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Die Bedeutung von T-Helfer-Zellen bei der Progression 
der koronaren Herzkrankheit 

1.   Einleitung 
1.1   Arteriosklerose 
1.1.1  „Response to injury“-Theorie 

 
Jenseits des 30. Lebensjahres stellt die koronare Herzerkrankung in der 

westlichen Welt die häufigste Todesursache dar (Braunwald 1997; Breslow 

1997). Die anatomische und pathologische Grundlage für diese Erkrankung 

ist die Arteriosklerose. Von der WHO wird die Arteriosklerose folgenderma-

ßen definiert: Variable Kombination von Intimaveränderungen, bestehend 

aus herdförmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, 

Blut- und Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen, ver-

bunden mit Veränderungen der Media der Arterien. 

 

Unser heutiges Verständnis der Pathogenese arteriosklerotischer Erkran-

kungen gründet auf der Ende der 70er Jahre formulierten "Response-to-

injury"-Theorie von Russell Ross (Ross 1976). Nach dieser Theorie können 

eine Reihe unterschiedlicher Mechanismen als "initial injury" die Entstehung 

einer endothelialen Dysfunktion auslösen (Ross et al. 1976, 1986, 1993). 

Durch diese endotheliale Dysfunktion wird eine - weitgehend unabhängig von 

der Art der Schädigung - monomorphe Kaskade von Ereignissen in Gang 

gesetzt, die zur Verlegung des Gefäßlumens und zur Ischämie des abhängi-

gen Versorgungsgebietes führen können. 
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Hintergrund • ‚Response-to-Injury‘ Theorie

Stadium 1
Endotheldysfunktion

Stadium 4
Plaqueruptur & 
zentrale Einblutung

Ross
N Engl J Med 98

Stadium 3
komplizierte Plaque mit 
zentraler Nekrose & 
fibröser Kappe

Stadium 2
Bildung von 
Fatty Streaks

 
 
 Abbildung 1 
 „Response to injury“ Theorie 

 

 

Modellhaft wird die Progression arteriosklerotischer Läsionen bis hin zur 

thrombotischen Okklusion des Gefäßes mit ischämischer Infarzierung des 

abhängigen Myokards in vier Stadien eingeteilt: 

- Initial Injury 

- Fatty Streak 

- Stabile Plaque 

- Instabile Plaque 

 

Das erste Stadium der Pathogenese, welches Russell Ross als „initial injury“ 

bezeichnet, führt zu einer endothelialen Dysfunktion. Die ersten Veränderun-

gen im Endothel zeigen sich in einer erhöhten Permeabilität für Lipoproteine 

und andere Plasmabestandteile. Als Ursachen, die zu dieser Dysfunktion im 

Gefäß führen, werden folgende Faktoren diskutiert: erhöhte und modifizierte 

LDL, freie Radikale, Hypertension, Diabetes mellitus, erhöhte Plasma-
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Homocystein-Konzentrationen und infektiöse Mikroorganismen wie das Her-

pes-Virus oder Chlamydia pneumoniae. (Ross 1999) 

 

Im zweiten Stadium lassen sich die ersten nachweisbaren Plaqueformatio-

nen finden, die sogenannten "fatty streaks", welche bereits im Kindesalter 

nachgewiesen werden können (Stary et al. 1994; Napoli et al. 1997). 

Makroskopisch imponiert diese Plaque als gelbliche, feste Läsion, die noch 

keine signifikante Obstruktion im Gefäßlumen bewirkt. Neben einer geringen 

Zahl glatter Muskelzellen, die von Lipiden (Cholesterol und dessen Ester) 

umgeben sind, enthalten sie lipidbeladene Makrophagen, sogenannte 

Schaumzellen, und andere Leukozyten (Ross 1976, 1986). 

 

Im nächsten Stadium zeigt die Läsion eine stabile Plaque mit einer fibrösen 

Kappe. Makroskopisch erscheint die Läsion weißlich und ragt in das Gefäß-

lumen hinein. Die fibröse Kappe besteht aus mehreren Schichten glatter 

Muskelzellen und Bindegewebe. Darunter befindet sich eine zellreiche Zone 

aus teilweise mit Lipiden beladenen glatten Muskelzellen und Makrophagen. 

Die stabile Plaque entsteht durch eine zunehmende neointimale Akkumulati-

on glatter Gefäßmuskelzellen und die Anreicherung extrazellulärer Matrix 

(Kollagen, elastische Fasern und Proteoglykanen). (Ross 1976, 1986) 

 

Mit zunehmendem Wachstum der komplizierten Plaque bildet sich unter der 

zellreichen Region ein sogenannter nekrotischer Kern mit einer Ansammlung 

kristallisierten Cholesterols und mit einer Kalzifizierung (Ross 1976, 1986). 

 

Das letzte Stadium wird durch das Konzept der vulnerablen Plaque be-

stimmt. Es ist durch eine zunehmende Instabilität der fibrösen Kappe ge-

kennzeichnet. Die Instabilität ist zum einen die Folge des nekrotischen Kerns 

und einer zunehmenden Degradation der extrazellulären Matrix, zum ande-

ren wird die Stabilität der Plaque durch die Kalzifizierung und Neovaskulari-

sation beeinträchtigt. Als mögliche Folge dieser zunehmenden Instabilität zu-

sammen mit einwirkenden mechanischen Scherkräften kommt es zur       
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Plaqueruptur (Falk et al. 1995; Fuster 1995, 1999). Diese Plaqueruptur tritt 

am Rand der fibrösen Kappe, der sogenannten Schulterregion, auf, die be-

sonders reich an Schaumzellen ist. Dort ist die Plaque am dünnsten und so-

mit am vulnerabelsten. Die Ruptur hat eine zentrale Einblutung zur Folge, die 

abhängig von der Thrombogenizität der Läsion zur Formation eines thrombo-

zytenreichen Thrombus führen kann. Die Thrombogenizität der Läsion ist un-

ter anderem abhängig von der Anwesenheit des Glykoproteins tissue factor 

TF. TF ist ein Schlüsselprotein bei der Auslösung des extrinsischen Systems 

der Gerinnungskaskade und soll ein bedeutender Regulator der Koagulation, 

Hämostase und Thrombose sein (Fernandez-Ortiz et al. 1994; Banner et al. 

1996; Toschi et al. 1997; Badimon et al. 1999). Durch die Plaqueruptur wer-

den Gefäßwandbestandteile wie z.B. Kollagen und Lipide freigelegt, die so 

dem Blut und seinen Komponenten ausgesetzt werden, was die Adhäsion 

von Thrombozyten fördert. Zusätzlich wird die Thrombogenizität durch eine 

generelle Hyperkoaguabilität im Blut gesteigert. (Davies 1990; Falk et al. 

1996; Lee et al. 1997; Fuster et al. 1999; Ross 1999; Lusis 2000; Badimon et 

al. 2001; Libby 2001) 

 

Das klinische Ausmaß dieser Ereignisse ist unter anderem abhängig von der 

Lokalisation und Größe der Thrombusformation und der Dauer der myokar-

dialen Ischämie. Die Plaqueruptur spielt die fundamentale Rolle in der Ent-

wicklung des akuten Koronarsyndroms (instabile Angina pectoris, akuter My-

okardinfarkt, plötzlicher Herztod). Ist der Thrombus, der sich nach der       

Plaqueruptur entwickelt, klein, bleibt der Patient häufig klinisch unauffällig. 

Bei relativ geringem thrombogenetischen Stimulus kann die Gefäßokklusion 

transient oder episodisch sein, wie es bei der instabilen Angina pectoris der 

Fall ist. Die instabile Angina pectoris ist im Gegensatz zur stabilen Angina 

pectoris durch eine abrupte Reduktion des koronaren Blutflusses charakteri-

siert. Eine persistierende Gefäßokklusion führt zum manifesten Myokardin-

farkt. Die akute myokardiale Hypoperfusion kann weiterhin maligne ventriku-

läre Arrhythmien verursachen, die zum plötzlichen Herztod führen können. 

(Badimon et al. 2001) 
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Einschränkend muss darauf hingewiesen werden, dass die stadienhafte Be-

schreibung der Progression der Arteriosklerose von Russell Ross Modellcha-

rakter besitzt. Das heißt, bei einem Individuum kommen arteriosklerotische 

Plaques in verschiedenen Stadien vor, und nicht jede Plaque führt zwangs-

läufig zur Ruptur mit der Konsequenz der klinischen Manifestation des aku-

ten Koronarsyndroms. Diese Plaques können in einem Stadium persistieren 

oder sich sogar zurückbilden. Außerdem ist nicht jeder Fall eines akuten Ko-

ronarsyndroms auf eine Plaqueruptur zurückzuführen. Wenn sie auch für ei-

nen Großteil der Fälle verantwortlich ist, müssen andere Ursachen, die die 

Sauerstoffversorgung des Myokards beeinträchtigen, wie z.B. Vasospasmus, 

mit bedacht werden.  

 

 

1.1.2  Beteiligung des Immunsystems 
 

Bereits vor mehr als 100 Jahren stellte der Berliner Pathologe Virchow die 

Hypothese auf, dass die Arteriosklerose einen entzündlichen Prozess dar-

stelle (Virchow 1856). Dennoch konzentrierten sich die Studien zur Pathoge-

nese der Arteriosklerose über lange Zeit auf die Endothelzellen und deren 

Funktion und Dysfunktion in erkrankten Gefäßen, die Migration und Prolifera-

tion von glatten Gefäßmuskelzellen in der Neointima und die Aktivierung und 

Aggregation von Thrombozyten im Bereich der Plaques. Erst innerhalb der 

letzten 20 Jahre haben wir dazugelernt, dass in jedem der von Russell Ross 

beschriebenen Stadien die Entzündung eine wichtige Rolle bei der Arterio-

sklerose spielt (Ross 1999). 

 

Unspezifische Marker wie das CRP (C-reaktives Protein), Fibrinogen, Neop-

terin und Serum-Amyloid A, IL-6, Akute-Phase-Proteine, die für eine entzünd-

liche Aktivität sprechen, wurden in einigen Arbeiten mit der koronaren Herz-

krankheit in Verbindung gebracht. Sie korrelierten signifikant mit der Pro-

gression dieser Erkrankung. CRP-Level zum Beispiel liefern wichtige sowohl 

kurz- als auch langfristige prognostische Informationen bei der instabilen An-
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gina pectoris (Liuzzo et al. 1994, 1999; Ridker et al. 1997, 2000; Maseri 

1997; Biasucci et al. 1997, 1999, 2000; Ferreiros et al. 1999; Danesh et al. 

