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1 Einleitung

1.1 Atherosklerose

Atherosklerose ist eine Krankheit des arteriellen GefaRsystems. Uber einen
jahrzehntelangen Prozess entsteht durch die Einlagerung von Fetten, Modifikations-
und Oxidationsprozesse eine chronische Entzindung der Gefallwand. Die gebildeten
Plagues konnen Stenosen und bei Ruptur akute thrombotische Verschlisse

verursachen (Insull Jr., 2009).

Nach aktuellem Forschungsstand entwickelt sich die Atherosklerose als Folge einer
Endothelzellschadigung (Response-to-Injury-Hypothese). Die innerste
Gefallwandzellschicht (Endothel) kann durch verschiedene Einflisse geschadigt
werden. Dazu zahlt vor allem oxidativer Stress, der mit arterieller Hypertonie,
Hyperlipidamie, Diabetes und Nikotinabusus assoziiert ist. Auch eine mechanische
Belastung, zum Beispiel durch arterielle Hypertonie, kann zu endothelialer
Dysfunktion fuhren (Bonetti et al., 2003). Dies fuhrt zu veranderten homdostatischen
Eigenschaften des Endothels. Die Adhasionsfahigkeit von Leukozyten und
Thrombozyten steigt wie auch die Permeabilitdt des Endothels. Durch den
GefaRschaden treten zunehmend prokoagulative Eigenschaften des normalerweise
antikoagulativen Endothels hervor wie die Bildung von vasoaktiven Molekulen,
Zytokinen und Wachstumsfaktoren. Es kommt als Folge zu einer zunehmenden
Akkumulation von Low-density Proteinen (LDL). Die reine Entzindungsreaktion wird
der Histologie entsprechend fettige Streifung (fatty streak) genannt und kann schon
bei Kindern und Heranwachsenden beobachtet werden (Napoli et al., 1997). Die
Entzindungsreaktion fuhrt wiederum zu verstarkter Proliferation von glatten
Muskelzellen. Die dadurch verdickte GefalRwand kann schliel3lich zu einem verengten
Gefalslumen fuhren. Durch weitere Einwanderung von Makrophagen und
Lymphozyten und deren Aktivierung werden hydrolytische Enzyme, Zytokine und
andere Molekule freigesetzt, die fokale Nekrosen verursachen kénnen (Ross, 1999).
Durch die endotheliale Dysfunktion mit Freisetzung von Chemokinen kommt es unter
anderem durch erleichterte Migration und Internalisation von Monozyten und
Proliferation von glatten Muskelzellen bei gesteigerter Lipid-Akkumulation und

erhdhter Bindegewebsproduktion zur Bildung eines Plaques. Es entsteht ein
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Teufelskreis, da durch die Anwesenheit von Lipiden die Entzindungsreaktion
aufrecht gehalten wird, diese jedoch nicht zur Verminderung der Lipidkonzentration
fuhrt. Der gebildete Plaque kann so weiter an Grolke zunehmen und schlieBlich zu
einer Ruptur fihren (Falk et al., 1995; Zaman et al., 2000). Nach Ruptur kann es zu
Thrombozytenaggregation und -adhasion mit der mdglichen Folge einer lokalen
Thrombose, Vasokonstriktion und einer distalen Thrombembolie kommen. Die
Vasokonstriktion wird dabei durch das von Thrombozyten freigesetzte Serotonin und
Thromboxan A2 verursacht. Im Falle der Herzkranzarterien kann es durch den

reduzierten Blutfluss zu einer myokardialen Ischamie kommen (Lusis, 2000).

Adherence and Adherence
Leukocyte Smooth-muscle  Foam-cell T-cell aggregation of and entry
adhesion migration formation  activation platelets of leukocytes

Endothelial Leukocyte
d

Endothelial
permeability g dhesion

Macrophage accumulation Formation of Fibrous-cap formation Plaque rupture Thinning of fibrous cap Hemorrhage from plaque
necrotic core microvessels

Abb. 1.: Response-to-injury-Hypothese (Ross, 1999): Nach dieser Hypothese beginnt die
Atherosklerose mit einem endothelialen Schaden oder einer Dysfunktion (A). Dies fuhrt
zu erhohter endothelialer Durchlassigkeit unter anderem flr low-density-Lipoproteine
(LDL), die sich subendothelial anlagern kénnen und wiederum die Anlagerung von
Leukozyten und deren Migration durch das Endothel zur Folge haben. Im nachsten
Stadium (B) bilden sich Cholesterin enthaltende Makrophagen (foam cells), es kommt zu
einer Entzindungsreaktion mit T-Zell-Aktivierung und zu einer Anlagerung von
Thrombozyten. Dadurch aktiviert durchwandern zusatzlich Leukozyten das Endothel und
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glatte Muskelzellen (smooth-muscle cells) dringen in die Gefalllumen-anliegende
Gefalschicht (Intima) ein. Im dritten Stadium (C) akkumulieren zusatzlich Makrophagen,
es bildet sich eine fibrose Auflagerung (fibrous-cap) und es findet Nekrose im Inneren des
gebildeten Plaques statt. In Abhangigkeit vom Lipidgehalt sowie der Dicke der fibrosen
Kappe kann es im letzten Stadium (D) zu einer Plaqueruptur mit oben genannten
Komplikationen kommen (Ross, 1999; Stocker und Keaney, 2004).

1.2 Das Krankheitsbild

Die Koronare Herzkrankheit (KHK) beschreibt die Ausbildung der Atherosklerose in
den Herzkranzarterien. Durch die Bildung von Plaques in den Herzkranzarterien kann
es zu einer Blutflusslimitierung mit einer daraus resultierenden Koronarischamie
kommen. Diese kann asymptomatisch bleiben, sich aber auch in Angina pectoris,
Herzrhythmusstorungen oder einer Linksherzinsuffizienz aufern. Eine geflrchtete
Komplikation stellt der ploétzliche Herztod dar. Aktuellen Studien zufolge sind Herz-
Kreislauf-Erkrankungen und hierbei vor allem die KHK die haufigsten Todesursachen
in den Industrienationen (Lloyd-Jones et. al, 2010; RKI, 2006).

1.3 Risikofaktoren fiir die Koronare Herzkrankheit

Zu den Hauptrisikofaktoren fur das Entstehen einer KHK zahlen hohes Alter, das
mannliche Geschlecht, eine positive Familienanamnese, Nikotinabusus, fettreiche
Ernadhrung mit Bewegungsmangel und Ubergewicht, Bluthochdruck, Hyperlipidamie
und Diabetes mellitus. Weitere Risikofaktoren sind Bestandteil aktueller Forschung.
Hierzu zahlen psychosoziale Faktoren wie z. B. Stress oder eine Depression,
Alkoholabusus, genetische Faktoren, hohe Lipoprotein A Konzentrationen im Blut,
hohe Level verschiedener Gerinnungsfaktoren und ein hohes C-reaktives Protein
(CRP) (Kounis und Hahalis, 2016; Luc et al., 2002; Soufer et al., 2016).

1.4 Stabile KHK versus Akutes Koronarsyndrom

1.4.1 Akutes Koronarsyndrom
Das akute Koronarsyndrom ist ein Uberbegriff und beinhaltet die instabile Angina

pectoris, den akuten Myokardinfarkt und den plétzlichen Herztod.
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Als Angina pectoris bezeichnet man typischerweise retrosternal lokalisierte
Schmerzen. Diese Schmerzen konnen auch in den Hals, den Unterkiefer, den linken

Arm oder in die Schultergegend ausstrahlen.

Von einer instabilen Angina Pectoris wird gesprochen, wenn die herzspezifischen
Biomarker Troponin T oder -I laborchemisch nicht nachweisbar sind, die Symptomatik
jedoch auf eine kardiale Ischamie hinweist. Als Synonym wird auch vom
Prainfarktsyndrom gesprochen. Hierunter fallen jede Erstangina, eine Ruheangina
und die Crescendo-Angina, bei der die Intensitat und/ oder Haufigkeit der Angina

Pectoris zunimmt.

