probanden
intraindividuell nicht miteinander. Dies konnte auf entsprechende Kontrollmechanismen
zurtckzufthren sein. Fir die Genexpression dieser Mediatoren existieren transkriptionale und
posttranskriptionale (trandational, posttrandational) Regulationsvorgange [Bauer 12], die
bedeutsam erscheinen.

Im Tumornekrosefaktor-a-Gen wurden verschiedene Polymorphismen identifiziert, die
alerdings keinen relevanten Einflul auf ein erhdhtes KHK-Risko zu haben scheinen
[Herrmann 66]. Auch tber einen Polymorphismus im Promotor des TNF-Gens mit klinischer
Assoziation gibt es verschiedene Berichte [Nadel 106, Manus 91].

Im Promotor des Interleukin-6-Gens wurde ein bidleler (-176 G/C) Polymorphismus
entdeckt, der mit unterschiedlichen |L-6-Plasmaspiegeln assoziiert war [Fishman 46].
Polymorphismen in verschiedenen Genregionen von Cytokinen koénnen die Transkription
dieser Mediatoren beeinflussen und so fur interindividuelle Unterschiede in der Cytokin
produktion verantwortlich sein [Danis 34]. Fur ein Low (LR)- und Highresponder (HR)-
Phanomen beziglich der TNF/IL-6-Genexpression wurden Kontrollprozesse auf
transkriptionalem Niveau verantwortlich gemacht [Schraut 138].

Schliefdlich ist bekannt, dal3 Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-6 und Tissue Factor durch
den Transkriptionsfaktor NF-kB transkriptional kontrollierte Proteine sind [O Brien und McVey
111]. Die Genexpression von Interleukin-6 wird zusétzlich suffizient durch die Kernfaktoren
NFIL6 und NFIL6b [Akira 2, Isshiki 72, Kinoshita 78], die Genexpression von Tissue Factor
durch AP-1 [Armstead § vermittelt und reguliert. Dies macht deutlich, dal3 eine isolierte
Betrachtung von LPS-Rezeptor und Ausmald von Mediatorenprodukten moglicherweise
unzureicherd ist. Vielmehr existieren auf dem Weg der Mediatorengenexpression
verschiedene komplexe Kontrollmechanismen, die mit zu berticksichtigen sind.

Auch konnte die isolierte Betrachtung der Zellen und der synthetiserten Mediatoren unter
einer LPS-Stimulation In-Vitro unzureichend sein, da eine monozytare TF-Expression z.B.
auch durch Tumornekrosefaktor-a induzierbar ist [O'Brien und McVey 111]. In der
vorliegenden Studie wurden Tumornekrosefaktor-a und Interleukin-6 in den ZelltUbersténden
ruhender und LPS-exponierter Zellen gemessen. Dabel wurde eine deutliche

Synthesesteigerung in den LPS-stimulierten Zellproben gefunden. Riickkoppelnde Wirkungen

61



Diskussion

dieser Cytokine auf die Zellen — wie eine TF-Aktivierung — wurden allerdings nicht

untersucht und berticksichtigt.

In der InVitro-Studie wurde mit einer einmaligen, extrem hohen LPS-Stimulation (100 ng/ul
Medium) der Monozyten vergleichbar einer akuten Infektion gearbeitet. Es stellt sich dabel
die Frage, ob das dabei resultierende Mediatorenmuster gleichsam unter einer chronischen
Endotoxinbelastung der Zellen auftreten wirde oder ob es unter chronischer LPS-Exposition
durch Modifikations-, Regulations- und Reparationsvorgange auf transkriptionaler und
posttranskriptionaler Ebene bzw. Rezeptorebene der Zellen nicht zu einem anderen
Mediatorenoutcome kommen wirde. Geht man davon aus, dal3 der infektassoziierten
Atherogenese eine chronische C. pneumoniae-Infektion zugrunde liegt, wird deutlich, wie
bedeutsam die Erforschung von Monozytenreaktionen auf chronische Endotoxinbelastungen
sind. Dies wére bei der Interpretation der hier vorgestellten Studienergebnisse und den
Untersuchungen von Unkelbach et a. und Hubacek et al. weiter wichtig, da die beiden

Forschergruppen retrospektiv Daten chronisch Herzkranker auswerteten [153, 69].

