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1 Zusammenfassung / Summary

Der kardiogene Schock (CS) nach akutem Myokardinfarkt (AMI) ist immer noch mit
einer hohen Mortalitit behaftet. Es ist inzwischen bekannt, dass eine systemische
inflammatorische Reaktion (SIRS), die durch oxidativen Stress vermittelt wird, eine
wichtige Rolle in der Pathogenese spielt und das Outcome negativ beeinflusst. Die
Aktivierung des Multiliganden-Rezeptors Receptor for advanced glycation end products
(RAGE) durch seine Liganden vermittelt inflammatorische Prozesse mit konsekutiver
Gewebsschidigung. In der Literatur finden sich einige Hinweise, dass die losliche Form
des Rezeptors im Plasma (soluble RAGE, sRAGE) die Liganden-vermittelten Signal-
transduktionswege von RAGE verhindert, indem es diese Liganden bindet, da sRAGE
die gleiche Ligandenbindungsspezifitit hat wie der vollstindige Rezeptor. Dieser positive
Effekt zeigte sich beispielsweise in einem Tiermodell, in dem die Verabreichung von
rekombinantem sRAGE die Myokardinfarktgroke verkleinerte und das Uberleben nach
AMTI verbesserte.

Unsere Hypothese ist daher, dass die monozytiare RAGE-Expression negative Effekte und
hohe im Plasma zirkulierende sSRAGE-Konzentrationen hingegen positive Auswirkungen
auf das Uberleben im kardiogenen Schock haben konnten. Bisher gibt es jedoch keine
Daten zur Rolle von RAGE und sRAGE im kardiogenen Schock.

Wir fiihrten eine prospektive Beobachtungs-Kohortenstudie auf der internistischen Inten-
sivstation des Universitatsklinikums des Saarlandes durch. In die Studie schlossen wir 30
Patienten im CS nach AMI, 20 altersgleiche Patienten mit unkompliziert verlaufendem
AMI sowie 20 altersgleiche gesunde Probanden ein. Wir untersuchten die monozytire
RAGE-Expression mittels Durchflusszytometrie und die im Plasma zirkulierende sRAGE-
Konzentration mittels Westernblotting bei Aufnahme auf die Intensivstation und stellten
diese in Beziehung zu bereits etablierten Prognose-Parametern fiir das 28-Tage-Uberleben
im CS. Die monozytire RAGE-Expression ergab einen signifikanten Anstieg in den Nicht-
Uberlebenden im CS (137.0247.48 mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI), n=13) im Ver-
gleich zu den Uberlebenden im CS (67.8048.33 MFI, n—=17, p<0.001). Im Gegensatz dazu
zeigten sich in den Westernblots signifikant niedrigere Plasma-sRAGE-Level bei den Nicht-
Uberlebenden im CS (79.87+10.62 arbitrary units (AU), n=13, p=0.004) im Vergleich zu
den Uberlebenden im CS (127.65410.52 AU, n=17). Die monozytire RAGE-Expression
und die im Blut zirkulierende sRAGE-Konzentration wurden als Prédiktoren fiir die
28-Tages-Mortalitat im CS ermittelt, was durch die Receiver operating characteristic
(ROC) bestitigt wurde (RAGE: Area Under the Curve (AUC)=0.943+0.05, p<0.001,
sRAGE: AUC=0.815+0.08, p<0.01). Sowohl RAGE als auch sRAGE zeigten sich in

der Cox-Regressionsanalyse als unabhéngige Pradiktoren fiir die Sterblichkeit. Bei einer



monozytiren RAGE-Expression >103.6 MFI besteht ein 27.87-facher (p<0.001), bei einem
sRAGE-Level <76.88 AU/PC besteht ein 3.97-fachen (p=0.019) Anstieg in der 28-Tages-
Mortalitdt im CS.

Bei unseren Patienten waren immer intraindividuell hohe monozytire RAGE-
Expressionen mit niedrigen 16slichen sRAGE Plasmakonzentrationen assoziiert und
umgekehrt. Wir fanden eine signifikant inverse Korrelation zwischen Plasma-sRAGE-
Spiegeln und der monozytiren RAGE-Expression (r=-0.569, r>=0.528, p<0.001, n=50).
Als einen moglichen Pathomechanismus konnten wir anhand von in-vitro-Untersuchungen
(n=4) einen Metalloproteinasen-induzierten ,shedding“-Mechanismus nachweisen. Dabei
bewirkten aktivierte Metalloproteinasen ein Abscheren der monozytiren RAGE-

Rezeptoren und somit einen Anstieg der zirkulierenden l6slichen sRAGE-Spiegel.

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmalig die negative Bedeutung von erhShter monozytéarer
RAGE-Expression und erniedrigtem zirkulierendem sRAGE-Spiegel bei Patienten im kar-
diogenen Schock. RAGE und sRAGE kénnten eine prognostische Bedeutung als Biomarker
fiir das Uberleben im CS haben und méglicherweise neue therapeutische Ansitze im CS

bieten. Dies miissen jedoch erst grofere Studien beweisen.

Summary

Cardiogenic shock (CS) is still the leading cause of death in patients with acute myocardial
infarction (AMI). New evidence suggests that a systemic inflammatory response syndrome
(SIRS) mediated by oxidative stress plays an important role in pathogenesis of shock
and negatively influences its outcome. Activation of the multiligand-receptor Receptor for
advanced glycation end products (RAGE) by its ligands promotes inflammatory processes
followed by tissue injury. The available evidence suggests that soluble forms of RAGE
(SRAGE) circulating within the plasma prevents RAGE-mediated signalling cascades by
acting as a decoy, as it has the same ligand binding specificity as the full-length RAGE.
In an animal model animals benefit from administration of recombined sSRAGE, because

it reduced the myocardial infarct size and led to a better outcome after AMI.

Thus, we hypothesize that monocytic RAGE-expression might be deleterious and high
concentration of circulating sSRAGE in plasma might be beneficial to survival in cardio-
genic shock. However, to date, no data exists concerning the role of RAGE and sRAGE

in cardiogenic shock.
We carried out a prospective, observational cohort study at the intensive critical care unit

of the Universitiatsklinikum des Saarlandes. In our study, we enrolled 30 patients in CS

following AMI, 20 age-matched patients with uncomplicated AMI and 20 age-matched
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healthy volunteers. We related monocytic RAGE-expression assessed by Fluorescence
Activated Cell Sorting (FACS) and in plasma circulating sRAGE-concentration
assessed by western blotting to established prognostic parameters for 28-day-survival
in CS. Monocytic RAGE-expression was significantly increased in non-survivors in
CS (137.02+7.48 mean fluorescence intensity (MFI), n=13) compared to survivors
(67.804+8.33 MFI, n=17, p<0.001). Conversely, non-survivors had significantly decreased
plasma sRAGE-levels (79.87£10.62 arbitrary units (AU), n=13, p=0.004) compared to
survivors in CS (127.654+10.52 AU, n=17) as assessed by western blotting. Monocytic
RAGE-expression and sRAGE-concentration circulating within the bloodstream were
determined as predictors for 28-day-mortality in CS, as confirmed by Receiver operating
characteristic (ROC) (RAGE: Area under the curve (AUC)=0.9434+0.05, p<0.001,
sRAGE: AUC=0.815+0.08, p<0.01). RAGE as well as SRAGE independently predicted
mortality as shown by Cox regression analysis. The 28-day-mortality-rate in CS was
27.87-fold (p<0.001) higher in patients with a monocytic RAGE-expression >103.6 MFI
and 3.97-fold (p=0.019) higher in patients with a SRAGE-level <76.88 AU.

Among our patients there was an intraindividual association between a high monocytic
RAGE-expression and a low soluble sRAGE-plasma-level and vice versa. There was
an inverse correlation between circulating sRAGE-plasma-concentration and monocy-
tic RAGE-expression (r—-0.569, r?=0.528, p<0.001, n=50). Through in-vitro testing
we identified a matrix-metalloproteinase-induced shedding mechanism as a possible
pathomechanism (n=4). Activated matrix-metalloproteinases shed the monocytic RAGE-

receptor and thus increase the circulating soluble sSRAGE-level.

We are first to show the negativ role of elevated monocytic RAGE-expression and
decreased plasma sRAGE-levels in patients in cardiogenic shock. RAGE and sRAGE
possibly play a prognostic role as biomarkers for survival in CS and might represent a

novel therapeutic target in CS. Further studies are required to investigate this.
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2 Einleitung

2.1 Kardiogener Schock — Allgemeines
2.1.1 Definition des kardiogenen Schocks

Der kardiogene Schock (CS) ist definiert als ein kardiales Pumpversagen, in dessen
Folge es zu einer zunehmenden Kreislaufzentralisation mit Hypoperfusion und un-
zureichender Sauerstoffversorgung lebenswichtiger Organe kommt. Die Folgen dieser
Minderdurchblutung kénnen sein: Verwirrtheit, Agitiertheit oder Somnolenz bei einer ze-
rebralen Hypoxie; Oligurie oder Anurie bei einer renalen Hypoperfusion; gastrointestinale
Symptome bei einer mesenterialen Minderdurchblutung; blasse, kiihle, schweifige, mar-

morierte Haut und ggf. auch Zyanose bei einer peripheren Minderperfusion [46].

Neben dieser klinischen Definition ldsst sich der kardiogene Schock auch iiber ein invasives

hémodynamisches Monitoring definieren [36] 46, [73] [78]:

e cin erniedrigtes Herzzeitvolumen (Wird das Herzzeitvolumen auf die Kérperober-
fliche bezogen, spricht man vom Herz-Index= Cardiac Index, CI <2,21/min/m?.)

verbunden mit

e erniedrigten system-arteriellen Blutdruckwerten (systolischer Blutdruck <90 mmHg

tiber 30 min) oder
e cinem Blutdruckabfall > 30 mmHg vom Ausgangswert fiir mind. 30 min oder

e cinem Anstieg des pulmonalkapilldren Verschlussdruckes (pulmonary capillary wed-

ge pressure, PCWP >15mmHg) oder

e cinem erniedrigten Cardiac Power Index (CPI <0,4 mmHg/1/min/m?), welcher sich
aus dem Produkt aus Cardiac-Index und mittlerem systemarteriellen Blutdruck
(MAP) errechnet (CPI= CI x mittlerer arterieller Blutdruck x 0.0022).

2.1.2 Epidemiologie der Akuten Koronarsyndrome und des kardiogenen Schocks

In iiber 70% der Félle ist ein herzinfarktbedingter kardiogener Schock die hiufigste
Ursache des myokardialen Pumpversagens. [35]. Mit Hilfe einer schnellen Herzinfarkt-
therapie — . Jede Minute zahlt!“ — mit rascher Wiederherstellung einer effektiven koronaren
Perfusion durch Akut-Koronarintervention, priahospitale Fibrinolyse, Antikoagulation und
kombinierter Thrombozytenaggregationshemmung konnte in den letzten Jahren die Mor-
talitdt des akuten Myokardinfarktes (AMI) auf unter 25 % gesenkt werden [84]. Kommt es

im Rahmen eines akuten Myokardinfarktes jedoch zu einem kardiogenen Schock, so liegt
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die Sterblichkeit trotz allen interventionellen und medikamentdsen Revaskularisations-
verfahren unverdndert hoch bei 50-70 % [36], B34, 38|, wobei die Inzidenz des CS von
ca. 7,5 % seit den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts bis heute auf ca. 4 % gesunken ist
[32].

2.2 Kardiogener Schock — Pathophysiologie
2.2.1 Allgemeine Pathophysiologie des kardiogenen Schocks

Einem kardiogenem Schock liegt ein myokardiales Pumpversagen zugrunde, das in der
Regel mit einer Abnahme der Auswurfleistung (Cardiac Index = CI) einhergeht. Dies
fithrt zu einer Minderperfusion der peripheren Organe (Vorwirtsversagen) oder zu einer
Riickstauung in das zum betroffenen Ventrikel proximal befindliche Kreislaufsystem
(Riickwiartsversagen). Korpereigene akute Kompensationsmechanismen zur Blutdrucksta-
bilisierung wie der Frank-Starling-Mechanismus, das sympathische Nervensystem und das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System werden aktiviert (siehe Abb. [I| modifiziert nach
[34]). Reichen diese Kompensationsmechanismen zur Kreislaufstabilisierung nicht aus, ist
ein unzureichender Anstieg des Cardiac Index (CI) bei {iberschiefender Vasokonstriktion
die Folge, gegen die das insuffiziente Herz immer schwerer ankdmpfen kann. Ein Circulus
vitiosus entsteht. Klinisch imponieren Zeichen der Kreislaufzentralisation wie Blésse,
Kaltschweibigkeit und marmoriertes Hautkolorit. Es kommt zur Minderperfusion und
Hypoxie vitaler Organe, zur systemischen Inflammationsreaktion (SIRS) und schlieklich
zum Multiorganversagen (MOV) [34] 37, 140, 47]. Ein Patient im myokardinfarktbedingten
kardiogenen Schock stirbt nicht immer am verschlossenen Infarktgefafs, sondern oft am

Multiorganversagen [47].
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Abbildung 1: Pathophysiologie des kardiogenen Schocks

Auf der rechten Seite ist der klassische Ablauf der Pathophysiologie dargestellt.
Links (in Rot) befindet sich die schematische Darstellung des neuen Paradigmas:
Eine systemische inflammatorische Antwort wird beispielsweise durch einen Myo-
kardinfarkt ausgelost, daraufhin kommt es zur NO-Bildung und Vasodilatation.
Modifiziert nach [34]. HZV: Herzzeitvolumen, iNOS: induzierbare NO-Synthase,
LVEDP: linksventrikuldrer enddiastolischer Druck, NO: Stickoxid, RR: systemar-
terieller Blutdruck, SV: Schlagvolumen, SVR: systemvaskuldrer Widerstand.

Neben einer neurohumoralen Aktivierung kommt es im Verlauf eines kardiogenen
Schocks auch zu einer systemischen inflammatorischen Immunantwort (systemic
inflammatory response syndrome, SIRS). Des Weiteren wird die angeborene und zelluldre
Immunantwort aktiviert, sodass Entziindungsmediatoren (z. B. C-reaktives Protein, Heat
Shock Proteine), proinflammatorische Zytokine (z. B. Interleukin (IL)-6, Tumor necrosis
factor (TNF)-a) oder Stickoxide (NO) durch Aktivierung der induzierbaren NO-Synthase
(iNOS) freigesetzt werden. Folglich kommt es zu einer Zellschidigung nahezu aller
Organsysteme, was letztendlich in Multiorgandysfunktionen (MODS) und schlieklich im
Multiorganversagen (MOV) miindet [19} 30} 29, 34, [65].