2000; Garcia-Moll et al. 2000). Bei Personen mit erhöhtem CRP, die zum 

Abnahmezeitpunkt ansonsten klinisch unauffällig waren, konnte eine Assozi-

ation mit zukünftigen kardialen Ereignissen gezeigt werden. Neopterin als ein 

weiteres Beispiel gilt als Indikator für eine Makrophagen-Aktivierung. Beim 

akuten Koronarsyndrom wurden erhöhte Werte gemessen (Gupta et al. 

1997; Schumacher et al. 1997). 

 

Eine Reihe unterschiedlicher Untersuchungen konnte zeigen, dass auch die 

Immunzellen in allen Stadien der Arteriosklerose an der Plaqueformation be-

teiligt sind. So kommt es in den arteriosklerotischen Läsionen zur Akkumula-

tion von T-Zellen und Makrophagen. Nach ihrer Aktivierung sezernieren sie 

spezifische Effektor-Zytokine und Enzyme. (Ross 1999) 
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Stadium 1
• Hochregulation 

leukozytärer
Adhäsionsmoleküle

• Immigration von 
Lymphozyten und 
Makrophagen

Stadium 2
• T-Zell-Akkumulation
• T-Zell-Aktivierung
• Schaumzellen

Stadium 3
• Akkumulation 

von Makro-
phagen

Stadium 4
•Matrixmetallo-

proteinasen

 
 
 Abbildung 2 
 Beteiligung von Immunzellen 

 

 

All diese neuen Erkenntnisse haben dazu geführt, dass die „Response-to-

injury“-Hypothese von Russell Ross überarbeitet und erweitert wurde. Er be-

schreibt in dieser neuen Version die Arteriosklerose als Krankheit, „...that can 

best be described,..., as an inflammatory disease.“ (Ross 1999). 

 

Bereits bei der von Russell Ross beschriebenen „initial injury“, der endotheli-

alen Dysfunktion, sind Immunzellen beteiligt. Diese Dysfunktion führt zu-

nächst zu einer erhöhten Permeabilität der Gefäßwand (siehe oben!). Da-

durch können Makromoleküle wie das LDL ungehindert immigrieren und dort 

akkumulieren. Die LDL-Partikel können einer Modifizierung, wie zum Beispiel 

einer Oxidation, unterzogen werden. Die Oxidationsprodukte stimulieren die 

endothelialen Zellen, was zur Freisetzung proinflammatorischer Moleküle wie 

Adhäsionsmoleküle, chemotaktischer Moleküle wie das monocyte chemotac-

tic protein-1 (MCP-1) und Wachstumsfaktoren wie der macrophage colony-

stimulating factor (M-CSF) führt (Lusis 2000). Die Folge ist das frühzeitige 
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Auftreten von aktivierten Makrophagen und Lymphozyten. Die Vorausset-

zung für die Immigration dieser Zellen ist die Adhäsion an der Gefäßwand, 

die durch das sogenannte „Homing“ und „Rolling“ gekennzeichnet ist. Dieser 

Vorgang wird durch Selektine (P-, E-Selektin, Interzelluläres Adhäsionsmole-

kül ICAM 1) gesteuert, die an ihrem Carbohydrat-Liganden (Glykokonjugate, 

Integrine) auf Leukozyten binden. Die feste Adhäsion von Monozyten und T-

Zellen am Endothel wird unter anderem durch das Integrin VLA-4 (very late 

antigen) auf den Zellen gesteuert, die mit VCAM-1 (vascular-cell adhesions 

molecule) und der CS-1-Variante von Fibronektin interagieren (Nakashima et 

al. 1998; Dong et al. 1998; Shih et al. 1999; Collins et al. 2000). Für die Im-

migration der Leukozyten spielen zusätzlich chemotaktische Moleküle eine 

Rolle: monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1), Osteopontin, modifiziertes 

LDL (Rajavashisth et al. 1990; Muller et al. 1993; Springer et al. 1996). Durch 

die Aktivierung dieser Zellen kommt es außerdem zu einer Hochregulation 

der oben erwähnten Liganden und Rezeptoren auf ihrer Oberfläche, die sich 

an diese Selektine und Chemokine binden. Diese Mechanismen führen zur 

Akkumulation dieser Zellen in der arteriosklerotischen Läsion (Springer et al. 

1996). 

 

Auch im Stadium der „fatty streaks“ sind Immunzellen entscheidend beteiligt. 

Neben lipidbeladenen Makrophagen, den sogenannten Schaumzellen, las-

sen sich in diesem Stadium T-Lymphozyten nachweisen. Die Schaumzellen 

entstehen durch die Aufnahme von oxidiertem LDL durch sogenannte Sca-

venger-Rezeptoren, z.B. SR-A, CD 36, CD 68 (Suzuki et al. 1997; Podrez et 

al. 2000; Febbraio et al. 2000). Die Expression dieser Rezeptoren wird durch 

Zytokine wie TNF-α und IFN-γ reguliert (Tontonoz et al. 1998). Faktoren wie 

der macrophage colony-stimulating factor und der granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor für Makrophagen sowie IL-2 für Lymphozyten tragen 

zu einer weiteren Immigration dieser Zellen bei und sind für ihr Überleben 

und ihre Replikation verantwortlich. 
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In diesem Stadium scheint auch eine CD40/CD40-Ligand-Interaktion wichtig 

zu sein. Auf Lymphozyten, Makrophagen, Endothelzellen und glatten Mus-

kelzellen wird sowohl CD40 als auch dessen Ligand CD40L exprimiert und in 

diesen arteriosklerotischen Läsionen hochreguliert. Diese Interaktion resul-

tiert in einer Produktion von inflammatorischen Zytokinen, Proteasen und 

Adhäsionsmolekülen (Hollenbaugh et al. 1995; Mach et al. 1998; Schönbeck 

et al. 2000). 

 

Weiterhin nehmen Thrombozyten in diesem Stadium Einfluss auf das immu-

nologische Geschehen. Sobald Thrombozyten aktiviert werden – z.B. durch 

freies Kollagen, geschädigtes Endothel oder auch durch Makrophagen -, 

schütten diese Granula aus, die Zytokine und Wachstumsfaktoren enthalten. 

Sie wiederum sind beteiligt an der Proliferation und Migration von glatten 

Muskelzellen und Monozyten (Bombeli et al. 1998). Außerdem führt die Akti-

vierung der Thrombozyten zur Freisetzung von Arachidonsäure, die in das 

vasokonstriktiv wirkende Thromboxan A2 und in Leukotriene übergeht, wel-

che eine Immunantwort verstärken können. 

 

In dem von Russell Ross beschriebenen fortgeschrittenen Stadium in der 

Progression der Arteriosklerose formieren sich fibröse Plaques mit einer fib-

rösen Kappe, einer zellreichen Zone und einem nekrotischen Kern. In der 

zellreichen Zone akkumulieren unter anderem Leukozyten und Makropha-

gen. Diese produzieren eine Reihe von Zytokinen (z.B. IFN-γ) und Wachs-

tumsfaktoren, die eine Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen 

bewirken. Auch erhöhte Level von Homocystein und Angiotensin II haben ei-

ne stimulierende Wirkung auf glatte Muskelzellen. Dies führt somit zur Pro-

duktion von extrazellulärer Matrix, welche die fibröse Kappe bildet (Ross 

1999; Lusis 2000). 

 

Das letzte Stadium in der Progression der Arteriosklerose stellt die Plaque-

ruptur dar. Diese ist pathologischen Studien zufolge die Hauptursache akuter 

koronarer Ereignisse. Der Schweregrad der Stenose spielt dagegen in die-
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sem Prozess, anders als bisher angenommen, eine untergeordnete Rolle 

(Falk et al. 1996). Das Risiko für eine Ruptur wird vor allem durch die Mor-

phologie der Plaque bestimmt. Charakteristisch für eine vulnerable Plaque ist 

eine dünne fibröse Kappe und eine zunehmende Zahl inflammatorischer Zel-

len. Die Destabilisierung der Plaque wird zum einen durch eine Degradation 

der extrazellulären Matrix, die die fibröse Kappe bildet, verursacht. Zum an-

deren inhibiert das von T-Zellen sezernierte IFN-γ die Produktion von Matrix 

durch glatte Muskelzellen. Außerdem fördert IFN-γ den apoptotischen Zellun-

tergang, welcher ebenfalls zur Instabilität in der komplizierten Plaque beitra-

gen kann (Lusis 2000). 

  

Eine wichtige Rolle spielen in diesem Stadium proteolytische Enzyme, soge-

nannte Matrix-Metalloproteinasen (MMP): Kollagenasen, Gelatinasen, Elast-

asen, Stromelysine und Kathepsine. MMPs sind eine bedeutende Gruppe 

von Zn2+- und Ca2+-abhängigen Enzymen, die für die Degradation von extra-

zellulärer Matrix sowohl bei physiologischen als auch bei pathologischen 

Prozessen verantwortlich sind. So spielen sie eine wichtige Rolle bei der 

normalen Embryogenese, bei physiologischem Remodeling oder bei Krank-

heiten wie der Arthritis, Osteoporose oder bei malignen Erkrankungen. Die 

einzelnen MMPs unterscheiden sich vor allem durch ihre Substratspezifität 

(Woessner 1991; Matrisian 1992; Birkedal-Hansen 1993, 1995). Eine Reihe 

von MMPs wird von aktivierten Makrophagen und glatten Muskelzellen in Ge-

fäßen sezerniert, wo sie am Gefäß-Remodeling beteiligt sind. Die Aktivität 

dieser Enzyme wird auf drei Ebenen kontrolliert: Die Transkription wird von 

Zytokinen und Wachstumsfaktoren, wie z.B. IL-1, PDGF und TNF-α gesteu-

ert. Außerdem werden die MMPs als latente Proenzyme sezerniert, die erst 

durch limitierte Proteolyse aktiviert werden. Zusätzlich wird die Aktivität der 

MMPs durch natürlich vorkommende spezifische Inhibitoren, den sogenann-

ten „tissue inhibitors of metalloproteinases” (TIMP-1 und –2) beeinflusst 

(Woessner 1991; Matrisian 1992; Birkedal-Hansen 1993, 1995). Das System 

aus Matrix-Metalloproteinasen und ihren Inhibitoren wird neben dem bereits 

erwähnten physiologischen Gefäß-Remodeling insbesondere mit arterioskle-
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rotischen Läsionen in Zusammenhang gebracht. So konnte dort eine gestei-

gerte Expression von einzelnen MMPs gezeigt werden (Henney et al. 1991; 

Newby et al. 1994; Dollery et al. 1995; Nikkari et al. 1995; Li et al. 1996; 

Pasterkamp et al. 2000). Eine zunehmende Aktivität der MMPs scheint einen 

entscheidenden Einfluss auf die zunehmende Instabilität und Vulnerabilität 

der arteriosklerotischen Plaque zu haben und mit der instabilen Angina pec-

toris und akuten Koronarsyndromen zu korrelieren (Moreno et al. 1994; Galis 

et al. 1994; Libby 1995; Shah et al. 1995; Brown et al. 1995; Lee et al. 1996; 

Kai et al. 1998; Inokubo et al. 2001; Uzui et al. 2002; Faia et al. 2002; Galis 

et al. 2002; Ikeda et al. 2003). 