Bel Betrachtung der Studien von Unkelbach et al. und Hubacek et al. [153, 69] Uberraschte,
dal in ersterer Untersuchung die positive Assoziation des (T-159C)-Polymorphismus und
Myokardinfarkten unabhéngig von anderen, etablierten Risikofaktoren fir die koronare
Herzkrankheit war. Dies Uberraschte um so mehr, als dieser Sachverhat nur fur ene
Patientengruppe mit einem Lebensalter von Uber 62 Jahren zutraf. Hubacek et al. [69] konnten
ahnliches in ihrer Untersuchung nicht zeigen. Verfolgt man die ,response to injury“-Theorie
der Atherosklerose und bedenkt, dal? das KHK-Risko bel Vorhandensein von mehreren
Risikofaktoren Uberadditiv zunimmt, erscheint es nicht einleuchtend, warum die C.
pneumoniae-induzierte koronare Atherosklerose unabhangig von Standardrisikofaktoren wie
etwa Hyperlipoproteindmie, Nikotinabusus, arterielle Hypertonie, Bewegungsmangel, Stref3
und Diabetes mellitus sein soll. Bemerkenswert erscheint dabel, dal} diese postive
Assoziation bei Unkelbach et al. [153] in einer nachfolgend gebildeten Subgruppe mit 76
Individuen beobachtet wurde. In der Gesamtpopulation von 2228 Patienten konnte keine
signifikante Assoziation zwischen CD14-Polymorphismus und koronarer Herzkrankheit bzw.
Myokardinfarkten gesehen werden [Zee 168]. Dartiber hinaus lassen beide Studien offen, ob
bei den untersuchten und genotypisierten KHK-Patienten Uberhaupt eine chronische C.
pneumoniae-Infektion bzw. eine chronischrinflammatorische Situation vorlag oder

entsprechende Hinweise in Atherektomieprdparaten gefunden wurden.
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In der vorliegenden Studie konnten bei 31 von insgesamt 120 Studienteilnehmern aus der 50
ml umfassenden Vollblutprobe ausreichend Monozyten isoliert werden. Bei diesen 31
Probanden (10 CC, 11 CT, 10 TT) wurde unter anderem IL-6 in den ZellUberstdnden ruhender
und LPS-stimulierter Monozyten gemessen. Betrachtet man das Ergebnis fir Interleukin-6
nach LPS-Exposition der Zellen, fallt auf, dal3 die Gruppe CC tendenziell niedrigere IL-6-
Synthesewerte im Vergleich zu den anderen zwel Allelgruppen CT und TT aufwies. Diese
Tendenz konnte statistisch nicht verifiziert werden (p = 0,08).

Nach Schieffer [135] sind akute Koronarsyndrome mit erhohten |L-6-Plasmaspiegeln
assoziiert. Erhohte Interleukin-6-Serumwerte konnten bel Patienten mit instabiler Angina
Pectoris gefunden werden und scheinen den Anfall eines akuten Koronarsyndroms ausl 6sen
zu kénnen [Biassuci 15, Marx 94].