Der Myokardinfarkt wird je nach EKG-Veranderung in einen ST-Strecken-
Hebungsinfarkt (STEMI) und den Nicht-ST-Strecken-Hebungsinfarkt (NSTEMI)
eingeteilt. Bei beiden Formen kann die Symptomatik der instabilen Angina pectoris

prasent sein und die herzspezifischen Biomarker fallen positiv aus (Hamm, 2004).

Der plotzliche Herztod wird als natlrlicher Tod innerhalb einer Stunde nach dem
Auftreten von Symptomen definiert, dem bekannte oder unbekannte kardiale
Ursachen zu Grunde liegen. Die Zeit und Art des Todes sind hierbei unerwartet
(Priori et al., 2001).

1.4.2 Stabile KHK

Bei der stabilen KHK besteht episodenweise eine Blut-Minderversorgung des

Myokards.

Es handelt sich um eine belastungsabhangige Form der Angina pectoris, die gut auf
eine Nitratgabe anspricht. In diese Gruppe fallen auch behandelte Patienten nach
einem Herzinfarkt, die nach Behandlung symptomfrei sind, aber noch
Kontrolluntersuchungen bendtigen. Verschiedene Mechanismen koénnen fur die

Ausbildung einer stabilen KHK verantwortlich gemacht werden:

Eine Ursache liegt in der Plaque-bedingten Obstruktion der Koronargefale. Hinzu
kommt ein diffuser oder auch fokaler Koronarspasmus, der unter anderem als Folge
des Plaques entstehen kann. Der Entstehung einer stabilen Angina pectoris kann
auch eine mikrovaskulare Dysfunktion oder eine ischamische Kardiomyopathie

ursachlich zugrunde liegen (Montalescot et al., 2013).



13

1.5 Biomarker bei der KHK

Die Diagnostik der KHK nimmt aufgrund ihrer klinischen Relevanz einen hohen
Stellenwert in  der Medizin ein. Neben klinischen Symptomen sowie
elektrokardiografischen Untersuchungen spielen im Blut zirkulierende Biomarker eine
grole Rolle. Zunachst wurden unspezifische Marker wie die Aspartat-
Aminotransferase (AST), die Laktatdehydrogenase (LDH) und die Kreatinkinase (CK)
etabliert. Fortschritte in der Forschung ergaben kardiospezifischere Biomarker wie
CK-MB sowie LDH-1. Die hochste Sensitivitat wie auch Spezifitat wurde bisher bei
kardialen Troponinen festgestellt, sodass diese heutzutage den Goldstandard in der
Diagnostik des kardialen Zelluntergangs darstellen (Danese und Montagnana, 2016).
In den letzten Jahren haben experimentelle Forschungsarbeiten gezeigt, dass auch
MicroRNAs und Mikropartikel bei Patienten mit KHK signifikant reguliert sind (Ahlin et
al., 2016; Fichtlscherer et al., 2010).

1.6 MicroRNA

MicroRNAs (miRNA) sind kurze, nicht-kodierende, einzelstrangige RNAs mit einer
Lange von 19-25 Nukleotiden (Small und Olson, 2011). MiRNAs kdénnen an eine
Vielzahl von mRNAs binden, deren Translation in ein funktionsfahiges Protein
inhibieren und auf diese Weise die Expression zahlreicher Proteine regulieren (Kim,
2005; Small et al., 2010). Es gibt Berechnungen, wonach die Expression von tber 30
% der menschlichen Gene Ziele von miRNAs sind und durch diese beeinflusst
werden. MiRNAs werden im Zellkern als lange primary-miRNAs (pri-miRNAs)
transkribiert. Nachfolgend wird die pri-miRNA im Zellkern durch die RNase |l
(Drosha) zu etwa 70 Nukleotiden langen precursor-miRNA (pre-miRNA) prozessiert.
Diese ordnet sich als Haarnadelstruktur an (Lee et al., 2003). In Abhangigkeit von
Exportin-5 und nur unter Anwesenheit von Ran-GTP Kofaktor wird die so geformte
Pre-miRNA vom Zellkern in das Zytoplasma uberfihrt (Yi et al., 2003). Im Zytoplasma
wird die Pre-miRNA mithilfe der RNAse Il (Dicer) gespalten und schlie3lich
zusammen mit dem trans-activation response RNA-binding protein (TRBP) und dem
notwendigen Protein Argonaute 2 (Ago2) den sogenannten RNA-induced silencing
complex (RISC) bildet. Dieser bewirkt die gezielte Spaltung von Target-RNA (tRNA)

und damit eine Regulierung der Proteinexpression (Gregory et al., 2005).
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Transcription by RNA Polymerase Il

I Microprocessing

Pri-miRNA(s) l Pre-miRNA
Drosha-DGCR8
Pre-miRNA
Nucleus Dicing Dicer
Cytoplasm
yiop Asymmetric unwinding + Risc loading
RISC miRNA duplex
(mature miRNA) Dicer-TRBP
mMRNA target selection
Near perfect Partial
complementarity complimentarity

Argonaute 2

mRNA cleavage Translational
repression

P-bodies

Abb. 2.: Darstellung der miRNA Biogenese in Saugetieren modifiziert von David Koch
(Wienholds und Plasterk, 2005)

Wie in der Abbildung 2 dargestellt erfolgt die Translationsregulation Uber zwei
bekannte Wege. Ist die miRNA Uberwiegend komplementar zur Ziel-messanger-RNA

(mRNA), kommt es zur Spaltung und damit zur Degradierung der Ziel-mRNA. Bei nur
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schwacher Komplementaritat wird die Translation der mRNA gehemmt (Wienholds
und Plasterk, 2005).

MiRNAs zirkulieren in stabiler Form im Plasma und sind resistent gegenulber
endogener RNAse-Aktivitat. 24 Stunden Lagerung der Proben bei Raumtemperatur
oder mehrmaliges Einfrieren und Auftauen hat nur minimale Effekte auf die miRNA-
Level (Mitchell et al., 2008).

1.7 Mikropartikel

Mikropartikel sind 100-1000 nm grof3e Vesikel, die von verschiedenen Zelltypen
abgeschnurt und freigesetzt werden. Dabei wird durch Ausstllpung eines Teils der
Zellmembran unter Mitnahme von Zellbestandteilen ein Vesikel geformt. Davon
abzugrenzen sind Exosomen, die mit einer Gro3e von unter 100 nm intrazellular
gespeichert und aktiv sezerniert werden kénnen. Die Bildung von Mikropartikeln
erfolgt bei einer Reihe verschiedener biologischer Prozesse (Mause und Weber,
2010). Dazu gehdren u. a. der apoptotische Zelluntergang oder auch die
Scherbelastung in Arterien wie sie bei Gefalistenosen auftreten (Holme et al., 1997).
Die mit einer Lipiddoppelschicht Uberzogenen Mikropartikel kbnnen mit anderen
Zellen durch Fusion mit deren Zellmembran, endozytischer Internalisation oder
direkter Bindung an Oberflachenmolekile kommunizieren. Mikropartikel beinhalten
verschiedene bioaktive Molekule der Mutterzelle. Dazu gehdren miRNAs, Zytokine,
Chemokine oder andere RNA-Formen (Sluijter et al., 2014).

In einer Kklinischen Studie konnte nachgewiesen werden, dass Patienten mit
KoronargefalRschaden im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant erhéhte EMP-
Level aufweisen (Bernal-Mizrachi et al., 2004) und auch Studien der eigenen
Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass EMP-Spiegel in Patienten mit koronarer
Herzerkrankung mit dem Grad der Endotheldysfunktion und dem kardiovaskularen

Outcome korrelieren (Sinning 2011; Werner et al., 2006).