Das eigentliche Schockgeschehen spielt sich im Bereich der Mikrozirkulation ab. Infolge
einer direkten sympathoadrenergen Gegenregulation kommt es zu Gewebsminderper-
fusion, Gewebshypoxie, metabolischen Azidose und schlieflich zu einer Endothel-
schiadigung. Dies fiihrt zu einer Freisetzung chemotaktischer und proinflammatorischer
Mediatoren (PAF (Platelet-activating factor), TNF-«, I1L-6, IL-1, Komplement-
aktivierung) [19, [30, 48, £9]. Diese aktivieren zirkulierende neutrophile Granulozyten
und Monozyten. Es kommt zur Adhésion und Transmigration ins subendotheliale
Gewebe. Im Interstitium bilden neutrophile Granulozyten [49] und Makrophagen freie
Os-Radikale, proinflammatorische Zytokine und Matrix-Metalloproteinasen, welche eine

weitere Endothelschidigung bewirken (sog. Reperfusionsschaden [57, 83]).
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Eine Immunantwort wird in der Regel durch koérperfremde exogene Liganden, z.B.
Bestandteile von Bakterien, ausgelost. Neben exogenen Liganden koénnen aber auch
korpereigene endogene Liganden, welche z. B. im Rahmen von Ischdmie und Reperfusion
durch Gewebeuntergang freigesetzt werden, eine Immunantwort ausldsen. Die exogenen
Liganden werden als Pathogen associated molecular patterns (PAMPs) zusammengefasst,
wohingegen die endogenen Liganden den Damage associated molecule patterns (DAMPs)
zugeordnet werden [8, b3, (5, [67].

2.2.2 Damage associated molecule pattern (DAMPs) im Zusammenhang mit

Ischimie und Reperfusion

Im Rahmen von Ischdmie und Reperfusion werden beim kardiogenen Schock konsekutiv
korpereigene Liganden freigesetzt, welche zu einer Aktivierung der Immunreaktion fiithren.
Zu diesen endogenen Liganden, DAMPs genannt, gehéren unter anderem oxidiertes LDL
(oxLLDL), Heat Shock Proteine (HSPs), S100-Proteine, Advanced glycation endproducts
(AGEs) oder High-mobility group box-1 (HMGB-1).

OxLDL spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung von Schaumzellen, der Verdnderungen
des NO-signaling, der Endothelzellaktivierung mit der konsekutiven FExpression von
Adhéasionsmolekiilen sowie der Anhdufung und Aktivierung von Monozyten und
T-Lymphozyten innerhalb einer atherosklerotischen Plaque [75]. Im Tiermodell konnte
an oxLDL-Rezeptor-defizienten Mé&usen gezeigt werden, dass die Immunantwort sowie

die Atherosklerose vermindert werden [56].

Zur Klasse der Heat Shock Proteine (HSPs) gehoren einige Proteine, welche eine essentielle
Rolle fiir die korrekte Faltung von Proteinen spielen. Sie kénnen aktiv freigesetzt werden
oder aus nekrotischen Zellen stammen. Zirkulierende HSPs induzieren die Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen entweder direkt iiber Toll-like Rezeptoren oder iiber

Antigen-présentierende Zellen [§].

S100-Molekiile sind eine Gruppe von Calcium-bindenden Proteinen, welche intra-
zellulire Wirkungen haben. Bei Inflammation werden sie sezerniert und k&nnen
dann auch als Marker fir die Aktivitit einer Erkrankung dienen. Innerhalb
dieser Molekiilgruppe konnen u.a. S100A12 und S100B mit dem Receptor for
advanced glycation end products (RAGE) interagieren. Uber RAGE aktivieren sie
Monozyten, Makrophagen, Endothelzellen und glatte Gefafimuskelzellen. Proinflam-
matorische Zytokine sowie Adhésionsmolekiile werden freigesetzt [8, 12, 24, ©7].

Die Interaktion mit RAGE fordert somit eine Inflammation [12].
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Advanced glycation endproducts (AGEs) sind eine heterogene Substanzklasse, die durch
nichtenzymatische Glykierung von Proteinen, Lipoproteinen und Nukleinsduren im
Rahmen der sog. Maillard-Reaktion entsteht. AGEs werden durch exogene Quellen
(Rauchen, bestimmte Nahrungsmittel) [39, [71] vom Korper aufgenommen oder sie
entstehen endogen — begiinstigt durch ein erhohtes Substratangebot (z.B. Diabetes
mellitus) oder durch oxidativen Stress (z.B. Hypoxie, Ischdmie und Reperfusion) [71].
AGEs akkumulieren in Geweben, wo sie rezeptorunabhéngig oder durch Bindung an
Rezeptoren wie den Receptor for advanced glycation end products (RAGE) oder die
spezifischen Rezeptoren AGE-R1-R3 Alterungsprozesse und Immunreaktionen induzieren
[12, [71]. Abgebaut werden AGEs durch extra- oder intrazellulire Proteolysen und sie

werden dann {iber die Niere ausgeschieden [71].

HMGB-1, frither Amphoterin genannt, wurde urspriinglich als ein nukleires Nicht-Histon-
Protein beschrieben, welches an der DNA bindet, die nukleosomale Struktur stabilisiert
und die Transkription reguliert [2]. Es wird passiv von nekrotischen, jedoch nicht apopto-
tischen Zellen freigesetzt und dient daher als Hinweis auf einen ungeplanten Zelltod
[62]. Des Weiteren wird es von aktivierten Makrophagen, reifen dendritischen Zellen
und natiirlichen Killerzellen sekretiert [12) [68]. Es begiinstigt die Transmigration von
Entziindungszellen und héalt somit die Entziindung aufrecht. HMGB-1 ist aulerdem eines
der zahlreichen RAGE-Liganden [9, 60]. Mittels RAGE erhoht es die Expression von

proinflammatorischen Zytokinen [60)].

Diese DAMPs werden von sog. Pattern recognition receptors (PRR) erkannt und induzie-

ren oder verstirken auf diesem Weg eine proinflammatorische Immunantwort.

2.3 Aligemeines zu RAGE /sRAGE

Die Bezeichnung des Receptor for advanced glycation end products (RAGE) beruht auf
der erstmaligen Entdeckung, dass AGEs an RAGE binden und dariiber eine Signal-
kaskade induzieren. Neben AGEs binden jedoch auch zahlreiche andere Liganden oder
DAMPs an den Rezeptor z. B. Advanced oxidation protein products (AOPPs), bestimmte
S100-Molekiile (z.B. S100A11-13, -B, etc.), extrazelluldres High-mobility group box 1
(HMGB-1), B2-Integrin Mac-1, amyloid -Peptide und Fibrillen, sodass RAGE auch als
Multiliganden-Rezeptor angesehen wird [0} (10, 61]. Uber die Signaltransduktionswege von
RAGE wird die Bildung proinflammatorischer Zytokine aufrechterhalten [12], siche auch
Abb. 2
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Abbildung 2: RAGE als Multiliganden-Rezeptor hilt Inflammation aufrecht, nach [82].

Zum Beispiel durch Hyperglykdmie induzierte AGEs (I) aktivieren RAGE (II)
und induzieren dadurch ROS (lll). Diese verursachen dann eine erhéhte Pro-
duktion von weiteren DAMPs wie AOPPs, AGEs, AGE-modifiziertes oxLDL (1V),
welche die RAGE-Aktivierung weiter aufrechterhalten, so dass iiber die RAGE-
Signalkaskade (V) Inflammationsmechanismen in Gang gesetzt werden (VI). Die
Aktivierung von Entziindungszellen, z.B. Monozyten (VII), bedingt die Frei-
setzung von proinflammatorischen RAGE-Liganden. Die RAGE-Signalkaskade wird
weiter angetrieben (VIII) und verursacht zelluldren Stress und Gewebeschaden
(IX), was in einen Progress der Atherosklerose miinden kann. AGE: Advan-
ced glycation endproduct, AOPP: Advanced oxidation protein product, DAMP:
Damage associated molecule pattern, Egr-1: Early growth response protein 1,
HMGB-1: High-mobility group box 1, NF-kB: Nuclear factor-kB, RAGE: Receptor
for advanced glycation end products, ROS: reaktive Sauerstoffspezies, oxLDL:
oxidiertes LDL.
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2.3.1 Vorkommen von RAGE

RAGE wird physiologisch auf der Oberfliche einer Vielzahl von Immunzellen (Monozyten,
Makrophagen, Granulozyten), aber auch auf Endothelzellen und glatten Gefakmuskel-
zellen exprimiert [4, 6I]. Die RAGE-Expression kann auf Zellen, welche normalerwei-
se auf niedrigem Niveau RAGE exprimieren, durch inflammatorische Mediatoren und
Liganden induziert werden [I2 68]. Myeloide Zellen und Endothelzellen sind an der
Initiierung und dem Fortschreiten systemischer Entziindungsreaktionen beteiligt. Welche
Rolle dabei dem Liganden-RAGE-System zukommt, ist weitgehend unklar. Die Liganden-
RAGE-Interaktion hat eine grofe Bedeutung in der Pathogenese zahlreicher Erkran-
kungen (siche Abb. 2| S.[17 und Abb. [ S. wie Atherosklerose, Diabetes mellitus,
Autoimmunerkrankungen, neurodegenerative Erkrankungen und Tumorwachstum sowie

fiir allgemeine Alterungsprozesse |20} 31, 611 [70, [77].

2.3.2 Wirkungsweise von RAGE

Die Liganden-RAGE-Interaktion fiihrt schlieflich {iber eine Aktivierung verschiedener
Signaltransduktionswege zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), Adhésionsmole-
kiilen (ICAM-1, VCAM-1, E-Selektin), Chemokinen (MCP-1,Tissue factor, VEGF, S100-
Proteinen) und proinflammatorischen Zytokinen (wie IL-1, IL-6, TNF-«) [4] [76]. Dies
ist schematisch in Abb. [3| dargestellt. Diese RAGE-vermittelten Signalkaskaden sind
verantwortlich fiir die Entstehung von oxidativen Stressreaktionen und fiir akute sowie

chronische Entziindungsreaktionen [16] 68, [81].

2.3.3 Die Struktur von RAGE

Der vollstindige Receptor for advanced glycation end products (RAGE) ist ein 55-kDa
Protein |25, [87]. Seine extrazellulire Region setzt sich aus einer V-Typ (variabel) Im-
munglobulindoméne und daran anhidngend zwei C-Typ (konstant) Immunglobulindomé-
nen zusammen. Ferner hangt daran eine kurze hydrophobe transmembrandre Doméne, an
die eine kurze zytoplasmatische Doméne folgt, welche essentiell fiir die RAGE-vermittelte

Signaltransduktion ist [4].

Interessanterweise gibt es neben zellgebundenem RAGE im Plasma zirkulierendes 16sliches
RAGE (siehe Abb. [). Zum loslichen RAGE zihlt man zwei Formen: Das soluble
RAGE (sRAGE) wird extrazelluldr enzymatisch durch Proteinasen abgespalten, daher
nennt man es auch cleaved RAGE (cRAGE). Folgende Proteinasen wurden hierfiir als
verantwortlich identifiziert: A disintegrin and metalloproteinase (ADAM)-10 und Matrix-
Metalloproteinase (MMP)-9 [62, 87]. Dieses RAGE-Shedding wird durch das Andocken
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von HMGB-1 oder durch Zugabe von Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) gefordert
[62, 87]. Ein weiterer Anteil an soluble RAGE wird endogen gebildet und sezerniert;
man spricht vom endogenous secretory RAGE (esRAGE). Es entsteht durch alternatives
Spleiften der mRNA. Zu den gesamten 16slichen RAGE-Isoformen trégt esRAGE nur zu
einem kleinen Teil bei [62] [80)].

2.3.4 Wechselwirkungen zwischen sRAGE und RAGE

Die biologische Bedeutung von sSRAGE besteht in der kompetitiven Hemmung von RAGE
durch Bindung frei zirkulierender Liganden [62], da die loslichen Isoformen &hnliche
Ligandenbindungsspezifitiat haben [62]. Somit moduliert SRAGE die Liganden-RAGE-
vermittelte proinflammatorische Immunantwort. In mehreren préklinischen Modellen
konnten durch die Gabe von rekombinantem sRAGE die proinflammatorischen RAGE-
Signaltransduktionseffekte reduziert werden, beispielsweise bei diabetischer und nicht-
diabetischer Atherosklerose, Ischdmie- und Reperfusionsschiden, Arthritiden und Sepsis
[1], (13, 45, [76).

2.3.5 Assays zur Messung von sRAGE

Viele Enzym-gekoppelte Immunoassays (ELISA) differenzieren nicht zwischen endogenem
esRAGE und abgespaltenem sRAGE. Die meisten Publikationen zu 16slichem RAGE
unterscheiden daher nicht zwischen den verschiedenen Isoformen [80]. esRAGE und
sRAGE scheinen aber nicht gleichwertig als Biomarker zu sein [80]. Die esRAGE-
Plasmaspiegel sind in etwa 2-5mal niedriger als die heterogene Gruppe an SRAGE-Spiegel
[62, [80]. Zhang et al. verwendeten die Westernblot-Technik, um esRAGE und sRAGE in
human embryonic kidney (HEK)-Zellen nachzuweisen, die esRAGE bzw. den vollstandigen
Rezeptor exprimieren [87]. SRAGE konnte er von den RAGE-exprimierenden HEK-Zellen
durch MMP-Aktivierung gewinnen. Dabei wies FL-RAGE (Full-length RAGE) 55kDa,
sRAGE 48kDa und esRAGE 51 kDa auf. Forbes et al. fanden auch eine Bande fiir den
vollstidndigen RAGE-Rezeptor um die 55kDa und sRAGE um die 50 kDa [25].

2.3.6 Die Bedeutung des Liganden-RAGE-Systems in speziellen
Krankheitsbildern

Das Liganden-RAGE-System spielt eine wichtige Rolle bei verschiedensten Krankheits-
bildern wie bei Multipler Sklerose, Krebsentstehung, Diabetes mellitus, Atherosklerose,
essentielle Hypertonie, Schizophrenie und M. Alzheimer (siehe Abb. [5) |20, B1] 61, (70, [77].
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2.3.7 RAGE und sRAGE bei kardiovaskuldren Erkrankungen

RAGE wird auf allen Zellen, die an der Plaquebildung beteiligt sind, exprimiert
(Endothelzellen, glatte Gefakmuskelzellen, Monozyten /Makrophagen und Lymphozyten).
Dort befinden sich zahlreiche RAGE-Liganden wie AGEs, S100/Calgranuline und
HMGB-1 [4]. RAGE(-/-)-Mause haben im Vergleich zu Wildtypméusen deutlich

kleinere Herzinfarkte [I].