 

Eine mögliche Folge der Plaque-destabilisierenden Faktoren ist die oben be-

schriebene Plaqueruptur mit der darauf folgenden Thrombusformation (Falk 

et al. 1995; Fuster 1994, 1999). 

 

 

1.2   Immunologische Prozesse und CD4+ Zellen 
 
Bei der Entstehung der Arteriosklerose und der Progression zum Akuten Ko-

ronarsyndrom scheint vor allem die zelluläre Immunantwort eine entschei-

dende Rolle zu spielen. Heute werden die Vorgänge bei einer zellulären Im-

munantwort im Rahmen des sogenannten Th1/Th2-Paradigma verstanden. 

Die Art der zellulären Immunantwort wird primär durch das Vorhandensein 

von CD4+ Zellen bestimmt. Diese müssen zunächst aktiviert werden, um in 

die jeweilige T-Zell-Subpopulation ausdifferenzieren zu können. Diese Sub-

populationen unterscheiden sich u.a. durch die Inducer-Zytokine, die die 

Richtung der Aktivierung bestimmen, und durch die Expression unterschied-

licher Effektor-Zytokine, die spezifische Effektormechanismen und –

funktionen vermitteln können. (Mosmann et al. 1986; Romagnani 1991, 1994, 

1999; Abbas et al. 1996) 
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 Abbildung 3 
 Entwicklung der T-Helfer-Zellen – Aktivierung und Differenzierung 

 

 

Die Aktivierung der naiven CD4+ T-Lymphozyten zu sogenannten Th0-Zellen 

erfolgt hauptsächlich durch Kontakt mit Proteinantigenen. Die aktivierten 

Th0-Zellen produzieren ein sehr breites, unspezifisches Zytokinmuster. Für 

die Ausdifferenzierung der Th0-Zelle in die Th1- oder Th2-Zellen ist die Bin-

dung an den TCR (T cell receptor), zusammen mit costimulatorischen Mole-

külen (B7/CD28, OX40/OX40L, LFA-3/ICAM-1), und ein bestimmtes Zyto-

kinmilieu in deren Umgebung wichtig (Maggi et al. 1992; Manetti et al. 1993; 

Hsieh et al. 1993; Lenschow et al. 1996; Constant et al. 1997). Zusätzlich 

wird die Differenzierung der Th0-Zelle von Umwelteinflüssen und geneti-

schen Faktoren bestimmt. Dies geschieht vor allem zum Zeitpunkt der Anti-

genpräsentation. Zu den Umwelteinflüssen zählen unter anderem der Ein-

trittsweg des Antigens, dessen physikalische Form, der Typ des Adjuvanten 

und die Dosis des Antigens. Die genetischen Faktoren sind immer noch un-

klar (Abbas et al. 1996).  
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Entscheidend für die Entwicklung der Th1-Zelle ist die Bindung an den TCR. 

Diese Bindung aktiviert bei Abwesenheit einer frühen IL-4-Produktion eine 

IFN-γ–Transkription. Zusätzlich existiert ein TCR-unabhängiger Weg, der 

durch die Kombination der Zytokine IL-12 und IL-18 aktiviert wird (Manetti et 

al. 1993; Hsieh et al. 1993; Novick et al. 1999; Murphy et al. 2000). IL-12, der 

stärkste Th1-Induktor, wird hauptsächlich von dendritischen Zellen produziert 

und durch die CD40L/CD40-Interaktion und durch die Anwesenheit von IFN-γ 

hochreguliert (Armant et al. 1996). Die Interaktion von IL-12 mit seinem Re-

zeptor resultiert in einer schnellen und selektiven Tyrosin-Phosphorylierung 

von STAT4 (signal transducer and activator of transcription), welcher direkt 

das IFN-γ-Gen reguliert (Kaplan et al. 1996). Weitere Transkriptionsfaktoren 

wurden gefunden, die den Promotor des IFN-γ-Gens beeinflussen. Das Zu-

sammenspiel von verschiedenen Transkriptionsfaktoren gewährleistet eine 

differenzierte Regulation der IFN-γ-Promotor-Aktivität (Barbulescu et al. 

1998).  

 

Die Th1-Subpopulation ist durch die Expression der Effektorzytokine IFN-γ, 

IL-2 und TNF-α charakterisiert (London et al. 1998; Romagnani 1999). Ob-

wohl spezifische Oberflächenmarker vermutlich nicht existieren, sind den-

noch bestimmte Chemokine bevorzugt anzutreffen. Auf Th1-Zellen lässt sich 

bevorzugt CCR5 nachweisen (Annunziato et al. 1998; Bonecchi et al. 1998; 

Baggiolini 1998; Syrbe 1999). 
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 Abbildung 4 
 Th1-Effektorfunktionen 

 

 

Die Th1-Effektorfunktion lässt sich als eine Form der zellulären Immunant-

wort beschreiben. So ist das Effektorzytokin IFN-γ in der Lage, Makropha-

gen/Monozyten zu aktivieren. IFN-γ steigert ihre mikrobizide Leistung und 

fördert die Komplementfixation und die Opsonisierung und somit die Zellzyto-

toxizität (Abbas et al. 1996). Th1-Zellen stimulieren die Differenzierung von 

CD8+ Lymphozyten in zytotoxische Zellen und die Aktivierung von Neutrophi-

len und NK-Zellen. Weiterhin fördern sie die Phagozytose von Mikroben und 

die Elimination intrazellulärer Pathogene. Die Zytokine der Th1-Zellen wirken 

meist proinflammatorisch und tragen auf diese Weise im Laufe einer Immun-

antwort auch zu den Gewebsschäden bei. Sie spielen ebenfalls eine wichtige 

Rolle bei der Antwort auf Selbstantigene im Zusammenhang mit Autoimmun-

krankheiten. (London et al. 1998) 
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Die Th2-Subpopulation ist durch die Expression der Effektorzytokine IL-4, IL-

5, IL-9, IL-10 und IL-13 charakterisiert (London et al. 1998; Romagnani 

1999). Als Chemokin ist bevorzugt CRTH2 nachweisbar (Annunziato et al. 

1998; Bonecchi et al. 1998; Baggiolini 1998; Nagata et al. 1999). 

 

Für die Entwicklung von Th2-Zellen scheint in der Immunantwort eine frühe 

IL-4-Expression wichtig zu sein. Naive CD4+ Zellen sind vermutlich für eine 

CD28-abhängige IL-4-Produktion empfänglich, wenn sie ein schwaches 

TCR-Signal erhalten. Die naiven T-Helfer-Zellen sind nach initialer Aktivie-

rung selbst in der Lage, geringe Mengen an IL-4 zu produzieren. Mit steigen-

der IL-4-Konzentration wächst auch die Lymphozytenaktivierung. Der Effekt 

von IL-4 dominiert über andere Zytokine, d.h. wenn IL-4 eine gewisse 

Schwelle überschritten hat, dann tritt der Th2-Phänotyp auf. Weitere Quellen 

für die IL-4-Produktion sind bestimmte CD4+NK1.1+ Zellen und außerdem 

Mastzellen bzw. Basophile, die eine bereits vorhandene Th2-Antwort noch 

verstärken können. (Paul et al. 1994; Romagnani 2000; Murphy et al. 2000) 

 

Die Bindung von IL-4 an seinen Rezeptor führt zu einer selektiven Tyrosin-

Phosphorylierung von STAT6 (Shimoda et al. 1996). Andere Transkriptions-

faktoren aus der NF-AT-Familie (nuclear factor of activated T cells) wurden 

entdeckt, die den IL-4-Promotor aktivieren können; diese werden aber so-

wohl von Th1- als auch von Th2-Zellen exprimiert. Eine Reihe weiterer 

Transkriptionsfaktoren, die von verschiedenen Zellen produziert werden, sind 

für die Th2-Gen-Expression entscheidend. Dazu zählen u.a. das Proto-

Onkogen c-maf und GATA-3 (Rao et al. 1997; Zheng et al. 1997; Szabo et al. 