Darlber hinaus hat sich gezeigt, dass Mikropartikel nicht nur als Biomarker, sondern
auch als Effektor der Gefal¥funktion fungieren (Jansen et al., 2012). Sie beeinflussen
die Zielzellen durch den Transfer bioaktiver Molekule, insbesondere durch miRNAs

(Jansen et al., 2013). Dabei ist die Expression vaskuloprotektiver miRNAs mit einer
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reduzierten Rate kardiovaskularer Ereignisse assoziiert (Jansen et al., 2014).
Bekannt ist, dass sich die Expression von miRNAs bei Patienten mit und ohne KHK
signifikant unterscheidet (Fichtlscherer et al., 2010). Vd4llig unbekannt ist hingegen,
ob sich die miRNA Expression in MPs bei Patienten mit und ohne KHK ebenfalls

unterscheidet.

1.8 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Das Ziel der Arbeit ist die Charakterisierung des miRNA-Expressionsprofils in

zirkulierenden MPs bei Patienten mit und ohne KHK.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

2.1.1.1 Probenaufbereitung

Zentrifuge: Centrifuge 5810 R, Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland; FACS-Analyse: BD FACSCalibur™: BD Biosciences Heidelberg,
Deutschland; Zentrifuge: Centrifuge 5430 R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

2.1.1.2 Mikropartikel-lsolierung
Centrifuge 5430 R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

2.1.1.3 384 Wells Tagman low density Array (Microarray)
7900 Fast Real-Time PCR-System, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
TagMan® Array Human MicroRNA A Card v2.0, Life Technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland

2.1.1.4 Real-Time PCR

Eppendorf Mastercycler®, Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

7500 Fast Real-Time PCR System (Software: 7500 Software v2.0.6) Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland; TaqMan® MicroRNA Assays, Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland; Zentrifuge: Labofuge 400R, Thermo Scientific,

Braunschweig, Deutschland

2.1.2 Allgemeines

Pipettenspitzen: Saarstedt AG & Co, Nurmbrecht, Deutschland; Tubes (verschiedene
Grolken): Eppendorf Safe-Lock Tubes, Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Hamburg, Deutschland; Blutentnahmerdhrchen: (Sarstedt AG, NiUrmbrecht,
Deutschland); TruCOUNT™ absolute counting tubes: BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland
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2.1.3 Losungen und Puffer
TRIZOL Loésung: Invitrogen Life Technologies, Darmstadt, Deutschland;
miR-39 Lésung, Chloroform, DEPC-Wasser, Ethanol;

Tris EDTA Buffer (TE buffer), Affymetrix, Lahr, Deutschland

2.1.4 Antikorper
Annexin V-FITC: BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland; CD31-PE: BD
Biosciences, Heidelberg, Deutschland; CD42b-APC: BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland;

2.1.5 Kits und Mastermixe

TagMan® miRNA Isolation Kit, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland;
TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit, Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland; TagMan® PreAmp Master Mix (2X), Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland; TagMan® Universal Master Mix, No AmpErase® UNG, (2X),
Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland; TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland; TagMan® 2X
Universal PCR Master Mix, with AmpErase® UNG, Life Technologies GmbH,

Darmstadt, Deutschland
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2.1.6 Primer fiir Real-Time PCR

Tab.1: Primerauswahl flir die Tagman Realtime-PCR mit entsprechenden RNA-
Sequenzen

Assay Name Mature miRNA Sequence
Hsa-let-7d’ AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGU
Hsa-miR-21" UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
Hsa-miR-26a’ UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
Hsa-miR-30b’ UGUAAACAUCCUACACUCAGCU
Cel-miR-39' UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG
Hsa-miR-92a' UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU
Hsa-miR-126" UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG
Hsa-miR-139-5p' UCUACAGUGCACGUGUCUCCAGU
Hsa-miR-199a’ ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA
Hsa-miR-222" AGCUACAUCUGGCUACUGGGU

'Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

2.2 Patientenauswahl

Die in dieser Arbeit verwendeten Proben stammen von 180 Patienten, die sich elektiv
oder notfallmaRig in der Kardiologie der Universitat Bonn zu einer Koronarangiografie
vorgestellt haben. Die im Rahmen der Studie notwendigen Blutenthahmen und die
Datendokumentation wurde von der Ethikkommission der Uni Bonn genehmigt und
alle eingeschlossenen Patienten gaben ihr schriftliches Einverstandnis zur
Durchfuhrung dieser Studie. Jedem Patienten wurden vends 8 Blutproben
entnommen. 5 Proben dienten dem Standard-Labor (je 1 Réhrchen Glucose, Heparin,
Serum, EDTA, Citrat), bei dem neben Routineparametern (klinische Chemie, grol3es

Blutbild, Gerinnung) auch Blutfette, Herzenzyme Interleukin 2 und Interleukin 6



20

quantitativ erfasst wurden. 3 Proben (je 1 Rohrchen EDTA, Serum und Citrat) dienten

den weiteren Messungen in unserem Experimental-Labor.

2.3 Koronarangiografie

Die Koronarangiografie wurde nach den Leitlinien der American Heart Association
und dem American College of Cardiology durchgefihrt und war nicht Bestandteil der
Studie. Der Grad der KHK wurde von mindestens zwei unabhangigen
interventionellen Kardiologen gemessen. Eine KHK wurde definiert als eine Stenose
ab 50 % in mindestens einer Hauptstammarterie des Herzens. Die Ejektionsfraktion
wurde mithilfe eines Computersystems (Digital Cardiac Imaging Software; Philips,
Amsterdam, Netherlands) aus dem enddiastolischen und endsystolischen

linksventrikularen Areal berechnet.

2.4 Probenaufbereitung

Die Proben wurden innerhalb von maximal 60 Minuten nach Entnahme bei 1500 g fur
15 Minuten zentrifugiert. Die Uberstande wurden nach folgendem Schema in 2 ml

Eppendorf Tubes® aliquotiert:

Citrat
2ml

Diese Proben wurden bei 13.000 g fiir 2 Minuten zentrifugiert. Die Uberstande

wurden nun wiederum nach folgendem Schema aliquotiert:

EDTA EDTA Citrat Citrat
250l 250l 2ml 25ul

Bis auf die zwei mit 25 pl Citrat gefiillten Eppendorf Tubes® wurden die iibrigen
Proben bis zur Weiterverarbeitung bei - 80 °C tiefgefroren. Das so erhaltene

Blutplasma ist thrombozytenfrei (Jansen et al., 2014).
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2.5 FACS (fluorescence-activated cell sorting) -Analyse

Zur Differenzierung der verschiedenen Mikropartikel wurden in die Citrat-Plasma-

Proben folgende Antikdrper gegeben:

Tab.2: Reaktionsansatz fur Mikropartikelmessung

Probe 1 Annexin V-FITC, CD31-PE und CD42b-APC

Nach kurzem Vortexen der Proben wurden diese fur 45 Minuten bei Raumtemperatur
in Dunkelheit inkubiert. Den Proben wurde jeweils im Anschluss 1 ml Annexin V
Binding Buffer (10 mM HEPES, pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2) hinzugefugt.
Nach mehrmaligem Auf- und Abpipettieren wurde die gesamte Menge (1028 pl) in
zwei TruCOUNT™ absolute counting Tubes pipettiert. An diesen Proben wurden nun
die FACS-Messungen vorgenommen. Mikropartikel zeichnen sich durch ihre GroRe
von ca. 100-1000 nm und die Bindung an Annexin V aus. Um daruber hinaus
thrombozytare (PMP) und erythrozytare (EMP) Mikropartikel zu unterscheiden wurde

nach folgender Antikdrper-Affinitat unterschieden:

Tab.3: Antikérperauswahl fur den entsprechenden Mikropartikelnachweis

Mikropartikelart Antikorperbindung

EMP CD31-PE positiv, CD42b-APC negativ

PMP CD31-PE und CD42b-APC positiv

Sonstige Annexin positiv, CD31-PE und CD42b-APC negativ

Um die verschiedenen Mikropartikel-Subspezies zu sortieren, wurde ein FACSAria ™
[I1 Durchflusszytometer (BD Biosciences) verwendet. Vesikel mit einem Durchmesser
von 100-1000 nm wurden eingeschlossen. CD31 + /CD42b-, CD31 + / CD42b + und