In atherosklerotischen Plaques wurde IL-6 in makrophagendichten Bereichen lokalisiert
[Schieffer 134]. Eine hohe Makrophagendichte in einem Plaque macht diesen anféllig fir eine
Plagueruptur [Fuster 48, Fuster 49]. Interleukin-6 spielt eine zentrale Rolle bei
Entztindungsvorgangen, der Makrophagenmigration und -differenzierung und induziert die
Expression Akuter Phasen Proteine in glatten Gefal3muskelzellen [Bacon 11, Biasucci 15,
Biswas 21 , lkeda 70, Kishimoto 80]. IL-6 scheint durch Stimulierung der Synthese von
Enzymen, die die extrazellulére Matrix erniedrigen [Galis 53, Galis 54] sowie durch Erhéhung
von LDL-Rezeptoren in Makrophagen und Stimulierung der Lipidaufnahme in diesen Zellen
[Hamanaka 63] zur Entwicklung akuter Koronarsyndrome beizutragen. Darlber hinaus
aktiviert IL-6 Makrophagen zur Sekretion von Monozyten Chemotaktischen-Protein-| [Biswas
21]. Dieser Mediator ist fur die Rekrutierung von Monozyten in Gewebe und fir
inflammatorische Ereignisse im Rahmen der Atherosklerose entscheidend [Biswas 21, Boring
24]. Schliefdlich reguliert 1L-6 die Expresson von Adhasionsmolekilen und anderen
Cytokinen, die entzindliche Reaktionen verstérken [lkeda 70, Kishimoto 80, Mantovani 90].
Theoretisch  konnten interindividuell  unterschiedliche IL-6-Werte innerhalb eines
atherosklerotischen Plagues, Plaqueinstabilitéten und -rupturen mehr oder weniger férdern.

M oglicherweise konnte durch Messung von Interleukin-6 bel einer erhohten Probandenzahl (n
> 31) eine statistische Signifikanz im Sinne einer erniedrigten IL-6-Synthese CC-
Homozygoter versus CT-Heterozygoten und TT-Homozygoten ermittelt werden. Falls dieses
Ergebnis durch eine unterschiedliche CD14-Rezeptordichte auf der aul3eren
Monozytenmembran bedingt wére, wére ebenso ein signifikanter Unterschied zwischen den
Allelgruppen CT und TT denkbar. Méglich ist aber auch, dal3 im Zellkern nur ein Allel des
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Promotors fur die Rezeptorgenexpression aktiv ist (Allel C oder Allel T) und dai3 das T-Allel
bezlglich der CD14-Genexpression dominant wirkt. Dieser Sachverhalt konnte die in dieser
Studie beobachtete Tendenz bei der IL-6-Synthese von LPS-exponierten Monozyten erkléren.
Um diese Tendenz zu sichern, waren also Studien mit einer gréf3eren Studienteilnehmerzahl
vonnoten. Dartiber hinaus scheint eine gleichzeitige Untersuchung des bialelen €176 G/C)
Promotorpolymorphismus im IL-6-Gen bei diesen Probanden nétig zu sein, da dieser
Genpolymorphismus in einer klinischen Studie unterschiedliche IL-6-Plasmaspiegel zeigte
[Fishman 46]. Schliefdlich stellt sich die Frage, ob nicht eine komplexere Sichtweise bei der IL-
6-assoziierten koronaren Atherosklerose angezeigt wére. So scheinen CD14-negative glatte
GefalBmuskelzellen als Wirtszellen fur Chlamydien wahrend chronischer Infektionen zu
dienen. Diese bakterieninfizierten Zellen zeigten eine erhthte IL-6-Produktion In-Vitro [Rodel
126]. Interessant wére, ob es hier interindividuelle Unterschiede gibt und wodurch diese
bedingt sind. Darlber hinaus scheint eine IL-6-Expression in atherosklerotischen Plaques
durch ein aktiviertes ReninrAngiotensinSystem (RAS), das as Riskofaktor fur
Myokardinfarke beschrieben wurde, moglich zu sein [Schieffer 136]. Demnach kénnte der
inflammatorische  Prozel3 innerhalb eines atherosklerotischen Plaques durch en
blutdruckregulierendes System und nicht durch eine mdgliche chronische, bakterielle
Infektion getriggert sein. Denkbar wére hier auch eine additive bzw. Uberadditive Zunahme
von Interleukin-6-Synthesewerten, wenn ein infektioses Ereignis und ein aktiviertes RAS
gleichzeitig auftreten. Dies wirde zu der von Muhlestein et a. aufgestellten Theorie passen,
wonach eine chronische Infektion zusétzlich die durch KHK-Standardrisikofaktoren (z.B.
Hypertonie, Hyperlipidamie) erhdhten inflammatorischen Reaktionsparameter weiter erhoht

[Muhlestein 100, Muhlestein 102].