Die Plasmalevel von sRAGE sind bei Patienten mit Diabetes mellitus, Hypertension und
metabolischem Syndrom im Vergleich zu Gesunden erniedrigt [6, 31, 42]. Beispielsweise
haben Patienten mit Aortenklappenstenose, die durch atherosklerotische Mechanismen
entsteht, niedrigere Plasma-sRAGE-Level im Vergleich zu gesunden Kontrollen [5]. Ferner
konnte eine Verminderung von atherosklerotischen Plaques durch die Blockade von RAGE
durch sRAGE belegt werden [I4]. Die Gabe von sRAGE im Mausmodell verminderte die
Expression von vaskuldren Adhésionsmolekiilen, prothrombotischen Faktoren und MMP-9
[14, [77). Auch beim Myokardinfarkt wirkt sRAGE protektiv. Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Gabe von sRAGE das Myokard von Méausen mit Myokardinfakt vor
einem ischdmischen Schaden schiitzt [1l I3]. Man fand eine inverse Korrelation zwischen
sRAGE und Troponin I |7, [54]. Daher kann man vermuten, dass sSRAGE eine protektive
Funktion und RAGE eher negative Effekte im Akuten Koronarsyndrom hat. Es gibt jedoch
bisher keine Daten zur RAGE/sRAGE im kardiogenen Schock.
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2.4 Membran-assoziierte Proteinasen

Die Abspaltung von sSRAGE von RAGE erfolgt durch membranstindige Proteinasen wie
A disintegrin and metalloproteinase (ADAM)-10 und Matrix-Metalloproteinase (MMP)-9
62, 187].

2.4.1 A disintegrin and metalloproteinase-10 (ADAM-10)

Die Gruppe der ADAMs spaltet einige Proteine ab, wobei die ADAM-10 und ADAM-
17/TACE die meisten Oberflichenproteine abtrennen. Dabei wiesen Raucci et al. nach,
dass die ADAM-10 die wichtigste Proteinase (,Sheddase“) ist [62]. Sie konnten auferdem
nachweisen, dass die Bindung von HMGB-1 und die Zugabe von PMA (durch die
Aktivierung der Proteinkinase C) das RAGE-Shedding fordern und vermehrt sRAGE
entsteht. Nach der Zugabe von ADAM-10-Inhibitoren war mehr RAGE auf PBMCs

nachweisbar.

2.4.2 Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9)

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) gehoren zur Familie der Zink-abhéngigen Endo-
peptidasen, die spezifische Bestandteile der extrazellularen Matrix (ECM) abbauen. Fast
alle MMPs werden als pre-pro-Enzym synthetisiert. Die aktive Form der MMPs lésst sich
von der latenten Form mittels Zymographie durch die elektrophoretische Auftrennung
unterscheiden [43]. Die MMPs spielen eine wichtige Rolle in zahlreichen physiologischen
Prozessen wie Gewebeumbau, Knochenresorption, Wundheilung etc. Fiir die Balance von
Ab- und Aufbau der ECM sorgen Gewebe-Inhibitoren der MMPs/tissue inhibitors of
MMPs (TIMPs), die massive ECM-Degradierung verhindern. Es gibt viele verschiedene
MMPs, welche nach ihrem (teilweise spezifischen) Hauptsubstrat aus der ECM benannt
werden [69].

Wie auch fast alle anderen MMPs wird die Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) — auch
Gelatinase B oder 92-kDa type collagenase genannt — als pre-pro-Enzym synthetisiert. Die
Aktivierung des latenten Enzyms durch die Abspaltung der Pro-Doméne erfolgt mit Hilfe
von aktiven MMPs, Plasmin oder anderen Proteasen [41]. Die MMP-9 spielt eine Rolle bei
der Stammzellmobilisierung, der Regulation der Leukozytose, der Leukozytenmigration,
der Angiogenese [41] sowie dem Abbau von Kollagen-Typ I, IV, V, VII, X und XIV
[15, 4T]. Diese Kollagene finden sich zu einem groken Teil in atherosklerotischen Lésionen.
In menschlichen atherosklerotischen Plaques wird die MMP-9 v. a. von Makrophagen und
glatten Muskelzellen ausgeschiittet [41]. Bei Patienten mit ACS konnten mittels ELISA
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erhohte MMP-9-Spiegel nachgewiesen werden |22, 26| 27, [72]. Der MMP-9-Spiegel steigt
innerhalb 8 h nach Myokardschaden an und bleibt bis zu 60h danach erh6ht [69)].

Interessanterweise konnte an Human Embryonic Kidney cells (HEK)-Zellen gezeigt
werden, dass durch die aktive MMP-9 eine 16sliche 48 kDa-sRAGE-Isoform freigesetzt
wird [87]. In einer in-vitro Studie konnten Zhang et al. nachweisen, dass AGEs und S100b,
welche RAGE-Liganden sind, die MMP-9-Aktivitdt in Makophagen induzieren [86, [85].
Die Gabe von sRAGE reduziert im Mausmodell die MMP-9-Aktivitét [14].

2.5 Moglichkeiten der Prognoseabschatzung beim kardiogenen
Schock

2.5.1 Allgemeines zur Prognoseabschidtzung beim kardiogenen Schock

Eine Prognoseabschétzung bei Patienten im kardiogenen Schock ist wichtig. In den Publi-
kationen wird zwischen kurz- und lingerfristigem Uberleben unterschieden. Es ist bekannt,
dass die meisten Patienten innerhalb der ersten 48h versterben [34] 65]. Jedoch ist es
iblich, die 30-Tages-Mortalitiit als Definition des kurzzeitigen Uberlebens zu verwenden
132, B2].

2.5.2 SAPS-II-Score

1993 présentierte Le Gall den ,Simplified Acute Physiology Score“ (SAPS-II), der auf
der Grundlage von physiologischen Daten eine bessere und einfachere Einschitzung der
Erkrankungsschwere und des Letalititsrisikos von Intensivpatienten bietet. In diesem
Score werden diejenigen Werte einer Punktebewertung einbezogen (siehe Tab. [I], S. [27)),
die innerhalb der ersten 24 h nach Aufnahme auf die Intensivstation am weitesten von der
Norm abweichen. Auferdem werden chronische Vorerkrankungen, der Einweisungsgrund
und der neurologische Status (mittels Glasgow-Coma-Scale, GCS) bewertet und beriick-
sichtigt. Der SAPS-II-Score ist geeignet, Patienten mit ACS zu beurteilen [66], und wird

auch bei Patienten im kardiogenen Schock verwendet [74].

2.5.3 Cardiac Power Index

Der Herzindex (CI= Herzzeitvolumen [HZV] / Korperoberfliche [KOF]) ist ein hiufig
bestimmter Parameter. Der CI ist dabei nicht nur ein Hinweis auf die Herzkontraktilitéit,
welche durch den Infarkt beeintrichtigt wird, sondern er ist auch beeinflusst durch die

Gefiafsteifheit und den Gefiafkwiderstand sowie das vaskuldre Fiillungsvolumen und die
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ventrikuldren Fiillungsdriicke. Der Cardiac Power Index (CPI= Cardiac Index x mittlerer
arterieller Blutdruck x 0,0022) beriicksichtigt, dass die Organdurchblutung sowohl vom
Blutfluss (HZV) als auch vom Perfusionsdruck (mittlerer systemarterieller Blutdruck)
abhéngig ist. Der CPI ist ein unabhangiger Pradiktor fiir die Prognose eines Patienten
im kardiogenen Schock [23| [78]. Je niedriger der CPI, desto hoher die Sterblichkeit
[18, 23].

2.5.4 Myokardiale Nekrosemarker

Der klassische Nekrosemarker CK-MB (creatine kinase-myokardial band) und das noch
sensitivere Troponin T und Troponin I werden zur Risikostratifizierung bei Patienten
mit ACS verwendet [48]. Das high-sensitiv Troponin kann innerhalb der ersten 3h
nachgewiesen werden [63]. Die myokardiale CK-MB als nicht myokardspezifisches Enzym
ist nach 4-6h nachweisbar. Die CK/CK-MB Messungen dienen zur Beurteilung der
Infarktgrofe und eines Reinfarktes [63].

2.5.5 C-reaktives Protein

Debrunner et al. wiesen signifikant erhohte CRP (C-reaktives Protein)-Werte bei kar-
diogenen Schock-Patienten mit SIRS im Vergleich zu Patienten mit unkomplizierten
Myokardinfarkt nach [19]. Es besteht ein Zusammenhang zwischen dem CRP-Wert und
dem Myokardinfarktrisiko sowie eine Korrelation mit der Infarktgroke. Obwohl sich das
CRP als stirkster unabhédngiger Pradiktor fiir zukiinftiges kardiovaskuldre Risiko zeigte
[48], ist der CRP-Wert kein unabhéngiger Pradiktor im kardiogenem Schock.

2.5.6 Brain natriuretic peptide

Als Marker fiir die Herzinsuffizienz wird das Prohormon des Brain natriuretic peptide
(pro-BNP) verwendet [63]. Jedoch ist die Wertigkeit beim kritisch Kranken auf Grund
des Multiorgandysfunktionssyndroms eingeschrankt, da eine reduzierte Nierenfunktion

die pro-BNP-Werte bei unverédnderter himodynamischer Situation erhéht [63].

2.5.7 Die ,klinische” Relevanz von Biomarkern

Gemiéfs der Definition des National Institutes of Health (NIH) miissen Biomarker objektiv
messbar und ihre Funktion als Indikator von physiologischen oder pathologischen Prozes-
sen sowie ihre Verdnderung unter therapeutischer Intervention evaluierbar sein. Biomarker
helfen sowohl bei der Diagnosestellung als auch bei der Einschitzung des Schweregrades

sowie der Prognoseabschitzung einer Erkrankung.
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2.6 Fragestellung

Wenn sich auf dem Boden eines akuten Herzinfarktes ein kardiogener Schock entwickelt,
ist die Prognose des betroffenen Patienten sehr ernst. Trotz einer kausalen Behandlung
der Ursache — ndmlich der Wiederherstellung der Koronarperfusion, was meist auch zu
einer Verbesserung der myokardialen Pumpfunktion fiihrt — ist es haufig nicht moglich,
ein Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS) und den fatalen Verlauf des Schocks zu
verhindern. Eine zunehmende Anzahl von klinischen und experimentellen Studien deutet
darauf hin, dass die Entwicklung eines systemischen Inflammation-Response-Syndroms

(SIRS) eine Schliisselrolle im Krankheitsprozess des kardiogenen Schocks spielt.

Hypoxie, Ischdmie und Reperfusion fiihren zu einer Freisetzung von zahlreichen chemotak-
tischen und proinflammatorischen Mediatoren. Viele dieser sog. Damage associated mole-
cular pattern (DAMP) kénnen den Receptor for advanced glycation end products (RAGE)
aktivieren und auf diesem Weg eine proinflammatorische Immunantwort auslésen. Die
Liganden-RAGE-Interaktion hat eine grofse Bedeutung in der Pathogenese zahlreicher

Erkrankungen wie Atherosklerose, Diabetes mellitus und Autoimmunerkrankungen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, das Liganden-RAGE-System entsprechend des Schwere-
grades eines ACS — unkomplizierter akuter Myokardinfarkt vs. Uberlebende im kardio-
genen Schock vs. Nicht-Uberlebende im kardiogenen Schock — erstmalig néher zu charakte-

risieren. Folgende Fragen sollen mit dieser Arbeit im Einzelnen beantwortet werden:

e Verdndern sich die Expressionsdichte der monozytiren RAGE-Expression und die
sRAGE-Plasmakonzentration in Abhéangigkeit des Schweregrades eines ACS?

e Welche Bedeutung hat das Wechselspiel zwischen 16slichem sSRAGE und membran-

gebundenem RAGE fiir die Immunantwort?

e Haben die monozytire RAGE-Expression und die zirkulierende Plasma-sRAGE-
Spiegel eine prognostische Relevanz fiir das Uberleben eines Patienten im kardio-

genen Schock?

e Sind RAGE und sRAGE unabhingige Pridiktoren fiir das Uberleben im kardio-
genen Schock?

e Lisst sich ein in-vitro-Modell fiir eine Interaktion zwischen monozytirer RAGE-

Expression und zirkulierendem sRAGE etablieren?

e Welche mdgliche Bedeutung kénnte unsere Studie fiir die Zukunft haben?
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3 Material und Methoden

3.1 Studienpopulation und Studiendesign

Die vorliegende Studie wurde als klinische prospektive, nicht-interventionelle
Beobachtungsstudie mit Zustimmung der Ethikkommission der Universitit des Saarlandes
und nach den Regeln der Deklaration von Helsinki und Good Clinical Practice
durchgefiihrt [64]. Eingeschlossen wurden 30 Patienten im kardiogenen Schock (CS) nach
akutem Myokardinfarkt und 20 Patienten mit unkompliziertem akutem Myokardinfarkt
(AMI). 20 gesunde Probanden (HC), die als Vergleichskollektiv altersgleichverteilt waren,

wurden zusatzlich untersucht.

Der akute Myokardinfarkt wurde anhand folgender Parameter diagnostiziert: Brust-
schmerz iiber 30min, neu auftretende ST-Hebungen in mindestens zwei anatomisch
benachbarten Ableitungen (mind. 0,1 mV in den Extremitétenableitungen, mind. 0,2 mV
in den Brustwandableitungen) oder ein Anstieg der myokardialen Nekrosemarker
(Kreatinkinase, Troponin T) [44] [79)].

Der kardiogene Schock ist gekennzeichnet durch eine reduzierte kardiale Auswurfleistung
mit konsekutiver Verminderung der Endorganperfusion. Die Hypoperfusion manifestiert
sich klinisch mit kalten Extremitdten auf Grund der Zentralisierung, Oligurie oder
Verwirrtheit. Er ldsst sich wie folgt {iber ein invasives himodynamisches Monitoring defi-
nieren: als wichtigsten Parameter (aber nicht obligatorisch) die Abnahme des systolischen
Blutdrucks <90 mmHg ohne Hypovolamie als Ursache oder der Einsatz von Vasopressoren
um einen systolischen Blutdruck > 90 mmHg aufrechtzuhalten; des Weiteren ein vermin-
derter Herzindex (CT) <1,81/min/m? und erhohte linksventrikulire Fiillungsdriicke oder
ein erhohter pulmonalkapillarer Verschlussdruckes (pulmonary capillary wedge pressure
[PCWP]) >18 mmHg [36, [73].

Er lasst sich wie folgt iiber ein invasives hdmodynamisches Monitoring definieren: der
wichtigste Parameter (aber nicht obligatorisch) ist die Abnahme des systolischen Blut-
drucks <90 mmHg ohne Hypovoldmie als Ursache oder der Einsatz von Vasopressoren
um einen systolischen Blutdruck > 90 mmHg aufrechtzuhalten; des Weiteren ein vermin-
derter Herzindex (CI) <1,81/min/m? und erhohte linksventrikulire Fiillungsdriicke oder
ein erhohter pulmonalkapillarer Verschlussdruckes (pulmonary capillary wedge pressure
[PCWP]) >18 mmHg [36, [73].

Bei allen Patienten wurde auf Grund des akuten Koronarsyndroms ohne/ mit kardiogenem

Schock direkt eine Akut-Koronarangiographie mit Intervention des Infarktgefifes durch-
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gefiihrt. Nach Wiedererdffnung der infarktbedingten Koronarie und Erreichen eines TIMI-
I1I-Blutflusses [33] wurden alle Patienten fiir die Studie evaluiert und bei Einverstindnis

sofort in die Studie eingeschlossen.