CD31-/ CD42b-MPs wurden gemessen, sortiert und gesammelt.
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2.6 Mikropartikel-Isolierung

Zu den sortierten MPs wurde RNAse freies Wasser gegeben um eine Gesamtmenge
von 250 pl zu erhalten. Im Anschluss wurde die Probe mit 750 pl TRIZOL Lésung

erganzt.
RNA-Isolation:

Nach Zugabe von 5 pl einer 1 mikromolaren synthetischen miR-39 Lésung wurden
die Proben gevortext und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlielRend
wurden 150 pl Chloroform hinzugeflgt, die Proben 15 Sekunden gevortext und fur 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation mit 12.000 g fur 20
Minuten bei 4 °C wurde der Uberstand in ein neues Tube Uberfihrt und mit eiskaltem
75 %-igen Ethanol auf 1,5 ml aufgeflllt und invertiert. Bei 7500 g wurden diese
Proben nun fiir 5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand abpippetiert. Nach
dem Trocknen wurde das entstandene Pellet in 30 yl DEPC-Wasser resuspendiert
und die RNA eingemessen. Um die Ausbeute an kleinen RNAs zu erh6hen, wurde die

RNA zuvor in Ethanol bei -20 °C tUber Nacht mit Glykogen (Invitrogen) prazipitiert.

2.7 384 Wells Tagman low density Array (Microarray)

Der Microarray wurde nach dem Protokoll ,Megaplex™ Pools for microRNA
Expression Analysis® (Applied Biosystems, Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland) durchgefuhrt. Fur die Untersuchung wurde die card A verwendet.

2.7.1 Reverse Transkription
Es wurden die vom Protokoll empfohlenen Megaplex RT Primer und das Taqman®
MicroRNA Reverse Transcription Kit genutzt und nach Auftauen folgendermalien

pipettiert (auRer RNAse freiem Wasser waren alle Bestandteile im Kit enthalten):
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Tab.4: Reaktionsansatz fur die reverse Transkription beim Microarray

T Reaction Mix Components Volume for Ten Samples (ul)
Megaplex™ RT Primers (10X) 9,0

dNTPs with dTTP (100nM) 2,25

Multiscribe™ Reverse Transcriptase

(50 U/pl) 10,88

10X RT Buffer 9,0

MgCl; (25mM) 10,12

RNase Inhibitor (20 U/pl) 1,12

Nuclease-free water 2,25

Total: 50,62

Nach 6-maligem Invertieren und kurzem Zentrifugieren wurden jeweils 4,5 pl in die
Vertiefungen einer 96-Loch-Platte gegeben. Im Anschluss wurden je 3 pl RNA (1-350
ng) in jede Vertiefung gegeben (oder 3 ul Wasser fur die Kontrolle). Die Platte wurde
mittels MicroAmp® Clear adhesive Film versiegelt und nach 6-maligem invertieren
und kurzer Zentrifugation fur 5 Minuten auf Eis inkubiert. Im 7900HT-System wurden
folgende Thermal-Zyklen fur die Reverse Transkription eingestellt und das Programm

mit der vorbereiteten Platte gestartet:
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Tab.5: Thermalzyklen fur reverse Transkription beim Microarray

Stage Temp Time

16°C 2 min
Cycle

42°C 1 min
(40 Cycles)

50°C 1 sec
Hold 85°C 5 min
Hold 4°C 0

2.7.2 Preamplifikation

Da von sehr kleinen RNA-Mengen auszugehen war, wurde anschlieBend die

empfohlene Preamplifikation durchgefiuhrt:

Zunachst wurde der Mastermix in einer 1,5 ml Eppendorf Tube® angesetzt (nach

auftauen und invertieren der jeweiligen Bestandteile):

Tab.6: Reaktionsansatz fur die Preamplifikationsreaktion beim Microarray

PreAmp Reaction Mix Components Volume for 10 Samples (ul)
Tagman® PreAmp Master Mix (2X) 140,62

Megaplex™ PreAmp Primers (10X) 28,13

Nuclease-free water 84,37

Total 253,12

Nach 6-maligem Invertieren und kurzer Zentrifugation wurde in 10 Locher einer 96-

Loch-Platte je 2,5 uyl RT-Produkt gegeben. Im Anschluss wurden jeweils 22,5 pl

PreAmp Reaction Mix hinzugegeben.

Nach VerschlieRen der Platte mittels



MicroAmp® Clear Adhesive Film, Invertieren der Platte und kurzer Zentrifugation

wurde die Platte fur 5 Minuten auf Eis inkubiert.

In dem 7900 HT System wurde bei standard ramp speed folgende Thermal-Zyklen

eingestellt und das Programm nach Beladung mit der Platte gestartet:

Tab.7: Thermal-Zyklen fur die Preamplifikationsreaktion beim Microarray

Stage Temp Time
Hold 95°C 10 min
Hold 55°C 2 min
Hold 72°C 2 min
Cycle 95°C 15 sec
(12 Cycles) 60°C 4 min
Hold 99,9°C 10 min
Hold 4°C ©

Die Folie wurde im Anschluss abgenommen und in jedes beflllte Loch der Platte 75

pl 0,1X TE pH 7.0 gegeben. An diesem Punkt konnten die Proben bis zu einer Woche

bei -15 - -25 °C gelagert werden.

2.7.3 Real-Time PCR Reaktion

Fur die Real-Time PCR Reaktionen wurden folgende Komponenten in ein 1,5-ml

Tube pipettiert:
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Tab.8: Reaktionsansatz fur die Real-Time-PCR-Reaktion beim Microarray

Volume for One Array
Component
(ki)
TaqMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® 450
UNG 2X (Mix by swirling the bottle)
Diluted PreAmp product (after thawing, inverting six 9
times and centrifugation)
Nuclease-free water 441
Total 900

Nach 6-maligem Invertieren und kurzer Zentrifugation wurde in jeden der 8 Ports der
Microarray-Karte 100 pl dieses Mixes pipettiert. Nach 1 minlatigem Zentrifugieren
wurde die Karte in Richtung der Ports ausgewalzt und auf ein blasenfreien Inhalt der
Karten geachtet. Die Einmessung der Karten im 7900HT System erfolgte nach dem

Protokoll von Applied Biosystems. Verwendet wurde die Software SDS v2.2.

2.8 Quantitative PCR

2.8.1 Reverse Transkription

Fur die Messung der verschiedenen miRNA-Konzentrationen wurde mit den isolierten
RNA-Proben zunachst eine Reverse Transkription durchgefihrt und daraufhin eine
quantitative PCR. Beide Ablaufe wurden streng nach dem Protokoll ,TagMan®Small
RNA Assays“ von applied biosystems durchgefihrt. Die Patienten-RNA-Proben
wurden mit RNA-freiem Wasser auf 2 ng/ul verdunnt und auf Eis gestellt. Im
Anschluss wurde folgender Mastermix fur die reverse Transkription
zusammengestellt. Die Mengenangabe bezieht sich auf eine Probe. Da fir jede
Patientenprobe 10 verschiedene miRNAs bestimmt werden sollten und 15 % Reserve
eingeplant wurde, musste die Menge je nach zu messender Patientenanzahl n mit

n*115 multipliziert werden:
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Tab.9: Reaktionsansatz fur die reverse Transkription bei der quantitativen PCR

Component Volume (pl)
100mM dNTPs (with dTTP) 0,15
MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 50 1.00

U/ul

10X Reverse Transcription Buffer 1,50

RNase Inhibitor, 20 U/ul 0,19
Nuclease-free water 4,16

Total volume 7,00

Nachdem dieser Mastermix vorsichtig vermischt und kurz zentrifugiert wurde, um den
Tube-Inhalt auf den Boden des Tubes zu bringen, wurde dieser auf Eis gestellt. Nun
wurden 7 pl RT-Mastermix mit jeweils 5 ul RNA-Probe vermischt (1-10 ng RNA pro
Reaktion). Die 5X RT-Primer wurden parallel auf Eis aufgetaut mit RNase freiem
Wasser auf 1X RT Primer verdunnt, gevortext und kurz zentrifugiert. 3 pl der 1X RT-
Primer wurden nun dem Testmedium zugeflgt, sodass 15 yl Testmedium in einem
0,2 ml Tube zur Verfugung standen. Pro Patient ergaben sich so 10 Proben mit je
einem unterschiedlichen RT-Primer. Nach mehrmaligem Invertieren wurden die
Proben in den Thermal-Cycler gegeben und unter folgenden Bedingungen die

reverse Transkription durchgefuhrt:
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Tab.10: Thermal-Zyklen fur die Reverse Transkription bei der quantitativen PCR

Step Time Temperature
Hold 30 min 16°C

Hold 30 min 42°C

Hold 5 min 85°C

Hold ) 4°C

Wenn sich die folgende Amplifikation nicht innerhalb von Stunden anschloss, wurden

die Proben bei -18 °C eingefroren.