Insgesamt scheint die vorliegende Studie aber die Untersuchung von Zee et al. [168] zu
bestdtigen, die den pradiktiven Wert des biallelen €260 C/T) Polymorphismus beziglich
Myokardinfarkten in einer prospektiven Studie analysierten. Es handelt sich dabei um den
selben Promotorpolymorphismus. Die Autoren zéhlten in ihrer Untersuchung ab dem ersten
Codon, das in eine Aminosaure trandatiert wird, wohingegen bei Unkelbach et al. [153] und
in der vorgestellten Studie ab der Transkriptionsstartstelle gezéhlt wurde. In der ,Physician
health study” wurden dabei 14916 gesunde Ménner Uber einen Zeitraum von 12 Jahren
beobachtet. 387 Sudientellnehmer, die im Laufe dieser Zeit einen Myokardinfarkt erlitten
und eine gleiche Anzahl Studienteilnehmer, bel denen keine Gefél3erkrankungen in den 12

Jahren auftraten, wurden genotypisiert. Die Forscher konnten keine signifikante Assoziation
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zwischen dem CD14-Polymorphismus und Myokardinfarkten nachweisen. Fir das
Risikomanagement scheint die CD14 C(-159)T-Genotypisierung daher eher nicht geeignet zu
sein [Zee 168].

Abschlieffend sei noch auf die Low (LR)- und Highresponder (HR)-Theorie fir monozytéare
TF-Aktivitét von Osterud [118] verwiesen. Fur Tissue Factor zeigten HR eine bis zu 50-fache
Erhohung der Aktivitét nach LPS-Stimulation gegentiber LR [ Osterud 118]. Dieses Phdnomen
wurde mit Interaktionen zwischen Thrombozyten und LPS-aktivierten Monozyten [Osterud
115] sowie zwischen Thrombozyten, Granulozyten und LPS-stimulierten Monozyten
[Halvorsen 62, Osterud 117] erklart. Inkubiert man z.B. LPS-stimulierte Monozyten von LR mit
Thrombozyten von HR, konnte ein Anstieg der TF-Aktivitét beobachtet werden [Osterud 115].
Dabel scheint der Plattchenaktivierungsfaktor (PAF) eine entscheidende Rolle zu spielen
[Osterud 116].

In der vorliegenden Studie lagen die Spannweiten zwischen LR und HR mit einer insgesamt
11,8-fachen Erhdhung zwischen niedrigstem und héchstem PCA-Wert sowie 12,2-fachen
Erh6hung des niedrigsten versus hdchsten TF-Mef3wertes im chromogenen TF-Assay deutlich
niedriger as in der Literatur beschrieben [Osterud 118]. Es fand sich in der vorliegenden
Studie kein Zusammenhang mit zuvor bestimmten Probandenmerkmalen wie z.B. Rauchen
oder Einnahme oraler Kontrazeptiva.

In der vorliegenden Studie wurden die Monozyten der verschiedenen Probanden im gleichen
Medium kultiviert und mit LPS stimuliert. Daher kann man davon ausgehen, dal3 es zu den
dabei gemessenen interindividuell unterschiedlichen TF-Aktivitdéten unabhéangig von
Thrombozyten und Granulozyten kam. Allerdings ist denkbar, dal’ unter der zusétzlichen
Anwesenheit dieser Zellen die TF-Aktivitat bei HR sich noch weiter erhohen konnte. Dies
konnte fur den Tissue Factor-Gehalt innerhalb eines atherosklerotischen Plaques und for
thrombotische Ereignisse nach Plagueruptur ebenfalls Konsequenzen haben.

Ist laut Hoélschermann et a. [68] monozytére TF-Aktivitdt unter Nikotin und
Kontrazeptivagebrach bel Frauen erhoht, konnte Entsprechendes in der vorliegenden Studie
nicht nachgewiesen werden. Dies konnte an unterschiedlichen Studiendesigns beider
Untersuchungen liegen. So kultivierten und stimulierten Holschermann et al. im Gegensatz zu

dieser Studie die Zdllen in serumfreiem Medium.