Ausgeschlossen wurden folgenden Patienten: Z.n. kardiopulmonaler Reanimation, Blut-
transfusion, Kollagenerkrankung, fortgeschrittene Lebererkrankung, maligne Erkrankung,
unklares Fieber, vermutete Infektionen oder Patienten, bei denen das Infarktgefifs nicht
oder nicht ausreichend wiederer6ffnet werden konnte (TIMI-0-I1I-Fluss) oder bei denen

angiographisch kein Korrelat gesehen wurde.

Bei allen Patienten wurde der Schweregrad der Erkrankung anhand des iiblicherweise
verwendeten SAPS-II-Score evaluiert [28] (siche Tab. [1]).

Variable Punkte
Alter 0-18
Herzfrequenz 0-11
Systolischer Blutdruck 0-13
Korpertemperatur 0-3
Verhéltnis paOs/FiOy-Ratio bei Beatmung | 611
Urinvolumen/Tag 0-11
Serumharnstoffwert 0-10
Leukozytenwert im Blut 0-12
Serumkaliumwert 0-3
Serumnatriumwert 0-5
Serumbicarbonatwert 0-6
Serumbilirubinwert 0-9
Definierte chronische Erkrankung 9-17
Elektive oder notfallméifige Aufnahme 0-8
Glasgow-Coma-Scale 026

Tabelle 1: Parameter zur Berechnung des SAPS-II-Score nach [28]

3.2 Probengewinnung und Aufbereitung
3.2.1 Allgemeines

Die Blutproben wurden, direkt nachdem durch PCI ein TIMI-ITI-Fluss wiederhergestellt
worden war, durch eine liegende arterielle Kaniile auf der internistischen Intensivstation
des Universitdtsklinikums des Saarlandes gewonnen und umgehend entsprechend den

nachfolgenden Protokollen verarbeitet. Die Blutentnahme umfasste:
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e 10ml EDTA-Blut zur Bestimmung eines Differentialblutbildes, zur Proteinbestim-
mung nach Lowry, fiir die Westernblots fiir sSRAGE und Proteinbestimmung mittels
ELISA

e 40 ml Citrat-Blut zur Isolation von PBMCs mittels Ficoll-Dichtegradient

e 10ml Lithium-Heparin-Blut zur Bestimmung der klinisch-chemischen Routine-
Laborparameter (C-reaktives Protein (CRP), Troponin T, Kreatininkinase (CK)
und myokardiale Kreatininkinase (CK-MB), Glutamat-Oxal-Transaminase (GOT),
Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), Laktatdehydrogenase, Kreatinin, Harn-
stoff und Elektrolyte).

3.2.2 PBMC-Isolierung mittels Dichtezentrifugation

Die TIsolierung von mononukleiren Zellen aus peripherem Blut (PBMC, peripheral
blood mononuclear cells) erfolgte aus Citrat-Blut mittels Dichtezentrifugation (2000 rpm,
20 min) iiber einen Ficollgradienten unter sterilen Bedingungen. Die PBMCs aus der In-
terphase wurden dann in ein neues Rohrchen iiberfithrt und durch mehrere Waschschritte
vom Ficoll entfernt. Dann wurden die PBMCs mit frisch angesetztem Einfriermedium
(RPMI-1640 Medium, fetales Kélberserum (FKS-10 %), Penicillin (100 U/ml) und Strep-
tomycin (100 pg/ml)) und DMSO (im Verhéltnis 9:1) resuspendiert, in ein Cryo-Vial
iberfiithrt und fiir 24h bei -80°C in einem Freezing Container eingefroren, um dann bis

zur Durchfithrung der FACS-Analyse in Stickstoff aufbewahrt werden zu kénnen.

3.2.3 Probengewinnung fiir Westernblot-Analyse

EDTA-Serum (9ml) der Patienten und der gesunden Kontrollgruppe wurden bei 4°C
fiir 10 min bei 1500 rpm zentrifugiert (Megafuge 1.0R Heraeus, Roth, Karlsruhe). Der
Uberstand wurde abpipettiert und bei -20°C aufbewahrt. Fiir die Immunblotting-

Elektrophorese wurde eine 1:50-Verdiinnung (Plasma) der Proben verwendet.

3.2.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry

Die Proteinbestimmung der Proben erfolgte mit Hilfe der kolorimetrischen Methode nach
Lowry et al. [50]. Im ersten Schritt bildet sich ein Kupfer-Protein-Komplex in alkalischer
Losung, der dann ein zugegebenes Phosphomolybdat-Phosphowolfram-Reagens (Folin-
Ciocalteau’s-Phenol-Reagens) reduziert. Durch diesen Vorgang farbt sich die Losung in
Abhéngigkeit von der Proteinkonzentration intensiv blau. Diese Blaufarbung wird zur
quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration benutzt, indem die Extinktion des

bei der Reaktion mit dem Folin-Reagenz entstehenden blauen Farbstoffs ermittelt wird.
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Mit Hilfe des Lambert-Beer’schen-Gesetzes kann die Konzentration errechnet werden.
Die Messung erfolgte mittels des ,detergent compatible kit (DC protein assay, Bio-
Rad, Miinchen). 40 ul Ampuwa dienten als Blank, zu 38 1l Ampuwa wurden 2 pl Probe
hinzugegeben (1:20-Verdiinnung). Anschliefend wurden sowohl die Proben als auch der
Blank mit 100l A-Lsung versetzt. Nach Zugabe von 800pul B-Lésung und 15min
Inkubation bei RT wurde die Absorption der Losung bei 750 nm photometrisch gemessen
(Eppendorf-Biophotometer). Die Proteinbestimmung erfolgte pro Patient bzw. Kontrolle

als Dreifachbestimmung, aus der der Mittelwert errechnet wurde.

3.2.5 Zell-Fraktionierung in eine Zytosol- und eine Membran-Fraktion

Die Zellen wurden mit eiskaltem 1x PBS (pH 7,4) gewaschen, zentrifugiert (1652 rpm,
5min, 4°C) und das Zellpellet in hypotonem Puffer mit Protease-Inhibitoren (PMSF,
Aprotinin und Leupeptin) fiir 15min bei 4°C resuspendiert. Anschliefend an eine
weitere Zentrifugation (1652rpm, 15min, 4°C) erfolgte die Auftrennung in eine
wZytosol“-(Uberstand) und eine ,Membran“Fraktion (Pellet) durch Ultrazentrifugation
(Ultrazentrifuge L7-65, Beckman Coulter) des Uberstandes (29613rpm, 1h, 4°C).
Die Membran-Fraktion wurde dann in 100pul hypotonem Puffer resuspendiert. Die
Proteinkonzentration wurde mittels kolorimetrischer Methode nach Lowry bestimmt [50],
wie in Kapitel S. 2§ beschrieben. Dabei diente bovines Serum-Albumin (BSA) als
Standard. Mittels Westernblot-Analyse wurde die Membran-Fraktion auf RAGE, der
Zellkulturiiberstand auf sRAGE untersucht.

3.3 Durchflusszytometrie
3.3.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, auch fluoreszenz-aktivierte Zellanalyse (FACS-Analyse)
genannt, ermoglicht die semiquantitative Bestimmung von Oberflichenmolekiilen und
intrazelluliren Molekiilen mittels fluoreszenzmarkierter Antikorper. Das Grundprinzip
ist dabei die Messung von abstrahlendem Licht und spezifischer Fluoreszenzen grofser
Zellzahlen in kurzer Zeit. Zur Zellsuspension werden verschiedene mit Fluoreszenzfarbstoff
markierte Antikorper hinzugegeben. Bei der Messung werden u. a. Signale durch Licht-
streuung detektiert: Der ,forward scatter (FSC) erfasst das Licht, das durch die Zellen
hinduchstrahlt, und korreliert mit der Zellgrofe. Durch Detektion der seitlichen Streuung
im ,side scatter (SSC) wird die Granularitit bestimmt (siche Abb. [6] und [7A).
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Abbildung 6: Interaktion einer Zelle mit dem Laserstrahl

Die Fluorochrom-konjugierten Antikdrper korrelieren dabei mit der Expressionsdichte

der jeweiligen Antigene auf der Zelloberfliche u./o. der intrazelluliren Molekiile (siehe

Abb. und C, S. .

3.3.2 Durchfithrung der FACS-Analyse

Als Negativkontrolle (sog. Isotypenkontrolle) wurde eine Probe mit isotypischen Anti-
korpern mitgetestet, um antigenunspezifische Bindungen des Antikdrpers zu detektieren.
Alle Antikérper wurden in zuvor getesteten Sittigungskonzentrationen eingesetzt. Die
Messungen der Proben und deren Auswertung erfolgte mit Hilfe des Durchflusszytometers
(FACS Calibur, CellQuest Pro-Software, Becton Dickinson, Heidelberg). In der Regel wur-
de auf 10.000 Ereignisse quantifiziert. Dabei ist die mittlere Fluoreszenzintensitét (MFT)
ein Mak fiir die Menge an gebundenem Fluoreszenzfarbstoff pro Partikel und korreliert
mit der Expressionsdichte des gemessenen Antigens auf der Zelloberfliche (hier RAGE).
Die daraus entstehenden Daten wurden mit Hilfe eines Computers berechnet und als
Punkteschema oder eindimensionales Histogramm dargestellt (siehe Abb.[7 S.[31)). Davon
liefen sich die unterschiedlichen Zellpopulationen ablesen und mittels der spezifischen

fluoreszierenden Antikorper auf den Zellen genauer zuordnen und quantifizieren.

Nach Auftauen der in Stickstoff eingefrorenen Proben wurden die Zellen durch Zentri-
fugation (1300 rpm, 10 min) isoliert, dann mit 10 ml kaltem FACS-Puffer resuspendiert.
Nachfolgend wurde eine Zellzihlung mit Trypan-Blau in einer Neubauer-Zahlkammer
durchgefiihrt, welche die vitalen Zellen firbt. Von der Suspension wurden je 100 nl pro
FACS-Rohrchen pipettiert. Wenn die Zellzahl unter 1-2x 107 Zellen/ml lag, wurde die

doppelte Menge genommen.

Fiir die Oberflichenfarbung benétigt man je ein FACS-Rohrchen fiir die Isotypenkontrolle
und eine fiir die Monozyten-Identifizierung (anti-CD147CD86"). Wéhrend der Farbung
wurden die Proben moglichst dunkel gehalten, um photochemische Inaktivierung der
Fluoreszenzfarbstoffe zu vermeiden. 0,025 ul Primérantikorper (anti-RAGE) wurde zu-

sammen mit Zellantikorpern fiir 45 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Fiir Monozyten
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sind diese 2,5l CD14-PE-Cy5 und 2,5l CD86-PE. Anschliefend an die Inkubation
wurde dreimal mit 2ml kaltem Cell-Wash gewaschen und jeweils 10 min bei 1300 rpm zen-
trifugiert, um iiberschiissige Antikorper zu entfernen. Dann konnte 5l FITC-gelabelter
Sekundérantikorper fiir RAGE zugegeben werden. Nach einer Inkubationszeit von 45 min
bei RT im Dunkeln und erneutem Waschen wurde das Zellpellet in 1 ml FACS-Puffer
aufgelost und direkt gemessen. Die Daten werden als mittlere Fluoreszenzintensitit (MFT)
dargestellt (siehe Abb.[7).

Gesunde Kontrollen Akuter Myokardinfarkt CS Nicht-Uberlebende
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Abbildung 7: Reprédsentative Darstellung der Messung der RAGE-Expression auf Monozyten
mittels Durchflusszytometrie am Beispiel einer gesunden Kontrolle, einem Patien-
ten nach Myokardinfarkt und einem Nicht-Uberlebenden mit kardiogenem Schock
(CS) nach Myokardinfarkt
A) Dotplot-Darstellung der PMBCs im forward (FSC) und side scatter (SSC) mit
Markierung der Monozyten anhand von GréRe und Granularitit (R1).

B) Dotplot-Darstellung der im forward (FSC) und side scatter (SSC) markier-
ten Monozyten (R1) anhand ihrer Expression der Oberflichenantigene CD14
und RAGE, welche mit Fluoreszenzmarkierten Antikdrpern detektiert wurden
(Anti-CD14-PerCP, Anti-RAGE-FITC).

C) Histogramm-Darstellung der RAGE-Expressionsdichte auf den markierten
Monozyten (R1).

3.3.3 Auswertung der FACS-Analysen

Statistisch wurden die Daten beziiglich Expressionsmuster und -dichte ausgewertet.
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3.4 Westernblot-Analyse
3.4.1 Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-(SDS-PAGE)

Nach dem Verdiinnen mit Sample Buffer und Aufkochen fiir 5 min bei 95 °C im Thermo-
mixer 5436 (Eppendorf) wurden 20 pl Probe/Spur auf ein 12 %iges SDS-Polyacrylamid-
Gel aufgetragen und insgesamt ca. 5-7 Stunden mit 100V fiir die Sammelphase und
150-200V fiir die Laufphase elektrophoretisch aufgetrennt. Die elektrophoretische Auf-
trennung erfolgte in der Elektrophoresekammer SE600 (Hoefer, San Francisco). Zur
Spannungsversorgung wurde das Electrophoresis Power Supply 601 (Amersham Phar-
macia Biotech, Freiburg) verwendet. Parallel zu den Proben des Studienkollektivs liefen
als Standardmarker der Full Range Rainbow Marker (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) und die Probe einer gleichbleibenden gesunden Probandin als Kontrolle, die
zum Vergleich der Westernblots diente. Rekombinantes sRAGE wurde als qualitative
Positivkontrolle fiir sSRAGE verwendet.

3.4.2 Immunblotting

Die aufgetrennten Proteine wurden per ,semi-dry electrophoretic blotting” (0,8 mA /cm?)
auf eine Nitrocellulose-Membran (Protran Nitrocellulose Transfer Membran Pore size
0,2 pm, Schleicher & Schiill, Dassel) iibertragen. Zunichst wurden Nitrocellulose-Membran
und Filterpapiere (Filter Papier, BioRad, Miinchen) mit Transferpuffer durchtrankt und
dann nach dem Sandwich-Prinzip (siehe Abb. [§) auf die Blotting-Kammer (Trans-Blot
Semi-DRY Transfer Cell, BioRad, Miinchen) gelegt, hierbei sollte die Entstehung von

Luftblasen vermieden werden.

Filterpapier \
G=l \ |

- N [
Transfermembran —— |

Filterpapizr /

Abbildung 8: Blotting-Schema nach dem Sandwich-Prinzip

Transferrichtung

Die relative Gesamtbeladung und der erfolgreiche Proteintransfer wurden mittels
Ponceau-Rot-Firbung iiberpriift (siche. Abb.[9).