2.8.2 Quantitative PCR- Amplifikation

Nach folgendem Schema wurde der qPCR-Reaktions-Mix in einem sterilen 1,5 mi

Tube hergestellt:

Tab.11: Reaktionsansatz fur die quantitative PCR-Amplifikation

Volume per 20 uyl Reaction
Component
(Three replicates)

Tagman® Small RNA Assay (20X) | 3,6 pl

Product from RT reaction 4.8 ul
Tagman® Universal PCR Master 36.0 L
Mix 1l (2X), no UNG a
Nuclease-free water 27,61 pl

Total volume 72,01 pl
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Das Tube wurde verschlossen und mehrmals invertiert bevor es kurz zentrifugiert
wurde. Je drei Wells einer 96-well- Platte wurde mit je 20 yl des Reaktionsmixes
geflllt. Zusatzlich wurden pro Primer auch zwei ,No template controls (NTC)"
mitlaufen gelassen, bei denen an Stelle der Patienten-Probe RNase-freies Wasser

pippetiert wurde, um Hintergrund-Signale bewerten zu kénnen.

Bei 10 Primern konnten so auf einer Platte sieben Patientenproben eingemessen

werden.

Die 96-Well-Platte wurde mit eine Folie bedeckt und mithilfe eines Spatels glatt
ausgestrichen. Die Uberstehenden Kanten wurden abgetrennt. Mit Gegengewicht
wurde die 96-Well-Platte bis ca. 1000 g zentrifugiert und dann im 7500 Fast Real

Timer PCR System (Applied biosystems) eingemessen.

2.9 Statistische Auswertung

Um die Expression der miRNAs in den drei verschiedenen Patientengruppen
(Patienten mit stabiler KHK, Patienten mit ACS, gesunde Kontroligruppe) zu
vergleichen, wurde nach der Durchfuhrung einer quantitativen PCR eine statistische

Auswertung mittels ANOVA-Test und Bonferroni-Korrektur vorgenommen.

Die Ergebnisse sind in 3.5 graphisch dargestellt. Dabei zeigt ein P-Wert <0,05 einen

signifikanten Unterschied an.
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3 Ergebnisse

3.1 Basis-Charakteristika

Insgesamt wurden 180 Patienten mit einem durchschnittlichen Alter von 65,1 Jahren
in die Studie eingeschlossen und in drei Untersuchungsgruppen aufgeteilt: Patienten
mit invasivem Ausschluss einer KHK (n=41), Patienten mit stabiler Angina pectoris
(n=77) und Patienten mit akutem Koronarsyndrom (n=62). Mit insgesamt 68,9 %
konnten mehr Manner als Frauen in die Studie eingebunden werden. Dabei waren die
Manner mit 84,4 % (stabile Angina) und 71 % (akutes Koronarsyndrom) in zwei
Gruppen starker vertreten, wohingegen die Frauen in der Gruppe ohne KHK mit 63,4

% in der Mehrzahl waren.

Die Patienten in den Gruppen mit stabiler KHK und ACS hatten durchschnittlich mehr
kardiovaskulare Risikofaktoren (z. B. arterielle Hypertonie und Hyperlipoproteinamie)
als die Patienten mit angiographischem Ausschlufd einer KHK. Zusatzlich war unter
den Patienten mit ACS der Prozentsatz der Patienten, die eine Dauermedikation
einnehmen, im Vergleich zu den anderen zwei Gruppen am hdchsten (z. B. Beta-

Blocker, Calcium-Kanal-Blocker).

Im Folgenden sind die bei Eintritt in die Studie voliegenden Merkmale der

eingeschlossenen Patienten tabellarisch dargestellt:

Tab. 12: Hier dargestellt sind die drei untersuchten Gruppen NCAD (invasiver Ausschluss
KHK), stable angina (stabile Angina pectoris) und ACS (akutes Koronarsyndrom)
verglichen in Bezug auf verschiedene Kriterien; Kontinuierliche Daten werden als
Mittelwert + Standardabweichung und kategorische Daten werden als Haufigkeit in
Prozent ausgedrickt.

CAD = Coronary artery disease; nCAD, non-coronary artery disease; DM, diabetes
mellitus; NDM, Non-diabetes mellitus; MI, myocardial infarction; PCI, percutaneous
coronary intervention; ACE, angiotensin-converting enzyme; LDL, low-density lipoprotein;
HDL, high-density lipoprotein; MP, microparticle. Eine chronische Nierenerkrankung
wurde als glomerulare Filtrationsrate <60ml/min definiert (NCAD Patienten gegen
Patienten mit stabiler Angina gegen Patienten mit ACS).
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Characteristic Total NCAD Stable ACS P
(n=180) (n=41) angina (n=62) value
(n=77)

Age. year 65.3+11.3 63.4+13.2  65.3+10.6 66.5+10.9 0.413

Gender. no. (%) 0.000

Female 56(31.1%) 26(63.4%)  12(15.6%) 18(29.0%)

male 124(68.9%)  15(36.6%)  65(84.4%) 44(71.0%)

Cardiovascular risk

factors. (%)

Arterial hypertension 141(78.3%) 30(73.2%) 60(77.9%) 51(82.3%) 0.545

Hyperlipoproteinemia 94(52.2%) 16(39.0%) 39(50.6%) 39(62.9%) 0.043

Family history 43(24.2%) 11(26.8%)  18(23.4%) 14(22.6%) 0.876

Diabetes 55(30.6%) 7(12.2%) 23(29.1%) 25(40.3%) 0.042

Smoking 43(23.9%) 7(17.1%) 24(31.2%) 14(22.6%) 0.209

Body mass index. kg/m?>  27.9+11.3 26.616.0 28.2+3.9 28.3+5.6 0.183

Medical history. (%)

Previous bypass 21(11.7%) 0(0%) 9(11.7%) 12(19.4%) 0.011

Previous MI (6 months) 45(25.0%) 0(0%) 33(42.9%) 12(19.4%) 0.000

Previous stroke 7(3.9%) 2(4.9%) 1(1.3%) 4(6.5%) 0.275

Chronic kidney disease 6(3.3%) 2 (4.9%) 1(1.3%) 3(4.8%) 0.421

PCI

Previous 101(56.1%) 0 (0%) 61(79.2%) 40 (64.5%) 0.000

Current 90(50.0%) 0(0%) 48(62.3%) 42(67.7%) 0.000

Coronary artery disease. 0.000

no. (%)

1 Vessels 28(15.6%) 0(0%) 16(20.8%) 12(19.4%)

2 Vessels 48(26.7%) 0(0%) 29(37.7%) 19(30.6%)

3 Vessels 63(35.0%) 0(0%) 32(41.6%) 31(50.0%)

Left ventricular ejection  57.41+12.3 62.8+8.9 55.8+10.8 55.2+15.0 0.004

fraction. %

Medication on

admission. no. (%)