1997; Kim et al. 1999; Glimcher et al. 1999). 
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 Abbildung 5 
 Th2-Effektorfunktionen 

 

 

Die Hauptaufgabe der Th2-Zellen ist die Vermittlung einer humoralen Im-

munantwort. Die charakteristischen Effektorzytokine der Th2-Zellen sind in 

der Lage, eine starke Antikörper-Antwort auszulösen; dabei wird die Produk-

tion von IgE und die Aktivierung und Differenzierung der Eosinophilen geför-

dert. Sowohl IgE als auch Eosinophile werden gewöhnlich bei Th2-Antworten 

gefunden, wie z.B. bei Infektionen mit Helminthen oder bei allergischen Ant-

worten. Th2-Zellen tragen auch zur Stimulierung von B-Zellen bei, IgM und 

bestimmte IgG-Isotypen zu produzieren. Wichtig ist auch ihre Rolle bei der 

Regulation von zellvermittelten Immunantworten. Sie antagonisieren einige 

Funktionen von Makrophagen, inhibieren akute und chronische Entzündun-

gen und limitieren die Th1-Immunantworten. (Abbas et al. 1996; London et 

al. 1998; Romagnani 2000) 
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 Abbildung 6 
 Regulation der T-Helfer-Subpopulationen 

 

 

Die verschiedenen Subpopulationen der T-Helfer-Zellen sind mit Hilfe ihrer 

Effektorzytokine in der Lage, durch sogenannte „cross regulation“ und „feed-

back regulation“ sich gegenseitig zu regulieren und zu kontrollieren. Durch 

die Freisetzung von IL-4 amplifizieren Th2-Zellen ihre eigene Wirkung. Bei 

Th1-Zellen gilt das in gleicher Weise für IL-2. Das Th1-Zytokin IFN-γ hemmt 

die Expansion weiterer Th2-Zellen. Auf der Gegenseite werden die Th1-

Zellen durch die Zytokine IL-4, IL-10 und IL-13 gehemmt, welche von Th2-

Zellen exprimiert werden. (Abbas et al. 1996; London et al. 1998) 

 

Neben immunphysiologischen Vorgängen werden die Subpopulationen der 

T-Helfer-Zellen auch mit einigen immunpathologischen Störungen in Verbin-

dung gebracht (Romagnani 1994, 2000). In folgender Tabelle sind einige 

dieser Krankheiten gegenübergestellt: 
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Th1 Th2 
Hashimoto Thyreoiditis 

Multiple Sklerose 

Diabetes mellitus Typ I 

Akute Abstoßungsreaktion 

M. Crohn 

Sarkoidose 

Omenn’s Syndrom 

Atopien 

Progressive systemische 
Sklerose 

Kryptogenetische fibrosierende 
Alveolitis 

 
 Tabelle 1 
 Einige prototypische pathophysiologische Zustände, die durch eine dominierende Th1- 

oder Th2-Antwort charakterisiert sind (Romagnani 2000) 
 

 

1.3   CD4+ Zellen und Arteriosklerose 
 
Unserem heutigen Wissensstand über die zelluläre Immunantwort und den 

Immunzellen zufolge kann man davon ausgehen, dass diese in engem Zu-

sammenhang mit der Entstehung und Progression der Arteriosklerose ste-

hen. Einige Arbeiten bringen CD4+ Zellen mit deren Effektorfunktionen als 

möglichen proarteriosklerotischen Stimulus in Verbindung. 

 

Mit Hilfe von Tiermodellen wurde zunächst gezeigt, dass CD4+ Lymphozyten 

bei der Entstehung der Arteriosklerose eine wichtige Rolle spielen. Als ein 

Modell dienten Mäuse mit einer induzierten Arteriosklerose am transplantier-

ten Herzen als Sonderform einer immunologisch getriggerten Arteriosklerose. 

Im Transplantat konnten bereits früh nach der Transplantation eine Anhäu-

fung von CD4+ Zellen in den Koronargefäßen gefunden werden (Koglin et al. 

1998). Durch eine Blockade dieser Zellen, entweder durch anti-CD4-

Antikörper oder durch eine gezielte Gendeletion, wurde die Entwicklung von 

arteriosklerotischen Läsionen im transplantierten Mäuseherz reduziert (Krie-

ger et al. 1996; Räisänen et al. 1997). Eine Rekonstitution von CD4 bei die-

sen gendeletierten Mäusen konnte hingegen die Entstehung dieser 

Transplantatvaskulopathie triggern (Krieger et al. 1996). 
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Als ein weiteres etabliertes Arteriosklerosemodell dienen Apoprotein E-

defiziente Mäuse. Ähnlich der Transplantatarteriosklerose konnte auch hier 

gezeigt werden, dass bei ApoE-knockout Mäusen die Gefäße von CD4+ Zel-

len infiltriert werden (Zhou et al. 1996). Mäuse, bei denen das Immunsystem 

blockiert war (SCID – severe combined immune deficiency), zeigen deutlich 

weniger arteriosklerotische Läsionen als die immunkompetenten Mäuse. 

Durch den Transfer von CD4+ Zellen konnte dieser Vorgang – ähnlich der 

Transplantatarteriosklerose – bei immundefizienten Mäusen rekonstruiert 

werden (Zhou et al. 2000). 

 

Wie im Tiermodell, so wurde auch beim Menschen ein Zusammenhang mit 

CD4+ Zellen deutlich. Einige Studien zeigten eine Aktivierung und Expansion 

von CD4+ T-Lymphozyten bei zunehmender Instabilität der arterioskleroti-

schen Plaque (Hansson et al. 1989; Neri Serneri et al. 1992, 1997; Liuzzo et 

al. 1999). 

 

Einen weiteren Hinweis lieferten Apoprotein E-defiziente Mäuse, die auf be-

stimmte Induktor-Zytokine hin untersucht wurden. Beim Vergleich der Ex-

pression von IL-4 mit IL-12 konnte gezeigt werden, dass IL-12 alleine die 

Entstehung arteriosklerotischer Läsionen triggern kann (Lee et al. 1999).  

 

Im Modell der Arteriosklerose am transplantierten Mäuseherzen untersuchte 

unsere Arbeitsgruppe den Einfluss der für CD4+ T-Lymphozyten typischen 

Transkriptionsfaktoren STAT4 und STAT6. Nach der Gendeletion dieser 

Transkriptionsfaktoren konnten STAT4-defiziente Mäuse die Entstehung ei-

ner Transplantatarteriosklerose unterbrechen. Bei STAT6-defizienten Mäu-

sen waren keine Unterschiede zu erkennen (Koglin et al. 2000). 

 

Die Th1-Antwort ist charakterisiert durch die Expression des Effektorzytokins 

IFN-γ. Einige Artikel weisen auf eine mögliche Bedeutung dieses Effektorzy-

tokins hin. Bei Apoprotein E-defizienten Mäusen fand man nach Deletion des 

IFN-γ-Rezeptors eine deutliche Abnahme arteriosklerotischer Läsionen (Gup-
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ta et al. 1997). Auch bei IFN-γ-defizienten Mäusen mit einer Transplantatarte-

riosklerose wurden signifikant weniger arteriosklerotische Läsionen beobach-

tet (Raisanen et al. 1998). Bei Patienten mit einer instabilen Angina pectoris 

konnte ebenfalls eine gesteigerte IFN-γ-Expression gezeigt werden (Liuzzo 

et al. 1999). 

 

Als mögliche Zielzellen der Effektorfunktion von IFN-γ werden Monozy-

ten/Makrophagen diskutiert. Makrophagen werden zusammen mit CD4+ Zel-

len in arteriosklerotischen Läsionen gefunden und zeigen mit zunehmender 

Instabilität eine Aktivierung (Moreno et al. 1994; Jude et al. 1994). 

Makrophagen von Patienten mit instabiler Angina pectoris zeigten nach Zu-

gabe von IFN-γ in vitro eine gesteigerte Aktivität (Liuzzo et al. 2001). 
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2.  Arbeitshypothese und Fragestellung 
 
Basierend auf diesen Erkenntnissen über die zelluläre Immunantwort bei der 

Entstehung und Progression der Arteriosklerose haben wir folgende Hypo-

these aufgestellt: 

 

Die Aktivierung und Differenzierung von Th1-Lymphozyten sind kausal an 

der Progression arteriosklerotischer Prozesse bei der koronaren Herzkrank-

heit mit der Folge eines akuten Myokardinfarktes beteiligt. Die Th1-

Effektorfunktionen steuern diese Mechanismen und führen zu einer zuneh-

menden Plaqueinstabilität bei Patienten mit instabiler Angina pectoris. Zu 

diesen Effektorfunktionen gehört die Stimulation von Makrophagen, Matrix-

Metalloproteinasen zu sezernieren, die für die Plaqueinstabilität und deren 

Ruptur verantwortlich sind. 

 

Um unsere Hypothese zu verifizieren, sind wir mit folgenden Fragestellungen 

vorgegangen: 

 

Zunächst haben wir für die jeweiligen Stadien charakteristische Patientenkol-

lektive kreiert, um die Aktivierung von T-Helfer-Zellen und die Art ihrer Diffe-

renzierung in den verschiedenen Stadien der Progression der Arteriosklerose 

bis hin zum Myokardinfarkt zu untersuchen. Dazu wurden Patienten mit sta-

biler Angina pectoris, mit instabiler Angina pectoris, mit einem manifesten 

Myokardinfarkt und ein Kontrollkollektiv ausgewählt. Mit Hilfe der Durchfluss-

zytometrie und der PCR (polymerase chain reaction) haben wir zirkulierende 

T-Lymphozyten auf Zytokine hin untersucht, die für die T-Helfer-

Subpopulationen charakteristisch sind. 

 

In einem nächsten Schritt wollten wir abschätzen, inwieweit eine Assoziation 

von aktivierten Th1-Zellen und dem Auftreten von verschiedenen Myokardlä-

sionsmarkern - Marker für die Myokardzellintegrität - besteht. Hierfür haben 
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wir die Kinetik der Th1-Expansion mit dem Verlauf der Myokardläsionsmarker 

Troponin I und Creatinphosphokinase verglichen. 

 

Ein möglicher Effektormechanismus von Th1-Zellen zielt auf Makrophagen. 

Um eine mögliche Beteiligung und einen Einfluss erkennen zu können, ha-

ben wir durch ELISA in den verschiedenen Patientenkollektiven die Konzent-

rationen von Matrix-Metalloproteinasen und ihren Inhibitoren als deren Sek-

retionsprodukt im Blutplasma gemessen. 

 

 

 26



Die Bedeutung von T-Helfer-Zellen bei der Progression 
der koronaren Herzkrankheit 

3.   Material und Methoden 
3.1  Studienpopulation 
 
Um den zeitlichen Zusammenhang der Immunmechanismen bei der Pro-

gression akuter Koronarsyndrome zu untersuchen, wurden zwischen Juli und 

Oktober 2000 insgesamt 56 Patienten untersucht, die im Herzkatheterlabor 

des Klinikums Großhadern zur Koronarangiographie vorgestellt wurden. Ab-

hängig von der klinischen Präsentation, den Laborergebnissen, den elektro-

kardiographischen Befunden und dem Ergebnis der Koronarangiographie 

wurden die Patienten in folgende vier Gruppen eingeteilt: 

 

Eine Kontrollgruppe ohne jeden Anhalt für eine KHK, d.h. Patienten ohne 

Angina-pectoris-Symptomatik, mit normalen Laborergebnissen sowie norma-

len elektrokardiographischen Befunden und einem normalen Koronarangi-

ogramm. 