Uber Nacht wurden die Membranen in Blocker-Losung (0,5 ml Western Blocking Reagent
(Roche, Mannheim) und 20yl Ziegenserum in 1xPBS 49,5ml) bei RT geblockt, damit
unspezifische Bindungen vermindert werden. Dann wurden die Membranen mit den in
1xPBS verdiinnten spezifischen priméren Antikorpern fiir 1,5-2 Stunden bei 37 °C inku-

biert. Die iiberschiissigen Antikdrper wurden spéter in einen viermaligem Waschscchritt
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Abbildung 9: Beispiel einer Ponceau-Rot-Farbung

entfernt (1xPBS + 0,05% Tween fiir 2x 5min und 2x 10min). Anschliefend wurde
die Membran eine Stunde bei RT mit Peroxidase-konjugiertem sekundiren Antikorper
(anti-rabbit 1:10000 gegen Primérantikorper fiir SRAGE) inkubiert und wiederum mit
0,05 % Tween-1xPBS (2x 5min und 1x 10min) und 1xPBS (I1x 10min) gewaschen. Die

Antikorper, die gegen sSRAGE gerichtet sind, stammen von Sigma, Deisenhofen.

Zur Entwicklung/ Sichtbarmachung der Proteine wurde eine Peroxidase-vermittelte Che-
milumineszenzreaktion durch Western-Blot-Detektions-Reagenz ECL (Amersham Phar-
macia Biotech, Freiburg) erzeugt, die zu einer Schwirzung der aufgelegten Rontgenfilme

(Hyperfilm MP, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) im Bereich der Antikorper-
markierten Banden fiihrte (siehe Abb. [10).

2
s
~
s
<

Abbildung 10: Beispiel eines Westernblots fiir sSRAGE

3.4.3 Auswertung der Westernblot-Analyse

Die jeweiligen Proteinbanden in den Autoradiographien wurden mit Hilfe des Pro-
gramms LabWorks 4.6. Software (LabWorks Image Acquisition and Analysis Software
UVP Biolmaging Systems, Cambridge) quantifiziert, um dann als optische Dichte-Werte
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(OD, optical density) in Prozent einer Kontrollprobe dargestellt zu werden. Diese Werte

wurden dann auf die Proteinkonzentration bezogen.

3.5 Zymographie
3.5.1 Prinzip der Zymographie

Mittels Gelatine-Zymographie-Gelelektrophorese kann die substratspaltende Aktivitat der
Gelatinasen, wie z.B. die MMP-9, dargestellt werden, da diese das im Gel enthalte-
ne Substrat Gelatine verdauen. Die Zymographie funktioniert dhnlich wie eine Poly-
acrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), in der die Proteine nach ihrer Grofe aufgetrennt
werden. Im Gegensatz zur herkommlichen SDS-PAGE werden die Gelatinasen unter nicht-
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt, damit moglichst ihre native Struktur und hiermit
auch ihre enzymatische Aktivitdt erhalten bleiben. Durch die Konfigurationsinderung
wird das aktive Zentrum der Enzyme freigesetzt, sodass auch die in vivo latenten Enzym-
formen Gelatine in vitro im Gel abbauen. Die anschlieflende Inkubation in Reaktionspuffer
(Substratpuffer) ermoglicht den Proteasen die Spaltung des Substrats in den Positionen im
Gel, an denen sie sich nach der elektrophoretischen Auftrennung befinden. Diese Bereiche
konnen iiber eine Féarbung der im Gel verbleibenden Gelatine mit Coomassie Brilliant Blau
sichtbar gemacht werden. Diese Gelatine-freien Stellen zeichnen sich als helle Banden in

dem ansonsten blau gefdarbten Gelatinegel ab.

3.5.2 Gelatine-Zymographie-Gelektrophorese

Gelatine Typ B von boviner Haut (Sigma, Deisenhofen) wurde in einer Konzentration
von 3 mg/ml unter leichtem Erhitzen und stdndigem Riihren aufgelést. Von dieser Losung
wurde 1 mg/ml der Standard-Laemmli-Acrylamid-Polymerisations-Mischung hinzugefiigt.
Fiir eine Grofgelelektrophorese wurden zu 20 pul Probe 10 pl neutralisierter Extraktions-
puffer und 15 pl Loading Buffer (10 % w/v SDS, 4% w/v Sucrose, 0,1 % Bromphenolblau)
hinzupipettiert, die Mischung auf dem Vortexter geschiittelt und in die Slots des Gels
mit einer Spacerdicke von 1,5 mm aufgetragen. Als Positivkontrolle diente 20 nl HT1080-
Uberstand (siehe Abb. , der wie die Proben mit neutralisiertem Extraktionspuffer und
Loading-Buffer versetzt und auf das Gel aufgetragen wurde. HT1080 ist eine humane
Fibrosarkom-Zelllinie, die in starkem Mafe Gelatinasen (MMP-2 72/66 kDa und MMP-9
92/83 kDa) produziert, welche in den Zellkulturiiberstand abgegeben werden.

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in SE600 (Hoefer, San Francisco) unter stén-
diger Kiihlung mit Eispacks iiber 4-6 Stunden mit 100V in der Sammelphase und 200V

in der Laufphase. Zur Spannungsversorgung wurde das Electrophoresis Power Supply
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92— MMP9 latent
86 =— MMP9 aktiv
T2 ey MMP2 latent
66— MMP2 aktiv

Abbildung 11: Positivkontrolle der Zymographie mit HT1080-Uberstand

601 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) verwendet. Nach der Auftrennung wurden
die Gele in 2,5 % w/v Triton X-100-Losung unter sanftem Schiitteln fiir 3x 20 min bei RT
gewaschen, um dann fiir ca. 13 Stunden bei 37 °C in Substratpuffer (50 mmol/1 TrisHCI mit
pH=38,0, 5mmol/l CaCly) inkubiert zu werden. Anschliefend wurden die Gele wiederum
unter sanftem Schiitteln mit 0,05 % Coomassie Brilliant Blue G-250 (BioRad, Miinchen)
verdiinnt in Ethanol fiir 1,5 Stunden gefarbt, danach in Entfarberlosung gegeben, bis die
Gelatinolyse-Banden nach ca. 3x 30 min als helle Banden sichtbar wurden, und schlieflich

fiir 45 min getrocknet (Vakuum-Heizplatte).

3.5.3 Auswertung der Zymographie

Die Quantifizierung erfolgte durch Densitometrie des grokenfraktionierten Banden-
musters. Die Werte wurden dargestellt als optische Dichtewerte in Prozent der
entsprechenden HT1080-Bande als Kontrolle. Diese Werte wurden dann auf die

Proteinkonzentration der Probe bezogen.

3.6 Enzym-gekoppelter Immunoassay (ELISA)

Die Blutproben wurden fiir 30min zentrifugiert, dann bis zur Analyse bei -70°C
gelagert. Pro-BNP und IL-6 wurden mittels ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA)

bestimmt.

3.7 Nachweis eines RAGE-Shedding-Mechanismus durch
in-vitro-MMP-9-Aktivierung

Kulturmedium und alle Reagenzien waren keimfrei. Alle Inkubationen wurden bei 37°C,
21% Oy und 5% COy durchgefithrt. PBMCs von gesunden Probanden wurden aus
ventsem Blut (siehe isoliert, wovon 10® PBMCs fiir 24h in einem Gemisch aus
RPMI 1640 und 10% FKS kultiviert wurden. Nach 24h wurde das komplette Medium
gegen Serum-freies RPMI 1640 ausgetauscht und fiir weitere 24h inkubiert, damit die
Zellen Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) sekretieren konnten. Der Zellkulturiiberstand
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wurde auf das Vorhandensein von MMP-9 mittels Zymographie und hinsichtlich sSRAGE
mittels Westernblotting untersucht. Dann wurden die Zellkulturiiberstinde mit APMA (4-
Amino-Phenyl-Quecksilberacetat) versetzt, um eine Aktivierung der Gelatinasen auszu-
16sen. APMA verdriangt das Propeptid der latenten MMP-Form aus dem aktiven Zentrum
und bewirkt somit eine Autoaktivierung der latenten MMP zur aktiven Form. In der
zymographischen Untersuchung der Proben ldsst sich dann eine Zunahme der aktiven
Bande in Hohe von 86 kDa feststellen. Die PBMCs der gleichen gesunden Probanden
wurden anschliefend mit diesem APMA sowie aktive MMP-9 enthaltendem Medium fiir
15 min inkubiert. Die gleichzeitige Gabe von 10 pg/ml Brefeldin A (Sigma, Deisenhofen)
wihrend der Stimulierung verhinderte die Freisetzung des endogen gebildeten esRAGE,
welches durch Splice-Varianten entsteht. Hiermit konnte sichergestellt werden, dass das
gemessene SRAGE ausschlieflich von der Zelloberfliche stammt. Die Zellkulturiiberstinde
wurden dann abpipettiert und mit 2:1v/v 2x Loadingpuffer fiir Westernblotting vermischt.
Mit den Zellen wurde eine Zellmembranfraktion durchgefiihrt (siehe [3.2.5), damit RAGE

mittels Westernblot detektiert werden konnte.

3.8 Statistische Auswertung

Kategoriale Daten wurden als Anzahl und als prozentuale Anteile angegeben und mittels
Fisher’s exact Test (CS-Uberlebende vs. CS-Nichtiiberlebende) oder Chi-Quadrat-Test
(HC, AMI, Uberlebende im CS, Nicht-Uberlebende im CS) miteinander verglichen.
Kontinuierliche Daten wurden als Mittelwert &= SEM dargestellt sowie mittels Mann-
Whitney-Test (Uberlebende im CS vs. Nicht-Uberlebende im CS) und one-way ANOVA
(HC, AMI, Uberlebende im CS, Nicht-Uberlebende im CS) miteinander verglichen. Alle
quantitativen Parameter waren normalverteilt (Kolmogorov-Smirnov-Test). Die Korrelati-
onskoeffizienten wurden mittels Spearman-Test berechnet. Zur Evaluation einer prognosti-
schen Bedeutung einzelner Biomarker wurde eine Receiver operating characteristic (ROC)
Analyse durchgefiihrt. Als ,cut-off“-Punkte wurde eine Spezifitit von 80% festgelegt.
Um das Uberleben der ACS-Subgruppen zu beurteilen, wurden Uberlebenskurven nach
Kaplan-Meier errechnet und durch den Log-rank test {iberpriift. Mit Hilfe der Cox-
Regression wurde der gleichzeitige Einfluss von mehreren Variablen auf die Uberlebenszeit

untersucht.

Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert p<0.05 festgelegt. Alle Tests wurden zwei-
seitig verwendet. Alle statistischen Daten wurde mit StatView (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA) erhoben.
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3.9 Reagenzien und Materialien
3.9.1 Verwendete Substanzen und Materialien

Acrylamid, Sigma, Deisenhofen

Ammoniumpersulfat (APS), Serva, Heidelberg

Ampuwa Wasser, Fresenius

p-Aminophenyl-Quecksilberacetat (APMA), Sigma, Deisenhofen
Aprotinin, Sigma, Deisenhofen

Aqua. destillata

3-Mercaptoethanol, Sigma, Deisenhofen

Bromphenolblau, Merck, Darmstadt

Bovine Serum Albumine (BSA), Sigma, Miinchen
Calciumchlorid, Sigma, Deisenhofen

Cell-Wash, Becton Dickinson, Heidelberg

Coomassie Brilliant Blue G-250, BioRad, Miinchen

DC protein assay, BioRad, Miinchen
Dinatriumhydrogenphosphat, Merck, Darmstadt

Dodecylsulfat Na-Salz (SDS), VWR international, Haasrode
Essigsdure, Merck, Darmstadt

Ethanol, Merck, Darmstadt

FACS-Rohrchen (5ml), Becton Dickinson, Heidelberg
FACS-Clean, Becton Dickinson, Heidelberg

FACS-Flow (Sheath Fluid for use on Flow-Cytometry), Becton Dickinson, Heidelberg
FACS-Puffer, Becton Dickinson, Heidelberg

FACS-Rinse, Becton Dickinson, Heidelberg

Fetales Kélberserum (FKS), Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Ficoll, Biochrom, Berlin

Filter Papier, BioRad, Miinchen

Full Range Rainbow Marker, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Gelatine Typ B, Sigma, Deisenhofen

Glukose, Sigma, Deisenhofen

Glyzerol, Sigma, Deisenhofen

Glyzin, VWR international, Hassrode

Grofke Objekttrager: 76 x 26 mm (beschnitten/mattrand) (Menzel-Gléiser)
Grofe Deckgliser: 24 x 60 mm (Menzel-Gléser)

Hoefer Glas Platten, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
HT-1080 Uberstand

Hyperfilm MP, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Isopropanol, Merck, Darmstadt
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Kaliumchlorid, Merck, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat, Merck, Darmstadt

Kaliumhydroxid, Sigma, Deisenhofen

Kakodylsdure, Sigma, Deisenhofen

Leupeptin, Sigma, Deisenhofen

Magermilchpulver, TSI, Zeven

Methanol, VWR international, Briare

MMP-Kontrollel, Sigma, Deisenhofen

Natriumacetat, Merck, Darmstadt

Natriumazid, Sigma, Deisenhofen

Natriumbicarbonat, Sigma, Deisenhofen

Natriumchlorid, Merck, Darmstadt

Natriumdihydrogenphosphat, Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid, Merck, Darmstadt

Penicillin, Sigma, Deisenhofen

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Sigma, Deisenhofen

Ponceau S Solution, Serva, Heidelberg

Protran Nitrocellulose Transfer Membran, Schleicher & Schiill, Dassel
RPMI 1640 Medium, Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe

Salzsdure, Merck, Darmstadt

Streptomycin, Sigma, Deisenhofen

Succrose, Sigma, Deisenhofen

NN’ N’ N’ -Tetramethylendiamin (TEMED), Sigma, Deisenhofen
Thimerosal (Mercury|(o-carboxyphenyl)thio|-ethyl sodium Salz, Sigma, Deisenhofen
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan (TRIS), Sigma, Deisenhofen
Triton X-100, Sigma, Deisenhofen

Trypan-Blau-Losung, Sigma, Deisenhofen

Tiirks-Losung, Merck, Darmstadt

Tween 20 (Polyoxyethylene-Sorbitan Monolaureate), BioRad, Miinchen
Western Blocking Reagent, Roche, Mannheim
Western-Blot-Detektions-Reagenz ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Zentrikons YM-10, Millipore, Bedford, USA

Ziegenserum, Sigma, Deisenhofen

Zinkdichlorid, Sigma, Deisenhofen

Es kommt ausschlieflich deionisiertes und bidestilliertes Wasser zur Anwendung.
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3.9.2 Antikorper fiir Westernblot-Analyse

Tabelle [2] listet die verwendeten Primér- und Sekundédrantikorper fiir den Nachweis von
sRAGE mittels Westernblot auf.

‘ Primirantikérper fiir RAGE ‘

Sekundirantikérper fiir RAGE

Clone ab37647 Clone polyclonal
Immunglobulin IgG Immunglobulin IgG

Species rabbit Species goat

kDa 45/52 Fluoreszenz-Konjugation Peroxidase

Firma Abcam Firma Sigma, Deisenhofen

Tabelle 2: Primér- und Sekundarantikorper fiir Westernblot-Analyse

3.9.3 Antikorper fiir Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS-Analyse)

Tabelle [3] listet die verwendeten Antikorper fiir den Nachweis von monozytirer RAGE-
Expression mittels FACS-Analyse auf.