ACE inhibitors 114(63.3%) 14(34.1%)  58(75.3%) 42(67.7%) 0.000

Angiotensin receptor 34(18.9%) 10(24.4%) 11(14.3%) 13(21.0%) 0.359

blockers

Beta blockers 150(83.3%) 25(61.0%)  69(89.6%) 56(90.3%) 0.000

Calcium channel blockers 33(18.3%) 7(17.1%) 11(14.3%) 15(24.2%) 0.315

Diuretics 77(42.8%) 21(51.2%)  27(35.1%) 29(46.8%) 0.176

Statins 148(82.2%) 15(36.5%)  75(97.4%) 58(93.5%) 0.000

Nitrates 9(5.0%) 1(2.4%) 5(6.5%) 3(4.8%) 0.628

Aspirin 140(77.8%) 8(19.5%) 75(97.4%) 57(91.9%) 0.000

Clopidogrel 54(30.0%) 1(2.4%) 23(29.9%) 30 (48.4%) 0.000

Laboratory parameters

glucose 117.3446.5 108.8+35.9 120.4+48.5 119.5450.5 0.412

Hb Alc(%) 6.240.9 6.0+0.5 6.310.9 6.311.0 0.108

Serum creatinine. mg/dL  1.0+0.3 0.9+0.4 1.0£0.3 1.0£0.3 0.166

Glomerular filtration 66.1+10.2 67.619.2 65.6+10.7 65.7+10.1 0.567

rate. mL/min

Triglycerides. mg/dL 157.2+#179.7 116.9+47.3 150.1182.9 192.7+286.9 0.100

Cholesterol. mg/dL 184.4+47.7 206.4+40.4 178.6%44.2 177.1452.4 0.003

HDL cholesterol. mg/dL 49.3+17.5 63.9422.1 45.3+12.3 44.6+14.2 0.000

LDL cholesterol. mg/dL 112.6+37.7 121.6+32.2 109.7433.1 110.3+45.4 0.221

C-reactive protein. mg/L  5.24+11.2 3.3#4.6 5.7£13.9 5.7+10.4 0.483

Leucocytes. 10°/L 7.3%2.1 6.9+2.3 7.4+2.1 7.3%2.1 0.413

CD marker

concentration_AnnV_MP 738.0+1866.7 557.8 £887.6 716.7£1300.7 883.6+2748.9 0.683
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3.2 Mikropartikel-Charakterisierung

Fur die Studie wurden neun von vaskularen und endothelialen Zellen exprimierte
mMiRNAs ausgewahlt (miRNAs: miR-126, miR-222, miR-let7d, miR-21, miR-30, miR-
92a, miR-139, miR-199a und miR-26a). In vorhergehenden Studien konnte gezeigt
werden, dass diese miRNAs bei der Pathogenese der KHK eine Rolle spielen
(Fichtlscherer et al., 2010). In der aktuellen Arbeit wurde die jeweilige Expression in
den drei unterschiedlichen Untersuchungsgruppen (Patienten ohne KHK, Patienten
mit stabiler Angina, Patienten mit ACS) verglichen. Da aus vorherigen Studien
hervorgeht, dass miRNAs in von Zellen exprimierten Mikropartikeln im Blukreislauf
zirkulieren (Jansen et al., 2014; Mitchell et al., 2008), wurden die miRNAs in

zirkulierenden Mikropartikeln gemessen.

Die isolierten Mikropartikel wurden hinsichtlich ihrer GroRe unter Verwendung von
Elektronenmikroskopie und Durchflulizytometer charakterisiert. Die
Charakterisierungsexperimente zeigten, dass die Uberwiegende Mehrheit der
isolierten MPs eine GroRe zwischen 0,1 um und 1 ym im Durchmesser hatte (siehe
Abbildung 3).
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Abb. 3: Charakterisierung zirkulierender Mikropartikel. a: Zirkulierende MPs wurden
durch 20.000 g Ultrazentrifugation von Plattchen-defizientem Plasma gesammelt.
Fluoreszierende Polystyrolpartikel (0,7-0,9, 2 und 6 pum) wurden verwendet, um die
GrolRe von isolierten MPs zu untersuchen. Im Durchfluizytometer hatten analysierte MPs
(rot) eine Grole <1 um, wie unter Verwendung von fluoreszierenden Polystyrolpartikeln
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gezeigt wurde. b: Das erhaltene Pellet wurde nach 20.000 g Ultrazentrifugation in 3 %
Glutaraldehyd-PBS Uber Nacht bei 4 °C fixiert und in Epon-pur eingebettet. 50 nm-
Schnitte wurden auf Kupfergittern hergestellt. Die Proben wurden auf einem
elektronischen Mikroskop von Philips CM 10 visualisiert und mit der analySiS-Software
(Olympus) analysiert (Jansen et al., 2016).

3.3 Micro-Array

Um zu untersuchen, ob ein akutes Koronarsyndrom zu einem veranderten miRNA-
Expressionprofil in zirkulierenden MPs fluhrt, wurde aus je 5 Patienten mit stabiler
KHK und 5 Patienten mit einem ACS ein miRNA Microarray durchgefihrt. Folgende
Grafik stellt die mittels DataAssist™ (Life Technologies, Deutschland) durchgefiuhrte

Datenanalyse als Volcanoplot dar:

Volcano Plot (Study: t2, i vs s, Fold Change Boundary: 2.0, P-Value Boundary: 0.05)
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Abb. 4.: Volcano-Plot: Auswertung des Microarrays. Patienten mit stabiler KHK wurden
mit Patienten mit ACS (n=5) verglichen. Die rot markierten miRNAs sind bei Patienten mit
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ACS starker exprimiert. Die grin markierten miRNAs sind bei Patienten mit stabiler KHK
starker ausgepragt. Die blaue horizontal verlaufende Linie stellt das Signifikanzniveau
p=0,05 dar.

3.4 Selektion der miRNAs fiir die weitere Analyse

Anhand der Array-Ergebnisse sowie durch die Auswertung verschiedener Studien

wurden 9 miRNAs fur die weiteren Untersuchungen ausgewahilt:

miR hsa-Let-7d sowie hsa-miR-30b waren bei Patienten mit stabiler KHK gegenlber
Patienten mit akutem Koronarsyndrom signifikant hochreguliert. Vom Trend her
unterschiedlich reguliert waren auch hsa-miR-26a, hsa-139-5p sowie hsa-92a. Fur
hsa-92a konnte bereits zwischen einer gesunden Kontrollgruppe und Patienten mit
einer stabilen KHK ein signifikanter Unterschied in der Regulierung festgestellt
werden (Fichtlscherer et al., 2010b). hsa-miR-126, hsa-miR-199 wurden ausgewahlt,
da Studien der eigenen Arbeitsgruppe Vorhersagen in Beziehung auf das Auftreten
von kardiovaskularen Geschehen zeigen konnten (Jansen et al., 2014). hsa-miR-222
zeigte in eigenen Vorarbeiten einen antiinflammatorischen Effekt im Mausmodell
(Jansen et al.,, 2015). Hsa-miR-21 wurde ausgewahlt, da sich in einer Studie ein
signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit Atherosklerose und einer gesunden
Kontrollgruppe gezeigt hat und sich damit auch ein mdglicher Marker zur

Differenzierung einer KHK ergibt (Raitoharju et al., 2011).

3.5 Quantitative PCR

Die ausgewahlten miRNAs wurden anschlieBend mittels quantitativer PCR in den
verschiedenen Patientengruppen analysiert. Nachfolgend sind die Ergebnisse

grafisch dargestellt:
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Abb. 5: Darstellung der Expression von miR-let7d, miR-21, miR-26, miR-126, miR-199a
und miR-222 bei einer gesunden Kontrollgruppe, bei Patienten mit stabiler KHK sowie bei
Patienten mit einem akuten Koronarsyndrom.
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In Abbildug 5 werden die Expressionen von miR-let7d, miR-21, miR-26, miR-126,
miR-199a und miR-222 bei einer gesunden Kontrollgruppe, bei Patienten mit stabiler
KHK sowie bei Paienten mit einem akuten Koronarsyndrom im Vergleich dargestellt.
Die in dieser Grafik aufgefihrten Messungen ergaben keinen signifikanten

Unterschied der miR-Expression beim Vergleich der drei gewahlten

Probandengruppen.
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Abb. 6: Darstellung der Expression von miR-30, miR-92 und miR-139 bei einer gesunden
Kontrollgruppe, bei Patienten mit stabiler KHK sowie bei Patienten mit einem akuten
Koronarsyndrom.
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In Abbildung 6 werden die Expression der miRs dargestellt, die sich in den
Messungen bei der gesunden Kontrollgruppe und Patienten mit einer KHK als

unterschiedlich dargestellt haben.