Die vorliegende In-Vitro-Untersuchung konnte einen Einfluf3 des CD14-Polymorphismus auf

eine stérkere bzw. schwéachere Mediatorensynthese nicht zeigen und dadurch eine mdgliche
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Erklarung fur die Ergebnisse von Unkelbach et al. [153] und Hubacek et a. [69] liefern. Die
Bindung von LPS an den CD14-Rezeptor initiiert zwar eine Zunahme der Genexpression
verschiedener proinflammatorischer und prokoagulatorischer Mediatoren. Diese Gen
expressionen unterliegen aber selbst Regulationsprozesssen, die in der Studie nicht
berticksichtigt wurden. Darliber hinaus scheint die Studienteilnehmerzahl (n = 31) hinsichtlich
der Messung von IL-6 in den ZellUberstanden ein limitierender Faktor in der Bewertung der
vorliegenden Studie zu sein, da bei LPS-exponierten Monozyten zwar tendenziell niedrigere
IL-6-Synthesewerte bel CC-Homozygoten gefunden wurden, diese Tendenz aber statistisch

nicht verifiziert werden konnte.

Vielmehr scheint die Untersuchung die prospektive ,,Physician helath study”, in der keine
Beziehung zwischen (T-159C)-Polymorphismus und Myokardinfarkten gesehen wurde [Zee
168], zu bestétigen. Daher scheinen weltere experimentelle Studien mit  hoheren
Probandenzahlen notig zu sein, die unter Beachtung der Komplexitét der Genexpression und
der infektassoziierten Atherosklerose maogliche funktionelle Auswirkungen des CD14-

Polymorphismus untersuchen, vor alem unter Berlicksichtigung der sogenannten Toll-like
Rezeptoren.



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Monozyten konnen durch Lipopolysaccharid gramnegativer Bakterien aktiviert werden. Die
Aktivierungsreaktion fuhrt zu einer Mediatorsynthese der Zelle. Proinflammatorische und
prokoagulatorische Mediatoren, die durch eine solche bakterieninduzierte Monozyten
aktivierung freigesetzt werden, scheinen an der Atherogenese und den akuten
Koronarsyndromen beteiligt zu sein.

Der spezifische LPS-Rezeptor auf der aufReren Monozytenmembran ist das CD14-Antigen
(mCD14). Die Bindung an diesen Rezeptor erfolgt LBP-vermittelt. Fur das CD14-Gen wurde
in der Promotorsequenz ein DNA-Polymorphismus an Position —159 (C/T) identifiziert. Im
Rahmen einer retrospektiven Studie Uber koronarangiographierte Patienten konnte bel einer
nachfolgend gebildeten Subgruppe (niedriges Risikoprofil, Alter > 62 Jahre), die 76
Individuen umfaldte, eine positive Assoziation zwischen TT-Homozygotie und
Myokardinfarkten beobachtet werden. Der CD14-Polymorphismus wurde anschlief3end als
unabhangiger Risikofaktor fir Myokardinfarkte beschrieben.

Der Promotor ist fir die Regulierung der CD14-Genexpression verantwortlich und kann
moglicherweise die Frequenz der CD14-Proteinsynthese bestimmen. Eine hohere CD14-
Rezeptordichte auf der auf3eren Monozytenmembran kénnte mdglicherweise zu einer
stérkeren Zellaktivierung mit folgender starkerer Mediatorsynthese fuhren. Dies konnte

theoretisch fir den Prozef3 der Atherogenese bedeutsam sein.

In der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob der biallele (-159 C/T) Polymorphismus sich
alelabhéngig im Sinne einer stéarkeren bzw. schwéacheren proinflammatorischen und
prokoagul atorischen Reaktion von Monozyten auf eine LPS-Stimulierung auswirkt.