Monozyten RAGE
Specifity CD14 CD86 Priméirantikérper Sekundirantikdrper
Clone RMO52 2331(FUN-1) ab37647 ab6717
Immunglobulin TIgG2a TgGlxk IgG IgG
Species Mouse Mouse Rabbit Goat
Fluorochrome PE-Cy5 PE — Fluorescein isothiocyanate (FITC)
A excitation 488 nm 488 nm — 495 nm
Emission peak 670 nm 578 nm — 528 nm
Firma Beckman/Coulter  Becton Dickinson Abcam Abcam

Tabelle 3: Antikorper fiir FACS-Analyse

3.9.4 Verwendete Losungen

3.9.4.1 Lé6sungen fiir Westernblot-Analyse

Laufgel fiir Westernblot: 12%
Aqua dest. 10,0ml, 30 % Acrylamid-Mix 12,0ml, 1,5 M Tris (pH 8,8) 7,5ml, 10% SDS
0,3ml, 10 % Ammoniumpersulfat 0,15ml, TEMED 0,02 ml.

Sammelgel fiir Westernblot:
Aqua dest. 5,4 ml, 30 % Acrylamid-Mix 2,0 ml, 1,0 M Tris (pH 6,8) 2,5ml, 10 % SDS 0,1 ml,
10 % Ammoniumpersulfat 0,05 ml, TEMED 0,01 ml.

Laufpuffer: 500 ml
90,75 g Tris base (= 1,5 M Tris), ad 160 ml Aqua dest. (Magnetriihrer), pH einstellen mit
rauchender HCI auf 8,8, ad 500 ml Aqua dest.

39



Sammelpuffer: 200 ml
12 g Tris base (= 0,5 M Tris), ad 160 ml Aqua dest. (Magnetriihrer), pH einstellen mit
rauchender HCI auf 6,8, ad 200 ml Aqua dest.

Probenpuffer Marc Wolff:

2,0ml Glycerol, 2,0ml SDS 10%, 0,25 mg Bromphenolblau, 2,5ml Stacking Gel Buffer
(6,06 g Tris (=0,5 M) und 4,0 ml SDS 10 % mit HCI auf 100 ml Aqua dest., pH 6,8), 9,5ml
Aqua dest. Frisch jeweils 5 V/V % -Mercaptoethanol dazugeben.

Elektrophoresepuffer 10x:
720 g Glycin, 151,5 g Tris, 50 g SDS, ad 51 Aqua dest. Zum Gebrauch 1:10 verdiinnen.

Transferpuffer: 2000 ml
9,7g Tris (= 25mM), 45¢g Glycin (= 190mM), 800 ml Methanol (= 20 %), ad 2000 ml
Aqua dest. hinzu.

10x PBS:
80g NaCl, 2g KCI, 2,4g KHyPOy, 14,4¢g NaoHPOy4, ad 900 ml Aqua dest., dann mit HCI
auf pH = 7,4 einstellen, auf 1000 ml auffiillen.

Stripping Buffer:
1 M Tris-HCI pH 6,8 , 10% SDS, 0,7 % p-Mercaptoethanol.

Blocker-Losung:
49,5ml 1xPBS, 0,5ml Western Blocking Reagent, 20 jl Ziegenserum.

3.9.4.2 Lésungen fiir Zymographie

Laufgel fiir Zymographie:
30% Acrylamid-Mix 9,32ml, Puffer 4% SDS 7,0ml, Gelatine (3mg/ml) 9,32ml (hand-
warm zugeben), Aqua dest 2,0ml, 10 % APS 280 ul, TEMED 10 pl.

Sammelgel fiir Zymographie:
30 % Acrylamid-Mix 2,0ml, Puffer 0,4 % SDS 2,5ml, Aqua dest 5,5ml, 10% APS 100 pl,
TEMED 5 pl.

Laufpuffer: 200 ml
36,3 g Tris base (= 1,5 M Tris), 8g SDS (= 4% SDS), ad 150ml Aqua dest. (Magnet-
riithrer), pH einstellen mit rauchender HCI auf 8,8, ad 200 ml Aqua dest.

Sammelpuffer: 200 ml
12 g Tris base (= 0,1 M Tris), 0,8g SDS (= 0,4% SDS), ad 150ml Aqua dest. (Magnet-
riithrer), pH einstellen mit rauchender HCI auf 6,8, ad 200 ml Aqua dest.
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Elektrophoresepuffer 10x:
720 g Glycin, 151,5 g Tris, 50 g SDS, ad 51 Aqua dest., Zum Gebrauch 1:10 verdiinnen.

Extraktionspuffer:

10mM Kakodylsdure 0,8g, 150 mM NaCl 4,4g, 1uM ZnCly, 10pl (6,8 mg/ml), 20 mM
CaCly*2 HyO 147g, 1,5mM NaNj (Natriumazid) 48,8mg, 0,01 % TritonX-100 50 pl,
500ml Aqua dest., auf pH = 5,0 einstellen.

Neutralizationpuffer:
1 M Tris/HCI 60,51 g, 500 ml pH 8,0.

Triton-X-Losung:
Triton 2,5 % 25ml ad 1000 ml Aqua dest.

Substratpuffer:
50 M Tris-HCL pH 8,0, 5mM CaCl2.

Entfarberlosung:
500 ml Aqua dest., 100 ml Ethanol, 70 ml Essigsdure. Auf 11 mit Aqua dest. auffiillen.

3.9.4.3 Loésungen fiir FACS-Analyse

Zellmedium:
500 ml RPMI 1640, 10 % fetales Kéalberserum, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Strep-

tomycin.

3.9.4.4 Lésungen fiir Zell-Fraktionierung

Hypotoner Puffer:
5mmol/l Tris, 1 mmol/l EDTA, 5mmol/l MgCly, pH 8,0, 1mmol/l PMSF, 1 mmol/]
Leupeptin, 5pug/ml Aprotinin.
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4 Ergebnisse

4.1 Klinische Daten der Studienpopulation

Die klinischen, kardiovaskuldren und hdmodynamischen Daten aller untersuchten
gesunden Probanden (Healthy Controls, HC; n=20), Patienten mit unkompliziertem
akutem Myokardinfarkt (Acut Myocardial Infarction, AMI; n—=20) sowie Patienten
mit kardiogenem Schock nach akutem Myokardinfakt (Cardiogenic Shock, CS; n=30)
finden sich in Tabelle [ und [5]auf S. [43f. Die Gruppen hatten eine gleiche Altersverteilung
(Median HC: 63 Jahre, AMI: 68 Jahre, CS: 67 Jahre). Es fand sich kein signifikanter Unter-
schied hinsichtlich Alter, Geschlecht, kardiovaskuldaren Risikofaktoren, Infarktlokalisation
sowie Zeitintervall zwischen Symptombeginn und Wiedererdffnung eines verschlossenen
Infarktgefifies. Alle Patienten im kardiogenen Schock (CS) wurden zusétzlich mittels
intraaortaler Ballongegenpulsation kreislaufunterstiitzend therapiert und erhielten sofern
erforderlich vasoaktive Substanzen. Patienten mit akutem Myokardinfarkt (AMI) hatten
im Vergleich zu den Patienten im CS kleinere Infarkte, gemessen am myokardialem
Nekrosemarker (Troponin T), und eine hdhere linksventrikuldre Ejektionsfraktion. Eine
Differenzierung der Patienten im CS in Uberlebende (n=17) und Nicht-Uberlebende
(n=13), also Tod innerhalb von 28 Tagen, zeigte fiir die letztgenannte Gruppe einen
signifikant geringeren Cardiac Index (p=0.014) und signifikant grokere Infarkte gemessen
am Troponin T (p=0.014). Der Cardiac Power Index (CPI) zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen Uberlebenden und Nicht-Uberlebenden (p=0.279). Hinsichtlich
des SAPS-II-Scores zeigte sich in der Gruppe der Nicht-Uberlebenden ein signifikanter
Anstieg des SAPS-II-Scores (p<0.001).
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4.2 Differentialblutbild und (inflammatorische) Laborparameter

der Studienpopulation

Die Daten aus den Untersuchungen des Differentialblutbildes und der Zellsubpopulationen
sind in Tabelle [6] auf S. [46] dargestellt. Es fand sich eine signifikant erhohte Gesamtzahl
der im Blut zirkulierenden Leukozyten bei allen Patienten mit ACS im Vergleich zu
gesunden Kontrollen (HC, p=0.003), was u. a. auf eine Erhéhung der Zahl zirkulierender
Monozyten zuriickzufiihren ist. Den stirksten Leukozytenanstieg hatten dabei Patienten
mit letal verlaufendem kardiogenem Schock, jedoch ohne signifikanten Unterschied zu
den Uberlebenden (p=0.235). Hinsichtlich der Monozyten fanden sich signifikant hohere
Werte bei den Patienten mit ACS im Vergleich zu HC (p=0.003). Es zeigte sich jedoch kein
relevanter Unterschied in den ACS-Subpopulationen. Bei den Inflammationsparametern
(CRP und IL-6) zeigten sich signifikante Unterschiede sowohl im Vergleich AMI vs.
Uberlebende im CS (CRP: p<0.01; IL-6: p—0.033) sowie AMI vs. Nicht-Uberlebende
im CS (CRP: p<0.01; IT-6: p<0.001). Innerhalb der Gesamtgruppe von Patienten im CS
bestand nur hinsichtlich IL-6 ein signifikanter Unterschied (p=0.011). Bei der Bestimmung
von pro-BNP als Marker der Herzinsuffizienz hatten alle Patienten mit ACS erhohte
Werte, mit einem signifikanten Anstieg bei Patienten im CS (AMI vs. Uberlebende:
p<0.001, AMI vs. Nicht-Uberlebende: p<0.001). Innerhalb der CS-Gruppe wiesen die
Nicht-Uberlebenden hohere pro-BNP Werte auf, dieser Unterschied war jedoch nicht
signifikant (p=0.173).
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4.3 RAGE-Expression auf Monozyten im Studienkollektiv

Bei Patienten mit ACS zeigte sich in der FACS-Analyse eine gesteigerte RAGE-Expression
auf CD14*CD86"-Monozyten (siche Abb. und Tab. [6). Die letal verlaufenden
Schockpatienten hatten bereits bei Aufnahme eine signifikant gesteigerte RAGE-
Expression auf Monozyten im Vergleich zu gesunden Probanden (137.024+7.48 MFT vs.
46+4.7 MFI; p<0.001) sowie im Vergleich zum unkomplizierten AMI (137.02+7.48 MFI
vs. 72.60+9.19 MFI; p<0.001). Innerhalb der Gruppe der Schockpatienten hatten
interessanterweise die Nicht-Uberlebenden (137.02+7.48 MFI vs. 67.8048.33 MFI;
p<0.001) eine signifikant hohere RAGE-Expressionsdichte als die Uberlebenden im CS. In
Abb. [7]sind représentative Dotplots und Histogramme der mittleren Fluoreszenzintensitéit
(MFT) des Studienkollektivs dargestellt.
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Abbildung 12: RAGE-Expression auf CD14+CD86%-Monozyten
Quantifizierung der monozytidren RAGE-Expression im Studienkollektiv.
CS: kardiogener Schock.

4.4 sRAGE-Level im Studienkollektiv

In der sSRAGE Bestimmung mittels Westernblot (siche Abb. und Tab. [6) zeigten
sich &hnliche sRAGE-Niveaus bei den Patienten mit AMI (122.15£7.97 AU/PC),
den Uberlebenden im CS (127.65410.52AU/PC) und den gesunden Kontrollen
(125.684+15.79 AU/PC). Nur die Nicht-Uberlebenden im CS (78.87+10.62 AU/PC)
hatten signifikant geringere sRAGE-Level im Vergleich zu den Uberlebenden im CS
(127.6510.52 AU/PC; p=—0.004).
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Abbildung 13: sRAGE im Plasma
A) Représentative Westernblots von sSRAGE (50-55 kDa) aus Plasma. B) Quanti-
fizierung aller sSRAGE-Isoformen aus dem Plasma der Studienpopulation. sRAGE
in arbitrary units (AU) pro mg Plasmaprotein. CS: kardiogener Schock.
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4.5 sRAGE/RAGE-Interaktion
4.5.1 sRAGE/RAGE-Verhiltnis

Interessanterweise zeigte sich eine inverse Korrelation (r=-0.569) zwischen dem Plasma-
sRAGE-Level und der monozytiren Expression des membranstindigen Rezeptors
(RAGE) bei allen Patienten mit ACS (n=50, AMI: n=20, CS: n=30, sieche Abb.[14). D.h.
je hoher das sRAGE-Niveau, desto niedriger ist die RAGE-Expression auf Monozyten bei
allen Patienten mit ACS. Es scheint also einen Zusammenhang zwischen dem 16slichen
RAGE-Rezeptor und der monozytiaren RAGE-Expression zu geben. Die Herkunft des
Plasma-sRAGE lasst sich dabei jedoch nicht ndher differenzieren, sSRAGE kann durch
eine Abspaltung membrangebundener monozytdrer und/oder endothelialen RAGE-

Rezeptoren entstehen.

200- .
. " n= 50
r=-0.569
S 150+
o
c
w N
C
2S¢ 100-
(=
“g
o
[a
g 50+
O | | | |
0 50 100 150 200
RAGE-Expression auf Monozyten
(MFI)

Abbildung 14: Inverses Verhalten von sRAGE zur membranstindigen RAGE-Expression auf
Monozyten in allen Patienten mit Akutem Koronarsyndrom (n=>50, davon mit
akutem Myokardinfarkt [n=20] und mit kardiogenem Schock [n=30]).
Regressionsanalyse: sRAGE [arbitrary unit (AU)/Proteinkonzentration] =
158.499 - 0.544 x RAGE [mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI)].

4.5.2 In-vitro-Aktivierung der MMP-9 induziert RAGE-Abspaltung auf PBMCs

Bei unseren Patienten waren intraindividuell hohe monozytire RAGE-Expressionen mit

niedrigen 16slichen sRAGE Plasmakonzentrationen assoziiert und umgekehrt. Es zeigte
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sich eine signifikante inverse Korrelation zwischen Plasma-sRAGE-Spiegeln und der
monozytiren RAGE-Expression (r=-0.569, r*=0.528, p<<0.001, n=50, sieche Abb. . Wir
untersuchten daraufhin die Hypothese, ob die aktivierte Metalloproteinase MMP-9 ein
Abscheren der monozytiaren RAGE-Rezeptoren induziert und somit fiir einen Anstieg der
zirkulierenden 16slichen sSRAGE-Spiegel verantwortlich sein kann. Hierzu fiithrten wir fol-
gende in-vitro-Untersuchung durch: Bestimmung von 16slichem sRAGE und monozytérem
RAGE nach in-vitro-Stimulation von PBMCs gesunder Probanden (n=4) mittels APMA-
aktivierter MMP-9. Nach 15min Behandlung mit aktivierter MMP-9 wurden etwa 35 %
des vorher Zellmembran-gebundenen RAGE freigesetzt (siehe Abb. [I5A), gleichzeitig
kam es zu einer Zunahme an sSRAGE im Zellkulturiiberstand (siehe Abb. [I5B). Durch
die gleichzeitige Gabe von Brefeldin A konnte die Freisetzung von endogenem sRAGE
(esRAGE), einer Splice-Variante von RAGE, welches keine transmembranire Doméne
besitzt, verhindert werden. Somit zeigen unsere Daten eindeutig, dass der vollstéindige
Rezeptor von der monozytiren Zelloberfliche abgespalten werden kann, wobei die aktive
MMP-9 dabei eine Rolle spielt. Als Ladekontrolle wurde eine Ponceau-Rot-Farbung
durchgefiihrt.