Bei der Expression von miR-30 konnte ein Unterschied zwischen Patienten mit
invasivem Ausschluss einer koronaren Herzerkrankung und Patienten mit stabiler

KHK festgestellt werden, der jedoch nicht signifikant ist (p=0,058).

Ahnlich zeigt sich das Ergebnis bei miR-139. Bei dieser Messung konnte ein
Unterschied zwischen Gesunden und Patienten mit ACS gezeigt werden, der jedoch

wiederum nicht als signifikant zu bewerten ist (p=0,057).

Bei der Expression der Spiegel von miR-92 konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen Gesunden und an KHK Erkrankten festgestellt werden. Die miR 92 ist in der
gesunden Kontrollgruppe schwacher exprimiert (p=0,0026 zwischen Patienten ohne
KHK und Patienten mit stabiler Angina; p=0,0067 zwischen Patienten ohne KHK und
Patienten mit ACS).
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4 Diskussion

Da die KHK und ihre Komplikationen weltweit eine sehr haufige Todesursache ist, ist
die Entwicklung weiterer spezifischer Biomarker fur die Diagnostik ein wichtiges Ziel
der aktuellen Forschung. Ziel der vorliegenden Arbeit war es durch die
Charakterisierung des Expressionsprofils unterschiedlicher miRNAs in zirkulierenden

Mikropartikeln mdgliche neue Biomarker fur die KHK herauszuarbeiten.

Bekannt ist, dass die zirkulierenden miRNAs bei Patienten mit und ohne KHK

signifikant unterschiedlich exprimiert sind (Fichtlscherer et al., 2010).

Zudem konnte in vorherigen Studien gezeigt werden, dass zirkulierende miRNAs bei
Patienten mit ACS unterschiedlich reguliert sind (Ahlin et al., 2016).

miRNAs werden im Plasma an Proteine (Ago-2, LDL) gebunden oder in
extrazellularen Vesikeln (Exosomen, Mikropartikel) transportiert. Die Mikropartikel-
Spiegel bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung korrelieren unter anderem mit
dem kardiovaskularen Outcome (Werner et al., 2006; Sinning 2011). Bisher ist die

miRNA-Expression in Mikropartikeln bei Patienten mit ACS unbekannt.

In der aktuellen Studie wurden Mikropartikel aus EDTA-Plasma isoliert und die
jeweilige miRNA-Expression in den Mikropartikeln gemessen. Mikropartikel werden
aus aktivierten oder apoptotischen Zellen freigesetzt und sind dementsprechend in
Situationen der Zellschadigung wie z. B. bei kardiovaskularen Erkrankungen in
héherer Anzahl vorhanden (Jansen et al.,, 2014, Mause und Weber, 2010). Die
Messung der miR-Expression aus Mikropartikeln ist im Vergleich zu der Messung von
frei zirkulierenden miRNAs besonders interessant, da miRNAs in Mikropartikeln nicht
nur Biomarker fur Zellschadigungen sein kdnnen, sondern eine wichtige Rolle bei
dem interzellularen Austausch von biologischen Informationen spielen und somit
Effektoren von kardiovaskularen Erkrankungen sind (Jansen et al., 2014, Rautou et
al., 2011). So haben verschiedene Studien gezeigt, dass miRNA-transferrierende
Mikropartikel die Gefalfunktion beeinflussen kdnnen. Dabei weisen neuere Studien
darauf hin, dass die Funktion der Mikropartikel von der jeweiligen miRNA-Expression

in den Mikropartikeln abhangig ist (Cantaluppi et al., 2012, Diehl et al., 2012).
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Hergenreider et. al fanden 2012 heraus, dass eine miRNA- und Mikropartikel-
vermittelte Kommunikation zwischen Endothelzellen und glatten Muskelzellen
stattfindet. Der artheroprotektive Transkriptionsfaktor KLF2 induziert dabei die
Hochregulation von miR-143/145 in Mikropartikeln, welche wiederum die

Genexpression in den glatten Muskelzellen steuern.

Insgesamt ergibt sich somit aus der soweit bisher bekannten Funktion der
Mikropartikel und den darin exprimierten und regulierten miRNAs ein

vielversprechender Ansatz zu einer moglichen Bekampfung der Artherosklerose.

FUr unsere aktuelle Studie wurden neun von vaskularen und endothelialen Zellen
exprimierte miRNAs ausgewahlt, die bei der Pathogenese der KHK eine Rolle
spielen: miR-126, miR-222, miR-let7d, miR-21, miR-30, miR-92a, miR-139, miR-199a
und miR-26a. Fur diese miRNAs wurde in vorhergehenden Studien eine spezifische
Regulation bei Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen beschrieben
(Fichtlscherer et al., 2010) sowie in unterschiedlicher Weise eine Funktion bei

vaskularen Prozessen festgestellt.

So unterstreicht die Studie von Zernecke et. al 2009 beispielsweise die Funktion von
miRNAs sowohl in physiologischen als auch in pathologischen Vorgangen. In der
Studie konnte nachgewiesen werden, dass miR-126, das in apoptotischen
Mikrovesikeln wie sie z. B. auch bei Artherosklerose freigesetzt werden angereichert
vorliegt, die Produktion von CXCL12 férderte. Dieses Chemokin und sein Rezeptor

rekrutieren im Falle einer Gewebeschadigung Progenitorzellen.

Desweiteren konnten Jansen et. al 2013 in einer Studie zeigen, dass endotheliale
Mikropartikel durch die Bereitstellung von miR-126 die Endothelreparatur in den
Empfangerzellen fordern. Zusatzlich wurde dabei festgestellt, dass die Mikropartikel
von Patienten mit Diabetes mellitus signifikant weniger miR-126 enthielten und somit
weniger Reparaturkapazitat fir die Endothelzellen bereitstellen konnten. Die
Endothelreparatur ist dabei entscheidend flr den Erhalt der vaskularen Integritat und

somit fur die Verhinderung der Entstehung von Gefallerkrankungen.

Auch miR-222 scheint durch Genregulierung eine wichtige Rolle bei vaskularen

Prozessen zu spielen. Dentelli et. al bezeichneten die miR-222 2010 als einen
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Hauptregulator bei vaskularen inflammatorischen Prozessen wie sie beispielsweise

bei der Entstehung von Artherosklerose von Bedeutung sind.

In einer Studie von Yu et. al wurde 2011 die Expression von miR-let7d zwischen
einer vaskular erkrankten Rattengruppe und einer gesunden Kontrollgruppe
verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass miR-let7d in den glatten Muskelzellen der
erkrankten Tiere signifikant niedriger exprimiert war als in der gesunden
Kontrollgruppe. Da die Uberexpression von miR-let7d zu einer gesteigerten
Proliferation der glatten Muskelzellen fuhrte, wurde miR-let7d so als wichtiger

Regulator bei der Proliferation der glatten Muskelzellen heraus gearbeitet.

Von Thum et. al konnte 2008 in einem Mausmodell gezeigt werden, dass die
strukturelle und funktionelle Verschlechterung der Herzinsuffizienz durch das
Antagonisieren von miR-21 verhindert werden kann und miR-21 somit ein mogliches

Ziel fUr einen therapeutischen Ansatz darstellen konnte.

Die Funktion von miR199a wurde in einer Studie von Rane et. al 2009 untersucht. Es
wurde festgestellt, dass miR199a in Herzmuskelzellen bei Hypoxie akut herunter
reguliert wird. Die miR199a konnte in der Studie als ein Regulator eines Hypoxie-
getriggerten Weges herausgestellt werden, der es ermoglichen kdnnte Zellen gegen

durch Hypoxie verursachte Schadigungen schutzen.