 

Eine Gruppe mit stabiler Angina pectoris, den Braunwald-Kriterien (Braun-

wald 1989) entsprechend definiert als über mehr als drei Monate nicht pro-

grediente, typische Angina-pectoris-Symptomatik bei pathologischem Koro-

narangiogramm, normalen CK- und Troponin-Werten und regelrechtem Ru-

he-Elektrokardiogramm. 

 

Eine Gruppe mit instabiler Angina pectoris entsprechend den Braunwald-

Klassen II oder III, d.h. Ruheschmerz innerhalb des letzten Monats, patholo-

gischem Koronarangiogramm, normalem CK, mit oder ohne leicht erhöhten 

Troponin-Werten, mit oder ohne pathologischen elektrokardiographischen 

Veränderungen. 

 

Eine Gruppe mit akutem Myokardinfarkt mit Schmerzbeginn innerhalb der 

letzten 12 Stunden, erhöhten CK- und Troponin-Werten und charakteristi-

schen ST-Hebungen in ≥2 Ableitungen im Ruhe-Elektrokardiogramm und pa-

thologischem Koronarangiogramm. 
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3.2   Blutentnahme und -aufbereitung 
 
Bei jedem Patienten wurden vor der ersten Kontrastmittel-Injektion bei der 

Herzkatheteruntersuchung aus der Aortenwurzel 24 ml Vollblut entnommen 

und auf drei Vacutainer (Vacutainer CPT, Becton Dickinson) aufgeteilt. Die 

Vacutainer dienen der Separation von mononukleären Zellen aus Vollblut. 

Durch Zentrifugation (2800/min, 20 min, Raumtemperatur) bilden sich ab-

hängig vom Dichtegradienten nach Ficoll drei Phasen: das Blutplasma, die 

mononukleären Zellen und davon durch ein Polyester-Gel getrennt die dich-

teren Blutbestandteile wie Granulozyten, Erythrozyten und Thrombozyten. 

Das Blutplasma wurde abpipettiert und bis zur Weiterverarbeitung beim ELI-

SA bei –80°C gelagert. Für die Durchflusszytometrie und die RT-PCR wurde 

die Phase der mononukleären Zellen abpipettiert. 

 

 

3.3  Separation von CD4+ Lymphozyten und CD14+ 
Makrophagen 

 
Um T-Helfer-Zellen und Makrophagen aus den mononukleären Zellen zu se-

parieren, wurde die Tatsache, dass bestimmte Oberflächenmoleküle für die-

se Zellen charakteristisch sind, ausgenutzt. Ein spezifisches Oberflächenmo-

lekül von T-Helfer-Zellen ist CD4, von Makrophagen CD14. Die Zellen wur-

den mit magnetisch markierten Antikörpern, sogenannten Microbeads (Milte-

nyi Biotec), die spezifisch das jeweilige Oberflächenmolekül binden, markiert 

(Monoklonale mouse anti-human CD4 [LeuTM-3a], Isotyp mouse IgG1, Klon 

SK3. Monoklonale mouse anti-human CD14, Isotyp IgG2a). 

 

Hierfür wurde die aus dem Vacutainer isolierte Phase mit den mononukleä-

ren Zellen in ein Falcon-Röhrchen überführt und zweimal mit PBS gewa-

schen. 
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Nach dem Waschen wurde das Pellet mit 120 µl Bindungs-Puffer (1000 µl 

FCS [fötales Kälberserum, Gibco, unter Zusatz von Penicillin G und Strepto-

mycin, Gibco], 0,148 g EDTA [Merck], 199 ml PBS [Dulbeccos]) resuspen-

diert. Dazu wurden 30 µl der CD4-Bead-Suspension gegeben und 15 min bei 

4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Komplex mit 2 ml des Puffers 

resuspendiert und anschließend zentrifugiert (1200/min, 10 min, Raumtem-

peratur). Der Überstand wurde entfernt und mit 500 µl des Puffers resuspen-

diert. 

 

Anschließend wurde die Zell-Antikörper-Suspension in eine Säule im Mag-

net-Separator (Miltenyi, Biotec) pipettiert. Gemäß dem Prinzip der positiven 

Selektion verbleiben dadurch die mit einem magnetisch markierten Antikör-

per beladenen CD4+ Zellen in der Säule. Nach drei abschließenden Wasch-

gängen wurde die Säule aus dem Magnetseparator entnommen. Die CD4+ 

Zellen konnten nun aus der Säule eluiert werden. Aus der primär magnetisch 

nicht gebundenen Zellfraktion wurde in analoger Weise die CD14+ Zellfrakti-

on ebenfalls magnetisch positiv selektioniert gewonnen. 

 

 

3.4  mRNS-Extraktion aus den separierten CD4+ und CD14+ 
Zellen 

 
Um die mRNS der isolierten CD4+ und CD14+ Zellen zu gewinnen, wurden 

die Zellen zunächst mit Hilfe eines Lyse-Bindungs-Puffers (Zusammenset-

zung: 100 mM Tris-HCl, pH 7,5; 500 mM LiC; 10 mM EDTA, ph 8,0; 1% 

LiDS; 5 mM Dithiothreitol)(Dynal) lysiert. Die mRNS ist charakterisiert durch 

einen Poly(A)-Schwanz an ihrem 3’-Ende, bestehend aus etwa 50 bis 200 

Adenylresten. Zur Gewinnung der mRNS lässt sich diese Tatsache ausnut-

zen, indem man dem Zelllysat 50 µl einer Suspension mit magnetbeladenen 

Oligo-(dT)25-Beads (Dynal) zugibt. Bei einer Inkubation (Rotation, 3 min, 

Raumtemperatur) binden die Beads an den komplementären Poly(A)-

Schwanz. Nach vier Waschgängen (Wash Buffer A und B, Dynal) lässt man 
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die Oligo-(dT)25-Beads von der mRNS durch Zugabe von 30 µl 65°C warmem 

DEPC-H2O lösen. Der magnetfreie Überstand wurde bis zur Weiterverarbei-

tung bei -80°C gelagert. 

 

 

3.5  RT-PCR-Assay 
3.5.1 cDNS-Synthese 

 
Um die gewonnene mRNS mit Hilfe der PCR analysieren zu können , musste 

diese zunächst in cDNS umgeschrieben werden. Dies geschah mit einer re-

versen Transkriptase („SuperScript II RNase H- Reverse Transcriptase“ von 

Gibco) eines Oligo(dT)12-18-Primers und eines dNTP-Gemisches, welches al-

le vier Basen (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) in äquimolarer Verteilung enthielt. 

Die Komponenten für die cDNS-Synthese sind als „SuperScript-Kit“ bei der 

Firma Gibco erhältlich. 

 

Zunächst wurde ein Reaktionsgemisch vorbereitet. Dazu wurden in folgender 

Reihenfolge zusammenpipettiert: 2 µl/Reaktion 10x PCR-Puffer (200mM Tris-

HCl [pH 8,4], 500mM KCl), 2 µl/Reaktion 25 nM MgCl2, 2 µl/Reaktion 0,1 M 

DTT und 10 µl/Reaktion 10 mM dNTP-Gemisch. Zuvor mussten alle Kompo-

nenten kurz zentrifugiert werden. Der Puffer und das MgCl2 mussten vor je-

dem Gebrauch zusätzlich auf 72°C erhitzt werden, um das ausgefallene 

MgCl2 und KCl wieder in Lösung zu bringen, und konnten danach auf Eis ge-

stellt werden. Bis zum Gebrauch des Reaktionsgemisches wurde es bei 4°C 

auf Eis gelagert. 

 

In einem zweiten Schritt wurde die mRNS denaturiert und an die Oligo(dT)12-

18-Primer gebunden. Dazu wurden pro Reaktion 3,5 µl DEPC-Wasser, 7,5 µl 

mRNS und 1 µl Oligo(dT)12-18-Primer gemischt und in einem Heizblock bei 

70°C für 10 min inkubiert. Danach wurden aus dem Reaktionsgemisch (siehe 

oben) pro Reaktion 7 µl entnommen und zu der vorbereiteten mRNA pipet-

tiert. Das Gemisch wurde danach 5 min bei 42°C vorinkubiert, bis man dann 
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jeweils 1 µl der  reversen Transkriptase (SuperSkript, RNase H- RT) dazu-

gab. Die cDNS-Synthese lief anschließend bei einer 50-minütigen Inkubation 

bei 42°C ab. Zum Beenden der Reaktion und zum Inaktivieren der verbliebe-

nen reversen Transkriptase wurde das Gemisch für 15 min bei 70°C im 

Heizblock inkubiert. 

 

Nach Abschluss der cDNS-Synthese wurde das noch im Gemisch befindliche 

RNS-Template degradiert, indem man pro Reaktion 1 µl RNase H (E. coli) 

hinzugab und nochmals für 20 min bei 37°C inkubieren ließ. 

 

Die synthetisierte cDNS wurde bei -20°C gelagert oder sofort in eine PCR-

Reaktion eingesetzt. 