4.6 Prognostische Bedeutung der monozytaren RAGE-Expression
und der Plasma-sRAGE-Level

4.6.1 sRAGE und RAGE im Verhaltnis zum SAPS-1I-Score

Auf Grund der Bedeutung des SAPS-II-Scores im ACS [66] wurde die Korrelation der
RAGE-Expression und des sRAGE-Levels mit dem SAPS-II-Score, einem pradiktiven Pro-
gnoseparameter fiir die Letalitdt von Intensivpatienten, in der Schock- und AMI-Gruppe
untersucht (siehe Abb. S. [p2)). Dabei zeigte sich eine signifikant positive Korrelation
zwischen dem membranstindigen RAGE und dem SAPS-II-Score (r=0.808, p<0.001,
n=>50, (siche Abb. [16]A). Gleichzeitig bestand ein inverses Verhéltnis zwischen Plasma-
sRAGE-Level und dem SAPS-II-Score (r=-0.704, p<0.001, n=50, (siche Abb. [I16B).
Auf Grund dieser Ergebnisse ldsst sich vermuten, dass eine hohe monozytire RAGE-
Expression bzw. ein niedriger sRAGE-Plasmaspiegel bei Patienten im CS mit einer

erhohten Sterblichkeit assoziiert ist.

4.6.2 Prognostische Relevanz der bestimmten Parameter

SAPS-II-Score und Cardiac Power Index (CPI) sind bekannte klinische Prognosepara-
meter fiir Patienten im kardiogenem Schock. Neben diesen etablierten Parametern haben

Laborparameter wie z. B. IL-6, CRP und pro-BNP eine prognostische Bedeutung.
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Abbildung 15: Aktivierung der MMP-9 in PBMCs

A) Reprasentative Westernblots von Plasmamembran verbundenem vollstan-
digem RAGE aus peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) vor und nach
APMA vermittelter MMP-9 Aktivierung sind oben dargestellt. Unten findet sich
die quantitative Darstellung der Ergebnisse von vier unterschiedlichen Experi-
menten. AU: arbitrary units pro mg Protein

B) Reprasentative Westernblots fiir SRAGE aus Zellkulturiiberstand von PBMCs
vor und nach APMA vermittelter MMP-9 Aktivierung (oben) und quantitative
Darstellung der Ergebnisse von vier unterschiedlichen Experimenten (unten).
APMA: 4-Amino-Phenyl-Quecksilberacetat. AU: arbitrary units pro 20 ul Uber-
stand.

sRAGE und RAGE Level werden in AU angegeben, wobei die Kontrollprobe auf
einen Wert von 1 festgelegt wurde. Die Ponceau-Rot-Farbung belegt, dass die
Proben mit der gleichen Proteinmenge verglichen wurden.
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Abbildung 16: Korrelation zwischen A) RAGE bzw. B) sRAGE zum SAPS-II-Score in allen Pa-
tienten mit Akutem Koronarsyndrom (n=50, davon mit akutem Myokardinfarkt
[n=20] und mit kardiogenem Schock [n=30])
Regressionsanalyse: A) RAGE [Mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI)] = -10.242
+ 3.158 x SAPS-ll-Score [Punkte]; r?=0.652; B) sRAGE [arbitrary unit
(AU)/Proteinkonzentration] = 192.618 — 2.632 x SAPS-II-Score [Punkte];
r?=0.495.
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Daher wurden ROC-Kurven (siehe Abb. [17 S. fiir die o.g. Parameter (siehe Tab. [f]
S. ) errechnet, um die Relevanz der einzelnen Parameter fiir die Vorhersage des Uber-
lebens im kardiogenem Schock zu beurteilen. Die Trennschirfe der einzelnen Parameter,
welche aus der Berechnung der Area under the curve (AUC) aus der ROC-Analyse stammt,
wird in Tab. [7] dargestellt. Dabei zeigte sich eine hohe Trennschérfe fiir RAGE, sRAGE
und den SAPS-II-Score. Auch der Cardiac Power Index (CPI) und IL-6 wiesen eine relativ
grofse AUC auf. Als nicht relevant erwiesen sich CRP und pro-BNP.

— I — RAGE
[ |
Teq-- v -+ SRAGE
I / 1|\ — sAPsII
[ l: M
— : .+« CPI
o =" — IL6
XXl l' :
= - = pro-BNP
2 S eececasd .-+ CRP
= e
D :
c ]
[} ]
n ]
—decccccccaas
0 I ! ! I !
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Specificity

Abbildung 17: Receiver operating characteristic-Kurve fiir die Sterblichkeit anhand von RAGE,
sRAGE, SAPS-II-Score, Cardiac Power Index, IL-6, pro-BNP und CRP.

Variable Area Under Curve Standardfehler 95%-Konfidenzintervall p-Wert
RAGE-Expression auf Monozyten 0.943 0.051 0.843-1.044 < 0.001
sRAGE im Plasma 0.815 0.078 0.662-0.967 0.004
SAPS-II-Score 0.873 0.066 0.744-1.002 < 0.001
Cardiac Power Index 0.742 0.091 0.565-0.919 0.025
Interleukin-6 0.747 0.102 0.548-0.947 0.025
pro-BNP 0.674 0.113 0.452-0.896 0.149
CRP 0.505 0.118 0.274-0.736 0.963

Tabelle 7: Receiver operating characteristic curve analysis
BNP: Brain natriuretic peptide. CRP: C-reaktives Protein. RAGE: Receptor for
advanced glycation end products. sRAGE: soluble RAGE, l6sliches RAGE. SAPS-

[1-Score: Simplified Acute Physiology Score.
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4.6.3 RAGE und sRAGE zur Vorhersage der Wahrscheinlichkeit, am CS zu
versterben

Auf Grund des Verhaltens von RAGE bzw. sRAGE zum SAPS-II-Score fragten wir
uns, inwieweit RAGE bzw. sRAGE mit der Mortalitdt der CS-Patienten zusammen-
hangen. Innerhalb der Nachbeobachtungszeit von 28 Tagen starben 13 CS-Patienten
(43,3%) an kardiovaskuldren Ursachen. Anhand der ROC-Analyse stellten wir fest,
dass mit einer monozytire RAGE-Expression >103.6 MFI bei Aufnahme auf die In-
tensivstation die Wahrscheinlichkeit, innerhalb von 28 Tagen zu versterben, eine Sen-
sitivitit von 92,31% und eine Spezifitit von 94,12% ergab. In der Uberlebenszeit-
analyse nach Kaplan-Meier (sieche Abb. hatten die Patienten im CS mit einer
monozytiren RAGE-Expression >103.6 MFT eine 27,8 7fach hohere Wahrscheinlichkeit zu
versterben (95 %CI 8.29-93.68). Der Unterschied im Uberleben war statistisch signifikant
(p<0.001).

Im Gegensatz dazu hatten die CS-Patienen mit einem hoheren sRAGE-Level, wobei
SRAGE mit dem SAPS-II-Score invers korreliert, bessere Uberlebensraten. Ein niedriger
sRAGE-Level <76.88 AU/PC ging mit einer 3,97fach hoheren Wahrscheinlichkeit nicht zu
tiberleben einher (95 %CI 1.21-13.08), wohingegen ein hoher sSRAGE-Level >76.88 AU/PC
mit einem besseren Uberleben einherging. Anhand der ROC-Analyse zeigte sich, dass ein
sRAGE-Level <76.88 AU/PC eine Sensitivitdt von 62% und eine Spezifitit von 88 %

aufweist, um die 28-Tages-Sterblichkeit vorherzusagen.

4.6.4 RAGE und sRAGE als unabhidngige Pradiktoren fiir die Vorhersage der
28-Tages-Mortalitat

Um zu priifen, welche der Parameter unabhingige Prédiktoren fiir die Vorhersage der
28-Tages-Mortalitét sind, wurde eine Cox-Regressionsanalyse durchgefiihrt (siehe Tab. ,
S. [B3). Monozytire RAGE-Expression, sSRAGE-Level, SAPS-II-Score, Cardiac Power
Index (CPI), IL-6 und pro-BNP werden als prognoserelevant fiir das Uberleben im
kardiogenen Schock diskutiert. In unserer Cox-Regressionsanalyse waren jedoch nur die
monozytire RAGE-Expression (p<0.001) und das Plasma-sRAGE-Niveau (p—0.018)
signifikante unabhéngige Pradiktoren fiir die 28-Tages-Mortalitéit bei Patienten im CS.
Beim etablierten SAPS-II-Score war der p-Wert nur 0.977 und die Bedeutung des
CPI war grenzwertig (p=0.077). Zusammenfassend lisst sich festhalten, dass die mono-
zytire RAGE-Expression und das im Plasma zirkulierende sRAGE unabhéngige Pré-
diktoren fiir die Vorhersage der 28-Tages-Mortalitit sind. Dies bestédtigen auch die
Kaplan-Meier-Analysen zur monozytiren RAGE-Expression und zirkulierendem sRAGE

(siehe Abb.[18] S.[55).
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve fiir den kardiogenen Schock. A) anhand monozy-
tdrem RAGE oder B) anhand sRAGE. Die Cut-off-Werte basieren auf der ROC-
Analyse. Hazard ratio (HR) mit Konfidenzintervall (Cl), Log-rank-Test (p).
AU: arbitrary unit. MFI: mittlere Fluoreszenzintensitit. PC: Proteinkonzentration.

Regressions- Standard- Standard- T-Wert p-Wert
koeffizient fehler koeffizient

RAGE-Expression auf Monozyten 0.008 0.002 0.712 4.998 < 0.001
sRAGE im Plasma -0.004 0.001 -0.325 -2.641 0.018
Cardiac Power Index -2.068 1.095 -0.203 -1.888 0.077
SAPS-II-Score < -0.001 0.007 -0.005 -0.029 0.977
Interleukin-6 < 0.001 0.001 0.090 0.786 0.443
pro-BNP < -0.001 <0.001 -0.069 -0.583 0.568

Tabelle 8: Unabhingige Pradiktoren fiir die 28-Tages-Mortalitdt in Patienten mit kardiogenem
Schock (CS, n=30)
BNP: Brain natriuretic peptide. CS: Patient im kardiogenen Schock. RAGE: Receptor

for advanced glycation end products. sRAGE: soluble RAGE, I6sliches RAGE. SAPS-
[1-Score: Simplified Acute Physiology Score.
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5 Diskussion

Der kardiogene Schock nach akutem Myokardinfarkt (AMI) ist immer noch mit einer
hohen Mortalitit behaftet. Es ist inzwischen bekannt, dass eine systemische inflammato-
rische Reaktion (SIRS), die durch oxidativen Stress vermittelt wird, eine wichtige Rolle
in der Pathogenese spielt und auch das Outcome negativ beeinflusst [34].

Der Rezeptor fiir advanced glycation end products (RAGE) wird physiologischerweise
auf der Oberfliche einer Vielzahl von Immunzellen (Monozyten, Makrophagen, Granulo-
zyten), aber auch auf Endothelzellen und glatten Gefifimuskelzellen exprimiert [4, 61].
Durch RAGE vermittelte-Signalkaskaden werden systemische Entziindungsreaktionen
ausgelost [16 68, 8I]: Es kommt zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), Adhésions-
molekiilen, Chemokinen und proinflammatorischen Zytokinen (z.B. IL-6). Welche Rolle
dabei dem Liganden-RAGE-System zukommt, ist weitgehend unklar. Bekannt ist, dass
die RAGE-Liganden-Interaktion eine grofse Bedeutung in der Pathogenese zahlreicher
Erkrankungen wie Atherosklerose, Diabetes mellitus, Autoimmunerkrankungen, neuro-
degenerativen Erkrankungen, Tumorwachstum und allgemeinen Alterungsprozessen hat
[6, 20L B1L 61, [70] [77]. Vor kurzem wurde RAGE als Prognoseparameter beim septischen
Schock postuliert [45]. Zunehmend wird auch klar, dass die RAGE-Liganden-Interaktion
eine Rolle bei Ischdmie und Reperfusion spielt [1L B8], [7, 13, [76, 82]. Daher haben wir
in einer prospektiven Studie die Rolle der monozytiren RAGE-Expression und der im
Plasma zirkulierenden sRAGE-Konzentration bei Patienten im infarktbedingten kardio-

genen Schock (CS) untersucht.

5.1 Klinische Daten der Studienpopulation

Der infarktbedingte kardiogene Schock geht immer noch mit einer hohen Sterblich-
keit einher. In unserem — zugegebenermafen sehr kleinen — Studienkollektiv haben
wir trotz dhnlicher Altersverteilung im Vergleich zur Literatur eine deutlich niedrigere
Mortalitit (43,3% Nicht-Uberlebende vs. 50-70 %) gefunden [36, [34]. Ursiichlich kann
vielleicht die 100%ige Rate an Koronarintervention an allen Patienten im CS sowie die
supportive Therapie mittels intraaortaler Ballongegenpulsation (TABP) sein, wobei die

therapeutische Bedeutung der TABP gegenwértig diskutiert wird [74].

Eine Prognoseabschitzung bei Patienten im CS ist wichtig. In den Publikationen wird
zwischen kurz- und ldngerfristigem Uberleben unterschieden. Es ist bekannt, dass die
meisten Patienten innerhalb der ersten 48 h versterben [34], 65]. Jedoch ist es iiblich, das
1-Monats-Uberleben als Definition des kurzzeitigen Uberlebens zu verwenden [32 52].

Wir legten als Beobachtungszeitraum der Mortalitat 28 Tage fest.
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Zur klinischen FEinschatzung der Schwere der Erkrankung verwendeten wir den
wSimplified Acute Physiology Score (SAPS-1I-Score) [28§], ein etablierter Parameter in der
Intensivmedizin, um die Mortalitdt zum Aufnahmezeitpunkt einzuschitzen. Der SAPS-II-
Score ist geeignet, Patienten mit ACS zu beurteilen [66], und wird auch bei kardiogenen
Schock-Patienten verwendet [74]. Unsere iiberlebenden Patienten im infarktbedingten
kardiogenen Schock hatten signifikant niedrigere SAPS-II Werte als diejenigen Patienten,
die verstarben. Im Vergleich zum SHOCK Trial waren unsere Patienten dhnlich schwer
kritisch krank [58].

Wir fiihrten eine Subgruppenanalyse zwischen gesunden Kontrollen, Patienten mit AMI,
iiberlebenden Patienten im CS und nichtiiberlebenden Patienten im CS durch. Dabei
zeigte sich bzgl. der einzelnen Subgruppen kein Unterschied hinsichtlich Alter, Geschlecht,
kardiovaskuldren Risikofaktoren, Infarktlokalisation, Zeitintervall zwischen Symptom-
beginn und Wiedererdffnung des verschlossenen Infarktgefifses sowie intensivmedizinischer

Therapie.