Verglichen wurden in unserer aktuellen Studie die Expressionen der
unterschiedlichen miRNAs jeweils bei einer gesunden Kontrollgruppe, bei Patienten
mit stabiler KHK und bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom. Dabei konnten
zwischen den Expressionsleveln von miR-let7d, miR-21, miR-26, miR-126, miR-199a
und miR-222 bei Patienten mit stabiler und instabiler KHK keine Unterschiede

festgestellt werden.

Bei drei miRNAs (miR-30, miR-139 und miR-92) wurden in den durchgeflhrten
Messungen Unterschiede zwischen der gesunden Kontrollgruppe und den anderen
Gruppen festgestellt. miR-30 war bei Patienten mit invasivem Ausschluss einer KHK
schwacher exprimiert als bei Patienten mit stabiler KHK und ACS Patienten. Auch

miR-139 zeigte sich in der gesunden Kontrollgruppe schwacher exprimiert.
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Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen legt die Studie von Huang et. al 2016 einen
Zusammenhang zwischen der Expression von miR-30 und der Entstehung von
Artherosklerose nahe. Dort konnte gezeigt werden, dass miR-30 in einer Gruppe von
Patienten mit essentieller Hypertonie und verdickter Intima media der A.carotis
signifikant schwacher exprimiert war als in einer gesunden Kontrollgruppe. Eine
mogliche Erklarung fur die gegensatzlichen Ergebnisse koénnte die relativ kleine

Fallzahl unserer Studie darstellen.

Auch das Ergebnis der Messung von miR-139 in unserer Studie bleibt im Kontext miit
vorhergehenden Studien schwer einzuordnen. Li et. al zeigten 2015, dass miR-139 in
myokardialen Zellen bei oxidativem Stress schwacher exprimiert wurde und die

Zellschadigung durch das Hochregulieren von miR-139 zu vermindern war.

In unserer Studie war jedoch bei miR-92 ein signifikanter Unterschied zwischen der
gesunden Kontrollgruppe und den an KHK erkrankten Patienten zu verzeichnen. Die
miR-92 war in der gesunden Kontrollgruppe im Vergleich zu den an KHK erkrankten
Patienten signifikant schwacher exprimiert. Dies ist besonders interessant, da bereits
veroffentlichte Studien ebenfalls gezeigt haben, dass die miR-92 bei der
Pathogenese der Artherosklerose mdglicherweise eine wichtige Rolle spielt (Giral et
al., 2016). So wurde z. B. von Huang et. al 2016 ein signifikanter Unterschied der
miR-92 Expression bei Patienten mit arterieller Hypertension und verdickter Intima
media der Carotis im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe gefunden. Von
Hinkel et. al wurde 2013 herausgefunden, dass die Hemmung von miR-92 ein
maoglicher therapeutischer Ansatz zur Erhaltung der Herzfunktion nach einem

ischamischen Ereignis sein kdnnte.

Die Ergebnisse unserer Studie weisen durch den signifikanten Unterschied der
Expression von miR-92 zwischen gesunden Patienten und Patienten mit KHK in eine
ahnliche Richtung. Die miR-92 scheint bei der Pathogenese der KHK eine wichtige

Rolle zu spielen und kdnnte sich ggf. als neuer Biomarker eignen.

Ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit stabiler Angina und Patienten

mit ACS konnte in unserer Studie jedoch nicht nachgewiesen werden.
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4.1 Ausblick

Ob sich diese in unserer Studie signifikant unterschiedlich exprimierte miR-92
potentiell als neuer Biomarker bei Patienten mit KHK etablieren kann missen weitere

Studien mit groBeren Patientenkollektiven ergeben.

Zukunftige Studien mussen zudem zeigen, in welchen zellspezifischen Mikropartikeln

die regulierten miRNAs Uberwiegend exprimiert sind.

Darliberhinaus werden wir in grundlagenwissenschaftlichen Studien die Effekte von
miR-92-exprimierenden MPs und deren potentieller Rolle in der Atherogenese

untersuchen.

Grundsatzlich wird in vielen weiteren Studien versucht werden die Entstehung und
Progression von Atherosklerose zu verstehen, bei der Mikropartikel und die darin
exprimierten miRNAs als Biomarker und biologische Messenger eine wichtige Rolle
zu spielen scheinen. Bei der Analyse der bisher vorliegenden Studien ergibt sich der
Eindruck vielfaltiger Ansatze fur zukunftige therapeutische Ansatze in diesem Feld

der Forschung.

4.2 Limitationen der Studie

Die vorliegende Studie hat Limitationen. Die saubere Isolierung von Mikropartikeln
aus dem Plasma ist ein technisch anspruchsvolles Verfahren (Quackenbush et al.,
2014). Desweiteren ist die miRNA Analyse im Plasma aufwendig und teuer, was die

breite Einsetzbarkeit fur den klinischen Alltag deutlich einschrankt.

Zu beachten ist auBerdem, dass in der vorliegenden Studie nur eine limitierte Anzahl
an miRNAs gemessen wurde, was die Aussagekraft dementsprechend einschrankt.
Notwendig waren Studien mit groReren Patientenzahlen und der Messung weiterer
miRNAs.

Dennoch ist dies die erste Studie, die zeigt, dass die miR Expression in
zirkulierenden Mikropartikeln bei Patienten mit und ohne KHK signifikant reguliert

sind.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der miRNA- Expression in
zirkulierenden Mikropartikeln bei Patienten mit und ohne KHK, um mdglicherweise
geeignete Biomarker zu finden, die sich gegebenenfalls fur den Einsatz im klinischen
Alltag durch schnelle Messbarkeit z. B. im Plasma eignen kénnten. Da miRNAs in der
Zirkulation unter anderem auch in Mikropartikeln verpackt und transportiert werden,
analysierten wir die miRNA-Expressionen in zirkulierenden MPs. Daruberhinaus ist
die Messung der miRNA-Expression aus Mikropartikeln im Vergleich zu der Messung
von frei zirkulierenden miRNAs besonders interessant, da miRNAs in Mikropartikeln
nicht nur Biomarker flr Zellschadigungen sein kénnen, sondern auch eine Funktion
als biologische Messenger haben und somit Effektoren von kardiovaskularen
Erkrankungen sind. Die Charakterisierung der miRNA-Expression aus Mikropartikeln
tragt somit zusatzlich dazu bei, die Entstehung und Progression von Atherosklerose

zu verstehen und ggf. sogar neue therapeutische Ansatze zu finden.

Daher wurden in unserer Studie die Mikropartikel aus EDTA-Plasma isoliert und die

jeweilige miRNA-Expression gemessen.

Verglichen wurden jeweils die Expressionen von neun ausgewahlten miRNAs, von
denen aus vorherigen Studien hervorgeht, dass sie eine Rolle bei der Pathogenese
der KHK spielen. Diese Expressionen wurden dann bei einer gesunden
Kontrollgruppe, bei Patienten mit stabiler KHK sowie bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom verglichen. Dabei zeigten sich bei miR-let7d, miR-21, miR-26, miR-
126, miR-199a und miR-222 keine signifikanten Unterschiede.

Bei der Expression von miR-30 und miR-139 jedoch konnten Unterschiede

festgestellt werden, die sich allerdings nicht als signifikant dargestellt haben.

Signifikant zeigten sich die Expressionsunterschiede der Spiegel von miR-92
zwischen Gesunden und an KHK Erkrankten. Die miR-92 ist in der gesunden

Kontrollgruppe deutlich schwacher exprimiert.

AbschlieRend kann somit festgestellt werden, dass die miR-92 eine wichtige Rolle in
der Pathogenese der KHK zu spielen scheint. In diese Richtung wiesen auch bereits

vorhergehende Studien. Somit ergibt sich, dass sich die miR-92 prinzipiell als
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Biomarker fir die KHK eignen konnte. Ob sich dies jedoch etablieren kann muss in

Folgestudien noch gezeigt werden.
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