 

 

3.5.2  PCR-Reaktion 
 
Zu Beginn mussten für das jeweilige Gen spezifische Primer entworfen wer-

den. Aus der bekannten cDNS-Sequenz eines Gens (Genbank) wurden unter 

Zuhilfenahme eines Computer-gestützten Analysealgorithmus (Mac Vector 

5.0, Oxford Molecular Scientific) die jeweiligen Primer entworfen und bei der 

Firma Sigma Genosys bezogen. Die Spezifität der Primer wurde durch eine 

BLAST-Analyse bestätigt. Für jedes Primerpaar wurden die Reaktionsbe-

stimmungen durch Gradientenuntersuchungen (optimale Annealing Tempe-

ratur) und Zyklusstudien (optimale Zykluszahl) optimiert. Im Folgenden sind 

die Primersequenzen und die Genbank Accession Nummern der entspre-

chenden cDNS-Sequenzen sowie die spezifischen Annealing Temperaturen 

und Zykluszahlen für die verwendeten Primer angegeben: 
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______________________________________________ 

 
GAPDH 
Accession Nummer: M33197 

68°C, 25 Zyklen, 438 Basenpaare 

Sense-Primer  TTG TGA GGG AGA TGC TCA GTG 
TTG G 

Antisense-Primer CAT CAA GAA GGT GGT GAA GCA 
  GGC 

 

INF-γ 
Accession Nummer: M29383 

58°C, 33 Zyklen, 578 Basenpaare 

Sense-Primer CAT CCA AGT GAT GGC TGA ACT 
GT 

Antisense-Primer  GGA AGC ACC AGG CAT GAA ATC 
TC 

 

IL-2 
Accession Nummer: V00564 

62°C, 36 Zyklen, 243 Basenpaare 

Sense-Primer   GCA TTG CAC TAA GTC TTG CAC 
         TTG 

Antisense- Primer  AGC ACT TCC TCC AGA GGT TTG 
         AG 

 

IL-4 
Accession Nummer: M13982 

66°C, 34 Zyklen, 198 Basenpaare 

Sense-Primer   CGT AAC AGA CAT CTT TGC TGC 
CTC 

Antisense-Primer  TCT TTG CTG CCT CCA AGA ACA 
         CAA 
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IL-10 

Accession Nummer: M57627 

68°C, 32 Zyklen, 139 Basenpaare 

Sense-Primer   GGA CTT TAA GGG TTA CCT GGG 
TTG 

Antisense-Primer  AAG CCA TTC TTC ACC TGC TCC 
ACG 

 

STAT4 
Accession Nummer: L78440 

66°C, 31 Zyklen, 450 Basenpaare 

Sense-Primer   GTG GTT GAG CGA CAG CCA TGT 
         AT 

Antisense- Primer  TGG ATG CCC AAG CAT TAG GTA 
         ACT 

 
STAT6 
Accession Nummer: U16031 

66°C, 28 Zyklen, 454 Basenpaare 

Sense-Primer   GCA GTT CAA CAA GGA GAT CCT 
         GC 

Antisense- Primer  TTT CCA CGG TCA TCT TGA TGG 
         TAG 

______________________________________________ 

 

 

Die PCR-Reaktion wurde für jede cDNS-Probe als Doppelbestimmung in ei-

nem Reaktionsvolumen von je 25 µl durchgeführt. Dieses setzte sich zu-

sammen aus 22,5 µl eines Reaktionsgemisches, welches je Reaktion 11,25 

µl Primer-Mix, 1,375 µl 10xPCR-Buffer, 2,0 µl dNTPs, 0,11 µl TAQ (Thermus 

aquaticus DNA Polymerase aus E. coli; „AmpliTaq Gold“, Perkin Elmer,     

Roche), 7,765 µl H2O und 2,5 µl der cDNS enthielt. Für die Negativ-Kontrolle 

wurde statt der cDNS die entsprechende Menge H2O verwendet. 
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Die einzelnen Zyklen der PCR-Reaktion wurden mit Hilfe eines Cyclers (PE, 

Gene Amp PCR System 9700) durchgeführt. Dabei wurden die Proben initial 

für 9 min auf 94°C erhitzt, um die TAQ-Polymerase zu aktivieren. Der an-

schließende PCR-Zyklus setzt sich aus einer Denaturierungsphase (94°C für 

30 sec), einer Annealing-Phase (Primer-spezifische Annealing Temperatur 

für 20 sec) und einer Extensionsphase (72°C für 60 sec) zusammen. Die 

PCR-Reaktion wurde jeweils durch eine abschließende Extensionsphase 

(72°C für 7 min) beendet. 

 

Für die Elektrophorese wurde eine Gelkammer mit einem Fassungs-

vermögen für 20 Proben verwendet. Es wurde ein 2%iges Agarosegel, be-

stehend aus 58,5 ml H2O, 6,5 ml 10xTAE-Buffer und 1,3 g Agarose, herge-

stellt. Auf das feste Gel wurden die Proben mit der cDNS aufgetragen, wobei 

bei jedem Gel eine Negativ-Probe (H2O statt cDNS) und ein Standard mit 

verschiedenen Basenpaarlängen mitgeführt wurde. Das Gel lief bei einer 

Spannung von 50 V für 2 Stunden. Die Proben wanderten je nach Basen-

paarlänge der cDNS unterschiedlich weit – durch ihre negative Ladung von 

der Kathode in Richtung Anode. 

 

Die Gele wurden für 20 min mit SYBR Gold (Molecular Probes) gefärbt. 

SYBR Gold ist ein intercalierender Fluoreszenzfarbstoff, der die einzelnen 

Banden unter UV-Licht (BioRad, FluorS Multilmager) sichtbar macht. Für die 

Komplexe aus Farbstoff und Nukleinsäuren liegen die Exzitationsmaxima bei 

495 nm im sichtbaren und bei 300 nm im ultravioletten Bereich. Das Emissi-

onsmaximum liegt bei 537 nm. SYBR Gold gewährleistet gegenüber dem üb-

licherweise verwendeten Ethidiumbromid eine wesentlich höhere Sensitivität. 

 

Zur Quantifizierung der PCR-Produkte wurde das Programm „Quantity One“ 

der Firma BioRad verwendet. Um signifikante Unterschiede nachzuweisen, 

genügte eine semiquantitative Auswertung. Dabei erfolgte die Korrektur der 

Gentranskriptlevel der jeweiligen Genprodukte für die Ausgangsmenge an 

Gesamt-RNS in der jeweiligen Probe durch Normalisierung mit GAPDH als 
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konstitutiv exprimiertem "house keeping gene". Für jedes PCR-Produkt wur-

de der Mittelwert der jeweiligen Doppelbestimmungen verwendet. Als Aus-

schlusskriterium galt eine Abweichung beider Werte von >10%. 

 

 

3.6 Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence acitivated 
cell sorting) 

 
Zur weiteren Charakterisierung der Lymphozytenaktivierung wurde eine 3-

Farben-Durchflusszytometrie durchgeführt. Die Durchflusszytometrie ermög-

licht anhand von Oberflächenmolekülen die Bestimmung einzelner Zellen 

und deren intrazelluläre Proteinexpression. Bei jeder Messung wurden als 

repräsentative Auswahl 10.000 Zellen analysiert. 

 

Nach Isolation der mononukleären Zellfraktion über einen Ficoll Gradienten 

(siehe oben) wurden die Zellen in 1 ml RPMI/10% autologem Plasma (Gibco) 

resuspendiert. Die Lymphozyten wurden bei 37°C für 4 Stunden ex vivo im 

Brutschrank (5% CO2) mit PMA (25 µg/ml) und Ionomycin (1 µg/ml) in Anwe-

senheit von Brefeldin A (10 µg/ml) nachstimuliert. PMA dient dabei zusam-

men mit Ionomycin der unspezifischen Zellaktivierung. Brefeldin A blockiert 

intrazelluläre Transportprozesse und führt somit zur Akkumulation von Zyto-

kinen und Proteinen im rauhen endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-

Apparat.  

 

Für die Charakterisierung der Zellen wurde ein fluoreszierender Antikörper 

gegen CD3 – ein Oberflächenmarker von T-Lymphozyten – gerichtet. Der für 

T-Helfer-Zellen spezifische Oberflächenmarker CD4 konnte nicht verwendet 

werden, da sich dieser bekanntermaßen durch die Nachaktivierung der Zel-

len internalisiert und so nicht mehr messbar ist. Die intrazelluläre Färbung 

erfolgte mit fluoreszierenden Antikörpern gegen IFN-γ und IL-4 als Marker für 

eine Th1- oder Th2-Antwort. 
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Für die Färbung wurden je Probe drei Falcon-Röhrchen vorbereitet: das erste 

als Negativ-Kontrolle ohne jeglichen Antikörper, ein weiteres zur Oberflä-

chenfärbung und einer Isotypkontrolle und das letzte zur Oberflächenfärbung 

mit gleichzeitiger intrazellulärer Zytokinfärbung. 

 

Zunächst erfolgte die CD3-Oberflächenfärbung mit 10 µl des CD3-

Antikörpers PerCP-Cy5.5 (Becton Dickinson) auf je 100 µl der stimulierten 

Zellsuspension für 15 min bei 4°C. Nach einem Lyse- und Permeabilisie-

rungsschritt wurden die Zellen einmal gewaschen. Danach schloss sich eine 

intrazelluläre Zytokinfärbung mit FITC markierten IFN-γ-Antikörpern und PE 

markierten IL-4-Antikörpern (IFN-γ FITC/IL-4 PE von Becton Dickinson) an 

(30 min, 4°C). Zur Kontrolle der Antikörper-Bindungen wurde in einem zwei-

ten Färberöhrchen eine intrazelluläre Isotypkontrolle (IgG FITC/IgG PE von 

Becton Dickinson) mitgeführt. Die Laser-Exzitation lag für alle drei Farbstoffe 

bei 488 nm. Der Emissions-Spektralmessbereich lag für den Farbstoff FITC 

bei 515-545 nm, für PE bei 564-606 nm und für PerCP bei >650. 