Dazu wurden Monozyten aus dem Vollblut gesunder, genotypisierter Probanden (n = 120)
isoliert und mit bzw. ohne LPS kultiviert. Die Genotypverteilung der Studiengruppe wurde
mit 31,6% CC, 46,7% CT und 21,7% TT berechnet. Die drei Allelgruppen unterschieden sich
beziiglich der Genotypverteilung und der Verteilung zuvor bestimmter Merkmale
(Geschlecht, Alter, Rauchen, orale Kontrazeptiva) statistisch nicht signifikant voneinarder.
Die Aktivitét des prokoagulatorischen Proteins Tissue Factor wurde bei lysierten Zellen mit
einem Ein-Schritt-Gerinnungstest (PCA) bestimmt (n = 120). Bel 31 Probanden (10 CC, 11
CT, 10 TT) konnten ausreichend Monozyten isoliert werden. Bel diesen wurde die Sekretion
der entzindungsfordernden Cytokine Tumornekrosefaktor-a und Interleukin-6 in den

Monozytenlbersténden mit einem Enzymimmunoassay (IEMA) ermittelt. AulRerdem erfolgte
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bei diesen Probanden eine Quantifizierung von Tissue Factor mit einem chromogenen Tissue
Factor-Assay. Die Mef3ergebnisse der drei Allelgruppen wurden statistisch mit dem ANOVA-
Test und anschlieffender Signifikanzprifung nach Scheffe miteinander verglichen.

Es konnten bei der Bestimmung von Tumornekrosefaktor-a, Interleukin-6 und Tissue Factor
(PCA/chromogener TF-Assay) mit und ohne LPS-Stimulation keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Allelgruppen (p = ns) gezeigt werden. Die Gruppe CC wies
tendenziell niedrigere 1L-6-Synthesewerte nach LPS-Exposition der Monozyten im Vergleich
zu den Allelgruppen CT und TT auf. Diese Tendenz konnte statistisch nicht verifiziert werden
(p =0,08).

In Multivarianzanalysen unterschieden sich die drei Genotypen beziiglich der Tissue Factor-
Aktivitéat (PCA) ebenfalls nicht signifikant voneinander.

Die vorliegende Studie konnte damit keinen Zusammenhang zwischen dem CD14-
Polymorphismus und starkerer bzw. schwéacherer Mediatorsynthese nach L PS-Exposition von
Monozyten belegen. Damit wurde auch keine mégliche Erklarung fur die positive Assoziation
TT-Homozygoter mit Myokardinfarkten in fruheren Studien gefunden. Die fruheren
Veroffentlichungen zugrundeliegende Hypothese Uber die CD14-Rezeptordichte auf der
aul3eren Zellmembran wurde im Rahmen dieser Studie nicht untersucht. Weiter wurden in der
Literatur beschriebene unterschiedliche Reaktionen des LPS-Rezeptors auf einen Endotoxin
Stimulus nicht berticksichtigt. Transkriptionale und posttranskriptionale Regulationsprozesse
der Mediatorengenexpression, die entscheidend fir die jeweilige Proteinsynthese sind,
wurden ebenfalls nicht beachtet. Eine isolierte Betrachtung von CD14-Polymorphismus und
Mediatorsynthese erscheint deshalb nicht ausreichend.

Schliefdlich a3t die vorliegende Studie die Frage offen, wie CD14-Rezeptordichten und
Mediatorenmuster unter einer chronischen Endotoxinbelastung, die wohl fur die
Atherogenese entscheidend ist, aussehen. Limitierend scheint auch die Probandenzahl
hinsichtlich der IL-6-Synthesewerte (n = 31) zu sein, da hier eine Tendenz statistisch nicht
gesichert werden konnte. Vielmehr scheint die Untersuchung eine neue prospektive Studie zu
bestétigen, die keinen Zusammenhang zwischen dem (T-159C)-Polymorphismus und
Myokardinfarkten fand.

Weitere Studien mit grofderen Probandenzahlen unter Einbeziehung der komplexen Aspekte
der infektassoziierten KHK erscheinen sinnvoll, um den Zusammenhang des biallelen (-159
C/T) CD14-Polymorphismus und der koronaren Atherosklerose auf experimenteller Ebene zu
kl&ren.
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