5.2 RAGE/sRAGE im kardiogenem Schock

Wir konnten zeigen, dass bei allen Patienten mit ACS die monozytire RAGE-Expression
im Vergleich zu den gesunden Kontrollen signifikant erhoht war. Die monozytire RAGE-
Expression war dabei in der Patientengruppe mit CS, die innerhalb von 28 Tagen
verstorben waren, im Vergleich zu den Uberlebenden im CS signifikant erhéht. Wir
korrelierten die monozytiare RAGE-Expression mit dem SAPS-I1-Score, um ihre prognos-
tische Relevanz fiir das Uberleben von Patienten im CS zu priifen. Dabei zeigte sich eine
signifikante Korrelation zwischen der monozytiaren RAGE-Expression und dem SAPS-II-

Score.

Im Gegensatz dazu waren die Plasma-sRAGE-Level bei den Nicht-Uberlebenden im CS
signifikant niedriger als bei den Uberlebenden im CS und den unkompliziert verlaufenden
AMI-Patienten. Passend hierzu zeigte sich ein signifikant inverses Verhéltnis zum SAPS-
I1-Score. Unsere Daten sprechen dafiir, dass eine RAGE-Aktivierung im kardiogenen
Schock negative Auswirkungen auf das Uberleben hat, wohingegen sSRAGE méglicher-
weise eine protektive Rolle hat. Diese desastrose Wirkung der RAGE-Aktivierung haben
bereits andere Arbeitsgruppen in préklinischen Daten nachweisen konnen [I, 13]. Fiir
die negativen Auswirkungen einer RAGE-Aktivierung spricht, dass in der Kaplan-
Meier-Kurve CS-Patienten, die eine monoyztire RAGE-Expression von >103.6 MFI bei

Aufnahme hatten, eine grokeres Risiko hatten zu versterben.
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5.3 RAGE und sRAGE zur Vorhersage der Wahrscheinlichkeit, am

CS zu versterben

In unseren Untersuchungen stellten wir fest, dass eine monozytire RAGE-Expression
>103.6 MFI bei Aufnahme auf die Intensivstation sehr genau die Wahrscheinlichkeit
vorhersagen kann, ob ein Patient im infarktbedingten CS innerhalb von 28 Tagen
verstirbt (Sensitivitidt 92,31 %, Spezifitat von 94,12 %). Wir konnten nachweisen, dass
eine monozytire RAGE-Expression MFI >103.6 mit einem 28fach erhohten Risiko zu
versterben einhergeht. Dementsprechend hat ein niedriger SRAGE-Level <76.88 AU/PC
ein vierfach hoheres Risiko zu versterben (Sensitivitit 62 %, Spezifitit 88 %). Auf Grund
der kleinen Fallzahl bedarf es jedoch weiterer Studien, um bessere Cut-off-Werte fiir
RAGE und sRAGE zu evaluieren, die vielleicht noch genauer die Mortalitidt vorhersa-
gen konnen. Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine hohe monozytire RAGE-
Expression negative Effekte im CS vermittelt, wohingegen ein hoher sRAGE-Level pro-
tektiv wirkt.

5.4 Unabhangige Pradiktoren fiir die Mortalitat im CS

Als prognostisch relevant fiir das Uberleben eines Patienten im kardiogenen Schock
werden in der Literatur folgende Parameter diskutiert: Cardiac Power Index (CPI),
SAPS-II-Score, 11.-6 und pro-BNP. In einer Cox-Regressionsanalyse untersuchten wir
diese Parameter zusammen mit der monozytdiren RAGE-Expression und den Plasma-
sRAGE-Spiegeln auf die Frage, ob es sich damit um unabhingige Préadiktoren fiir das
Uberleben eines Patienten im infarktbedingten CS handelt. Dabei erwiesen sich in unserem
Patientengut der CPI, die monozytiare RAGE-Expression und die sRAGE-Plasmaspiegel
als unabhingige Priidiktoren fiir das Uberleben im CS.

Der Cardiac Power Index (CPI) ist ein wichtiger Prognose-Parameter im CS, ein erhéhter
CPI geht mit einer héheren Mortalitét einher [23]. Der CPI wird in der Literatur als
ein unabhéngiger Pradiktor fiir die Prognose eines CS-Patienten beschrieben [23] [78]. Je
niedriger der CPI, desto hoher die Sterblichkeit [I8, 23]. Nach unseren Daten bestétigte
sich der CPI als Préadiktor der 28-Tages-Mortalitit an Hand der ROC-Analyse, er
bestatigte sich jedoch nicht als unabhéngiger Préadiktor in der Cox-Analyse, vermutlich da
er von der Organdurchblutung, dem Blutfluss (HZV) und dem Perfusionsdruck (mittlerer
systemarterieller Blutdruck) abhéingig ist.

Der SAPS-II-Score [28] ist ein etablierter Parameter in der Intensivmedizin, um die

Mortalitdt beim Aufnahmezeitpunkt einzuschitzen. Er ist geeignet, Patienten mit ACS

zu beurteilen [66] und wird auch bei kardiogenen Schock-Patienten verwendet [74].
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Hinsichtlich des SAPS-II-Scores zeigten die Nicht-Uberlebenden im CS signifikant hohere
Werte, was auf das Vorliegen eines MODS hindeutet. Laut unseren Daten ist der SAPS-
I1-Score zwar ein Pradiktor der Mortalitdt, dabei aber keine unabhingiger Variable fiir

die Mortalitat von Patienten im CS.

Interleukin-6 (IL-6) war bei den Nichtiiberlebenden im CS signifikant héher. Es ist
bekannt, dass I1.-6 beim kardiogenen Schock nach AMI erh6ht ist und mit einem Multi-
organversagen einhergeht [19, 30|, dementsprechend bestétigte sich 1L-6 als Pridiktor der
Mortalitét, ist aber kein unabhéngiger Pridiktor.

Als Hinweis auf die Herzinsuffizienz hatten die Patienten im CS signifikant hohere
proBNP-Werte als die Patienten mit unkompliziertem AMI, bei der Differenzierung in
Uberleben und Nicht-Uberleben zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede bei
den Patienten mit CS. Es ist bekannt, dass ein Multiorgandysfunktionssyndrom die
Elimination des pro-BNPs vermindert [63], was die Unterschiede im Vergleich AMI vs.
CS erkldaren konnte. Jedoch ist eben die Wertigkeit beim kritisch Kranken auf Grund des
Multiorgandysfunktionssyndrom eingeschrénkt [63]. Der Patient im kardiogenen Schock
stirbt nicht allein am hamodynamischen Pumpversagen, sondern auch an der SIRS.
Hinsichtlich der Beurteilung der Mortalitat war die AUC sehr klein und pro-BNP war

bei unseren Patienten kein unabhéngiger Pridiktor fiir die Mortalitét.

Wie bereits oben erwidhnt, zeigte der Vergleich von diesen bekannten Parametern
mit der monozytiaren RAGE-Expression und des Plasma-sRAGE-Levels in der ROC-
Analyse eine genauere Vorhersage der Mortalitdt. In der Cox-Analyse bestétigten sich
erstaunlicherweise die monozytire RAGE-Expression (p<0.001) und der Plasma-sRAGE-
Level (p<0.018) als signifikante Pradiktoren der 28-Tages-Mortalitét. Unsere Arbeit fand
als erste diese Bedeutung von RAGE und sRAGE im kardiogenen Schock.

5.5 Die Bedeutung der sRAGE-RAGE-Interaktion fiir ihre

Liganden und die Immunantwort

Das im Plasma zirkulierende SRAGE hat eine protektive Bedeutung, indem es frei zirkulie-
rende Liganden bindet und dadurch eine proinflammatorische Liganden-RAGE-Rezeptor-
Signalkaskade verhindert [Il, 14 13]. Wir fanden eine inverse Korrelation zwischen dem
Plasma-sRAGE-Level und der monozytiaren RAGE-Expression bei allen Patienten mit
ACS. Dieser Zusammenhang unterstreicht die unterschiedliche Bedeutung von RAGE
hinsichtlich seiner destruktiven und von sRAGE hinsichtlich seiner protektiven Effekte bei

Patienten im CS. Der erhohte sRAGE-Level im Plasma und die erniedrigte monozytére
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RAGE-Expression bei den Uberlebenden im CS sprechen dafiir, dass in dieser Patienten-
gruppe sRAGE seine neutralisierende Wirkung durch den groferen Pool an 16slichem
RAGE-Rezeptor besser entfalten kann und somit durch diesen protektiven Effekt fiir das

bessere Uberleben verantwortlich sein konnte.

5.6 Die Bedeutung von MMP-9 fiir das RAGE-Shedding

Unsere Untersuchungen zeigen, dass die aktive MMP-9 in vitro fiir die RAGE-Abspaltung
auf Monozyten verantwortlich ist und zu einer konsekutiven sSRAGE-Erhéhung im Plasma
fiihren kann. Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten bereits, dass es in einigen Zelllinien
einen RAGE-Shedding-Mechanismus gibt und dass dieser durch eine in-vitro-Aktivierung
der Metalloproteinasen (ndmlich MMP-9 und ADAM-10) hochreguliert werden kann
[62, 87]. Wir fanden dhnliche Ergebnisse in einer in-vitro-Aktivierung der MMP-9 in
humanen PBMCs: Durch APMA-Aktivierung der MMP-9 in PBMCs von gesunden
Probanden wurden etwa 35% des vorher Zellmembran-gebundenen RAGE freigesetzt
und es kam gleichzeitig zu einer Zunahme an sRAGE im Zellkulturiiberstand. Somit
zeigen unsere Daten eindeutig, dass der vollstdndige Rezeptor von der Zelloberfliche
abgespalten werden kann, wobei die aktive MMP-9 dabei eine wichtige Rolle spielt. Die
inverse Korrelation von monozytirer RAGE-Expression und Plasma-sRAGE-Level bei
Patienten mit ACS legt nahe, dass ein solcher Shedding-Mechanismus auch in vivo moglich
sein kénnte. Moglicherweise kann die aktive MMP-9 auf das Verhiltnis der monozytéren
RAGE-Expression und dem Plasma-sRAGE-Level modulierend einwirken, wie unsere
Daten der in-vitro-Aktivierung der MMP-9 mit konsekutiver sSRAGE-Erhéhung vermuten

lassen.

5.7 Limitationen der Studie

Auch wenn wir zum ersten Mal prospektiv die Rolle der monozytiren RAGE-Expression
und der im Plasma zirkulierenden sRAGE-Konzentration im Studienkollektiv unter-
suchten, muss man bedenken, dass das Studienkollektiv mit insgesamt 50 Patienten
im Akuten Koronarsyndrom (AMI: n=20, CS: n=30) sehr gering ist. Auferdem ist
es eine monozentrische Studie. Ziel dieser Pilotstudie war es, erstmalig die Rolle von
RAGE und sRAGE im kardiogenen Schock zu untersuchen. Nun wird es groferer Studien
bediirfen, um die Rolle von RAGE und sRAGE besser einschéitzen zu kénnen und auch

die Bedeutung als prognostischen Biomarker zu untersuchen.
Um die Relevanz von RAGE und sRAGE als Prognoseparameter im kardiogenen Schock

zu beurteilen, braucht man nicht nur ein gréferes Studienkollektiv, sondern auch eine

Untersuchung des sRAGE-Levels im Krankheitsverlauf. Interessant wire es, auch die
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Verdnderung von RAGE /sRAGE unter der therapeutischen Intervention zu beobachten,
wie es vom National Institut of Health fiir die Etablierung von Biomarkern gefordert wird
(siehe [11]). Ziel dieser Studie war es aber nicht, RAGE /sRAGE als Prognoseparameter zu

etablieren, sondern die generelle Bedeutung im kardiogenen Schock zu untersuchen.

Die negativen Auswirkungen der monozytiren RAGE-Expression vermuten wir durch die
erhohte RAGE-Expression auf Monozyten bei den Nicht-Uberlebenden im CS. Jedoch
wirken die RAGE-vermittelten Signalkaskaden mit einer konsekutiven Inflammations-
reaktion nicht nur an den Monozyten, sondern auch auf Endothelzellen oder Kardio-
myozyten. Auch das gemessene sRAGE kann als Pool von verschiedensten Zellen
stammen. Bei unserer Messung von sRAGE mittels Westernblot liefs sich der Plasma-
sRAGE-Level erheben, die Herkunft desselben lief sich jedoch nicht bestimmen. Unsere
Daten unterstiitzen die Ergebnisse von anderen Gruppen, welche auch eine positive
Korrelation von sRAGE mit der endothelialen Funktion gefunden haben [17, 21, [51].
Vermutlich stammt das SRAGE in der Blutbahn von Endothelzellen, welche einen grofen
Teil der RAGE-Expression ausmachen [4, [16]. Renale Zellen [25], Monozyten oder Zellen
der glatten Muskulatur konnen auch zum Pool des zirkulierenden sSRAGE beitragen [61].
Welche Zellart dabei den groften Anteil beitrdgt, bleibt unklar. Unsere Untersuchungen,
u.a. die Stimulierung der PBMCs mit konsekutivem sRAGE-Anstieg, unterstiitzen die
Vermutung, dass auch PBMCs v.a. Monozyten zum Plasma-sRAGE-Pool beitragen. Wir
haben in unserem Pilotversuch erstmals einen mdoglichen Abspaltungsmechanismus von
sRAGE auf PBMCs nachweisen kénnen.

5.8 Ausblick

Wir konnten feststellen, dass die monozytire RAGE-Expression und die zirkulierende
Plasma-sRAGE-Konzentration wichtige unabhéngige Priadiktoren fiir die Voraussage der
28-Tagessterblichkeit im kardiogenen Schock sind. Dem Liganden-RAGE-System kommt
somit eine grofe Bedeutung in der Prognoseabschitzung bei Patienten im kardiogenen
Schock zu. Ferner konnte sich durch Modulation der sRAGE-RAGE-Interaktion ein neuer
therapeutischer Ansatz in der Behandlung eines kardiogenen Schocks ergeben. Erste
tierexperimentelle Studien mit Gabe von rekombinantem sRAGE zeigten bereits positive
Effekte auf |1, [14] 13]. Weitere klinischen Studien miissen folgen.
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6 Eigene Publikationen

Eigene Publikationen

e Selejan S, Poss J, Hewera L, Kazakov A, Bohm M, Link A (2012). Role of Receptor
for advanced glycation end products in cardiogenic shock. Crit Care Med
40: 1513-1522.

e Link A, Selejan S, Hewera L, Walter F, Nickenig G, Bchm M (2011). Rosuvastatin
induces apoptosis in CD4"CD28™" T cells in patients with acute coronary
syndromes. Clin Res Cardiol 100: 147-158.
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e Selejan S, Walter F, Hewera L, Bshm M, Link A (2010). Uberexpression von
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