 

Die Messung erfolgte mit dem Durchflusszytometer „FACScan“, die Auswer-

tung mit dem Programm „CellQuest“, beide von Becton Dickinson. Zur Detek-

tion ließen sich im Vorwärts- und im Seitwärtsstreulicht entsprechend der 

Größe zunächst die Lymphozyten erfassen. Die CD3+ Subfraktion wurde 

durch Markierung mit dem Fluorophor PerCP ausselektioniert, ein Vorgang, 

den man „Gaten“ nennt. Im 2-dimensionalen Zytokindotplot wurden nur noch 

die CD3+ Zellen dargestellt. Jeder Punkt in dieser Darstellung entspricht also 

einer CD3+ Zelle. 
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 Abbildung 7 
 Darstellung und Auswertung der 3-Farben-Durchflusszytometrie: 
 Links oben: Darstellung nach Größe im Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht; Erfassen der  

Lymphozyten 
 Links unten: Erfassen der CD3+ Zellen im CD3-Gate 
 Rechts:  Erfassen des Anteils an IL-4+ und IFN-γ+ Zellen unter den CD3+ Zellen im  
     Zytokindotplot 
 

 

Die Achsen stellen semiquantitativ die Intensität der Emission der Wellenlän-

gen des Spektralmessbereiches der jeweiligen Zytokinfärbung dar, die x-

Achse von IFN-γ, die y-Achse von IL-4. Nicht aktivierte Zellen zeigen sich 

demnach im linken unteren Quadranten, die durch IFN-γ-Expression charak-

terisierten Th1-Zellen im rechten unteren Quadranten und die durch IL-4-

Expression charakterisierten Th2-Zellen im linken oberen Quadranten. Der 

rechte obere Quadrant stellt Zellen dar, die sowohl IFN-γ als auch IL-4 pro-

duzieren, entsprechend der Population der Th0-Zellen. 
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3.7   ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) 
 

Aus jedem Patientenkollektiv wurden von neun Patienten mit Hilfe eines ELI-

SA die Konzentrationen von MMP-9 und TIMP-1 im Blutplasma bestimmt. 

Dabei wird ein enzymbeladener Antikörper gegen das zu messende Protein 

gerichtet. Nach Zugabe des chromogenen Substrats wird die Extinktion des 

Reaktionsproduktes mit einem Spektrophotometer gemessen, welche der 

Menge des Proteins proportional ist. Die Werte können anhand einer Stan-

dardkurve ermittelt werden. 

 

In eine 96-Well-Mikrotiter-Platte wurden eine Verdünnungsreihe mit dem 

Standard (50 µl = 20 ng) und die Patientenproben (50 µl, Verdünnung 1:8) 

pipettiert. Die Mikrotiterplatte war mit immobilisierten Antikörpern gegen 

MMP-9 beschichtet. Dazu wurden 50 µl eines Detektor-Antikörpers, ein bioti-

nylierter anti-MMP-9-Antikörper, pipettiert und zwei Stunden bei Zimmer-

temperatur inkubiert. Nach drei Waschgängen wurde ein Streptavidin-

Peroxidase-Konjugat dazugegeben, welches an den Detektor-Antikörper bin-

det. Es folgte eine 30-minütige Inkubation bei Zimmertemperatur. Zusammen 

mit dem Substrat TMB (Tetra-Methylbenzidin) wurden die Proben für weitere 

30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Mit jeweils 100 µl 2,5N Schwefelsäure wur-

de die Reaktion unterbrochen. Die Extinktion der Proben wurde dann bei 450 

nm und 540 nm in dem Spektrophotometer „Titerek Multiskan MCC/340“ ge-

messen. Nach Erstellen der Standardkurve konnten die MMP-9-

Konzentrationen bestimmt werden. Der MMP-9-ELISA wurde mit Hilfe eines 

Kits der Firma Oncogene durchgeführt. 

 

Analog dazu erfolgte der ELISA für TIMP-1. Dazu wurde ein Kit der Firma 

R&D Systems verwendet, welches eine 96-Well-Mikrotiter-Platte enthielt, die 

mit murinen monoklonalen Antikörpern gegen TIMP-1 beschichtet war. Der 

Detektor-Antikörper war mit Meerrettich-Peroxidase als Konjugat gebunden. 

Als Substrat wurde eine Lösung aus Hydrogen-Peroxidase und Tetra-
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Methylbenzidin jeweils zu gleichen Anteilen verwendet. Die Reaktion wurde 

mit 2N Schwefelsäure beendet.  

 

 

3.8   Bestimmung von CK und Troponin I 
 

Die Bestimmung von CK (Creatinkinase) und Troponin I erfolgte routinemä-

ßig im Institut der Klinischen Chemie im Klinikum Großhadern. 

 

Zur Bestimmung der Aktivität von CK im Serum wird das Testprinzip der Fir-

ma Roche angewendet. Dabei wird CK durch NAC (N-Acetylcystein) aktiviert. 

In der Primärreaktion katalysiert die aktivierte CK die Dephosphorylierung 

von Creatinphosphat. In einer gekoppelten, durch Hexokinase katalysierten 

Reaktion wird Glucose durch das in der Primärreaktion gebildete ATP 

phosphoryliert und bildet Glucose-6-Phosphat. Danach katalysiert die Gluco-

se-6-Phosphatdehydrogenase die Oxidation von Glucose-6-Phosphat durch 

NADP+ zu D-6-Phosphogluconat und NADPH. Die Bildungsgeschwindigkeit 

von NADPH ist direkt proportional zu der katalytischen CK-Aktivität. Sie wird 

durch Messung der Extinktionszunahme bei 340 nm bestimmt. 

 

Zur Bestimmung der Troponin I-Konzentration im Serum wird ein Micro-

particle Enzyme Immuno Assay (MEIA) der Firma Abbott angewendet. Dabei 

bindet zunächst Troponin I an einen antikörperbeladenen Mikropartikel und 

bildet einen Immunkomplex. An die verbliebenen ungebundenen Antikörper 

bindet das mit Alkalischer Phosphatase versehene Konjugat. Die Alkalische 

Phosphatase katalysiert die Hydrolyse des Substrats 4-Methylumbelliferyl-

Phosphat zu 4-Methylumbelliferyl. Die Geschwindigkeit, mit der 4-

Methylumbelliferyl regeneriert, ist dabei der Konzentration an Troponin I pro-

portional. 
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3.9   Statistische Auswertung 
 

Bei der statistischen Auswertung der Ergebnisse mit dem Programm "Stat 

View" von SAS Institute Cooperation wurden der Unpaired T-test und die 

ANOVA-Varianzanalyse und für den Post-hoc-Test das Bonferroni-Dunn-

Verfahren verwendet. Der T-test ermöglicht den Vergleich zweier Gruppen 

miteinander. Mit der ANOVA-Varianzanalyse kann man erkennen, ob Unter-

schiede zwischen mehr als zwei Gruppen bestehen, wobei der Post-hoc-Test 

erfasst, zwischen welchen einzelnen Gruppen die Unterschiede bestehen. 

Für den T-test und der ANOVA-Varianzanalyse wurden signifikante Unter-

schiede bei p<0,05 angenommen. Dementsprechend  ergaben sich im Post-

hoc-Test signifikante Unterschiede bei dem korrespondierenden Wert von 

p<0,0083. 
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4.   Ergebnisse 
4.1  Charakterisierung der Patientenkollektive 
 
Zunächst wurden allgemeine Daten zu den Patientenkollektiven erfasst und 

diese miteinander verglichen: Im Kontrollkollektiv befanden sich 11 Patienten 

mit einem Durchschnittsalter von 48,5±5,7 Jahren. Es wurden 18 Patienten 

mit einer stabilen Angina pectoris mit einem Durchschnittsalter von 65,6±3,2 

Jahren untersucht, 13 Patienten mit instabiler Angina pectoris - entsprechend 

der Braunwald-Klassen II und III - mit einem Durchschnittsalter von 71,2±2,9 

Jahren und 14 Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt mit einem Durch-

schnittsalter von 62,0±3,4 Jahren. 

 

Außerdem wurden Laborparameter zwischen den Kollektiven verglichen, die 

Einfluss auf kardiovaskuläre Erkrankungen haben können. Bei der Bestim-

mung von Gesamtcholesterin (Normwert: 140-240 mg/dl) ergaben sich bei 

der Messung folgende Mittelwerte: im Kontrollkollektiv 197,0±15,7 mg/dl, bei 

den Patienten mit stabiler Angina pectoris 179,1±11,9 mg/dl, bei den Patien-

ten mit instabiler Angina pectoris 171,2±9,3 mg/dl und bei den Patienten mit 

akutem Myokardinfarkt 200,8±11,4 mg/dl. Im ANOVA-Test wurde ein P-Wert 

von p=0,25 errechnet. Somit bestehen zwischen den einzelnen Gruppen 

hierbei keine signifikanten Unterschiede. 

 

Beim Vergleich des aktuellen Blutzuckerspiegels (Normwert nüchtern: 70-

115 mg/dl) wurden folgende Werte festgestellt: für das Kontrollkollektiv 

112,8±6,1 mg/dl, für Patienten mit stabiler Angina pectoris 114,1±7,7 mg/dl, 

für Patienten mit instabiler Angina pectoris 115,7±9,2 mg/dl und für Patienten 

mit akutem Myokardinfarkt 124,0±6,3 mg/dl. Der ANOVA-Test ergab einen P-

Wert von p=0,77. Es zeigten sich auch beim Vergleich des Blutzuckerspie-

gels keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier Patientenkollektiven. 

 

Schließlich wurden die Gruppen noch in der Anzahl der Leukozyten (Norm-

wert: 4,0-11,0 G/l) und speziell der von uns genauer untersuchten CD3+ Zel-
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len verglichen. Im Kontrollkollektiv fand sich für die Gesamtzahl der Leukozy-

ten ein Mittelwert von 6,8±0,3 G/l, bei Patienten mit stabiler Angina pectoris 

7,2±0,5 G/l, bei Patienten mit instabiler Angina pectoris 7,5±0,8 G/l und bei 

Patienten mit akutem Myokardinfarkt 9,5±1,0 G/l. Mit p=0,11 im ANOVA-Test 

ergaben sich keinerlei signifikanten Unterschiede. 

 

Die Bestimmung der absoluten Zahl CD3+ Zellen ergab im Kontrollkollektiv 

einen Mittelwert von 3,2±0,1 G/l, bei den Patienten mit stabiler Angina pecto-

ris 2,8±0,2 G/l, bei Patienten mit instabiler Angina pectoris 2,8±0,3 G/l und 

bei Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt 3,5±0,4 G/l. Der ANOVA-Test 

ergab mit p=0,30 keine signifikanten Unterschiede. 

 

Bei der Bestimmung des CRP (Normwert: <0,5 mg/dl) ergab sich im Kontroll-

kollektiv ein Wert von 0,0±0,0 mg/dl, im Kollektiv der stabilen Angina pectoris 

0,13±0,43 mg/dl, im Kollektiv der instabilen Angina pectoris 0,77±1,35 mg/dl 

und im Kollektiv des akuten Myokardinfarkts 1,95±4,21 mg/dl. Es zeigten sich 

mit p=0,33 im ANOVA-Test keine signifikanten Unterschiede. 

 

Die Messung des arteriellen Mitteldrucks ergab im Kontrollkollektiv einen Mit-

telwert von 93,3±16,3 mmHg, bei den Patienten mit stabiler Angina pectoris 

92,7±16,5 mmHg, bei den Patienten mit instabiler Angina pectoris 94,9±10,6 

mmHg und bei den Patienten mit akutem Myokardinfarkt 98,4±18,0 mmHg. 

Auch hier ergaben sich mit p=0,83 im ANOVA-Test keine signifikanten Un-

terschiede. 
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Tabelle 2 

 Charakterisierung der Patientenkollektive 
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4.2   Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR 
4.2.1  mRNS-Transkriptionslevel von Th1-Zellmarkern 
 
Mit Hilfe der semiquantitativen Analysen der RT-PCR-Assays wurden in ei-

nem ersten Schritt orientierend die Aktivierungsmuster der T-Helfer-Zellen 

auf mRNS-Ebene erfasst. Zwischen den Patientenkollektiven zeigten sich 

signifikante Unterschiede für alle charakteristischen Zytokine der Th1-

Antwort. Für IFN-γ ergab sich im Kontrollkollektiv ein korrigierter Mittelwert 

von 0,65±0,07 [relative Einheit]. In der Gruppe mit stabiler Angina pectoris 

fand sich ein Wert von 0,58±0,06 [relative Einheit], in der Gruppe mit instabi-

ler Angina pectoris 1,14±0,18 [relative Einheit] und in der Gruppe mit akutem 

Myokardinfarkt 0,43±0,08 [relative Einheit]. Daraus errechnete sich im ANO-

VA-Test ein Wert von p=0,0003 und deutet somit auf signifikante Unterschie-

de hin. Es zeigte sich eine Erhöhung der korrigierten IFN-γ-Werte bei Patien-

ten mit instabiler Angina pectoris gegenüber allen anderen Gruppen 

(p<0,005 versus Kontrolle, p<0,0005 versus stabiler Angina pectoris, 

p<0,0001 versus akuter Myokardinfarkt). Die Unterschiede zwischen den an-

deren Gruppen waren nicht signifikant. 
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 Abbildung 8 
 Vergleich der mRNS-Transkriptionslevel von IFN-γ 

 

 

Für IL-2, einem weiteren charakteristischen Zytokin des Th1-Zytokinmusters, 

konnten ähnliche Ergebnisse nachgewiesen werden. Die errechneten Mittel-

werte für IL-2 ergaben im Kontrollkollektiv 0,21±0,03 [relative Einheit], bei Pa-

tienten mit stabiler Angina pectoris 0,54±0,12 [relative Einheit], bei Patienten 

mit instabiler Angina pectoris 0,89±0,27 [relative Einheit] und bei Patienten 

mit akutem Myokardinfarkt 0,30±0,09 [relative Einheit]. Der ANOVA-Test 

deutet mit p<0,05 auf signifikante Unterschiede hin. Wie auch für IFN-γ fan-

den sich bei dem Kollektiv mit instabiler Angina pectoris gegenüber der Kon-

trollgruppe signifikant erhöhte Werte (p<0,005 versus Kontrolle). Die einge-

tretenen Unterschiede zwischen dem Kollektiv mit instabiler Angina pectoris 

und dem Kollektiv mit stabiler Angina pectoris und dem Kollektiv mit akutem 

Myokardinfarkt zeigten bei gegebener n-Zahl keine Signifikanzen. 
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 Abbildung 9 
 Vergleich der mRNS-Transkriptionslevel von IL-2 

 

 

Zusätzlich wurden die korrigierten Werte für STAT4, dem entscheidenden 

Transkriptionsfaktor einer Th1-Antwort, ermittelt. Dabei entstanden folgende 

Ergebnisse: für das Kontrollkollektiv ein Wert von 0,64±0,04 [relative Einheit], 

für Patienten mit stabiler Angina pectoris 0,67±0,04 [relative Einheit], für Pa-

tienten mit instabiler Angina pectoris 1,03±0,05 [relative Einheit] und für Pati-

enten mit akutem Myokardinfarkt 0,57±0,06 [relative Einheit]. Auch hier zeig-

ten sich Signifikanzen im ANOVA-Test (p<0,0001). So wurden auch bei 

STAT4 in der Patientengruppe mit instabiler Angina pectoris im Vergleich mit 

den anderen Gruppen deutlich erhöhte Werte ermittelt (p<0,0001 versus 

Kontrolle, p<0,0001 versus stabiler Angina pectoris, p<0,0001 versus akutem 

Myokardinfarkt). Auch für STAT4 fallen beim Vergleich der anderen Gruppen 

untereinander keine signifikanten Unterschiede auf. 
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 Abbildung10 
 Vergleich der mRNS-Transkriptionslevel von STAT4 

 

 

Die signifikante Erhöhung der Transkriptionslevel von IFN-γ, IL-2 und deren 

Transkriptionsfaktor STAT4 bei Patienten mit instabiler Angina pectoris un-

terstützen die Hypothese, dass eine Th1-Antwort an der Progression der ko-

ronaren Herzerkrankung beteiligt ist. 

 

 

4.2.2  mRNS-Transkriptionslevel von Th2-Zellmarkern 
 
Bei charakteristischen Markern einer Th2-Antwort zeigten sich in den RT-

PCR-Assays keinerlei signifikanten Unterschiede. Zunächst wurden die kor-

rigierten Werte für das typische Th2-Zytokin IL-4 ermittelt. Für das Kontroll-

kollektiv errechnete sich ein Mittelwert von 0,72±0,08 [relative Einheit], für die 

Patienten mit stabiler Angina pectoris 0,74±0,06 [relative Einheit], für die Pa-
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tienten mit instabiler Angina pectoris 0,77±0,11 [relative Einheit] und für die 

Patienten mit akutem Myokardinfarkt 0,65±0,10 [relative Einheit]. Mit p=0,801 

im ANOVA-Test zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Patientenkollektiven. 
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 Abbildung 11 
 Vergleich der mRNS-Transkriptionslevel von IL-4 

 

 

Für das Zytokin IL-10, einem weiteren typischen Th2-Zellmarker, wurde im 

Kontrollkollektiv ein Wert von 0,26±0,08 [relative Einheit] ermittelt, bei Patien-

ten mit stabiler Angina pectoris 0,43±0,09 [relative Einheit], bei Patienten mit 

instabiler Angina pectoris 0,41±0,12 [relative Einheit] und bei Patienten mit 

akutem Myokardinfarkt 0,64±0,20 [relative Einheit]. Der ANOVA-Test ergab 
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einen P-Wert von p=0,258. Es liegen also auch für IL-10 keine signifikanten 

Unterschiede vor. 
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 Abbildung 12 
 Vergleich der mRNS-Transkriptionslevel von IL-10 

 

 

Analog der Th1-Antwort wurde auch für die Th2-Antwort der typische 

Transkriptionsfaktor STAT6 als Regulator der Zytokinexpression untersucht. 

Für die Kontrollgruppe ergab sich ein Mittelwert von 0,23±0,02 [relative Ein-

heit], für Patienten mit stabiler Angina pectoris 0,22±0,02 [relative Einheit], für 

Patienten mit instabiler Angina pectoris 0,23±0,03 [relative Einheit] und für 

Patienten mit akutem Myokardinfarkt 0,21±0,03 [relative Einheit]. Es konnten 

mit p=0,893 im ANOVA-Test keine signifikanten Unterschiede festgestellt 

werden.
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 Abbildung 13 
 Vergleich der mRNS-Transkriptionslevel von STAT6 

 

 

Für die typischen Zytokine einer Th2-Antwort, nämlich IL-4 und IL-10 sowie 

für deren Transkriptionsfaktor STAT6 zeigten sich keine signifikanten Unter-

schiede. Diese Ergebnisse legen orientierend nahe, dass es zur Aktivierung 

einer Th1- und nicht einer Th2-Antwort kommt. 

 

 

4.3   Ergebnisse der Durchflusszytometrie 
4.3.1 Aktivierung von Th1-Zellen (IFN-γ +/CD3+ Zellen) 
 
Zur Bestätigung und weiteren Charakterisierung unserer Ergebnisse wurde 

die Zytokin-Expression von T-Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie auf 

Protein-Ebene untersucht. Die Auswertung der gewonnenen Daten erbrachte 

folgende Ergebnisse: Der Anteil von IFN-γ+/CD3+ Zellen unter den CD3+ Zel-
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len zeigte zwischen den Patientenkollektiven deutliche Unterschiede (ANO-

VA-Test: p<0,0001). In der Kontrollgruppe waren 7,6±3,5% aller CD3+ Zellen 

IFN-γ-positiv. Diese Subpopulation war im Vergleich dazu bei Patienten mit 

stabiler Angina pectoris mit 14,5±4,5% signifikant erhöht (p<0,008 versus 

Kontrolle). Die Patienten mit einer instabilen Angina pectoris zeigten einen 

weiteren Anstieg und erreichten das höchste Niveau der Expansion von IFN-

γ-produzierenden Zellen. Der Anteil dieser Zellen lag bei 34,8±5,6% 

(p<0,0001 versus stabile Angina pectoris). Bei Patienten mit einem akuten 

Myokardinfarkt ist diese Expansion IFN-γ produzierender T-Zellen nicht zu 

erkennen. Dieses Patientenkollektiv zeigte mit 6,6±2,3% aller CD3+ Zellen 

einen deutlich niedrigeren Anteil an IFN-γ-produzierenden Zellen (p<0,0001 

versus instabiler Angina pectoris) und somit einen dem Basalwert der Kon-

trollgruppe ähnlichen Wert. 
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 Abbildung 14 
 Beispiele der FACS-Analyse aus den einzelnen Kollektiven 
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 Abbildung 15 
 Vergleich der Aktivierung von Th1-Zellen 
 (IFN-γ+/CD3+ Zellen) 

 

 

4.3.2 Aktivierung von Th2-Zellen (IL-4+/CD3+ Zellen) und Th0-

Zellen (IL-4+/IFN-γ+/CD3+ Zellen) 
 
Im Gegensatz zu den Th1-Zellen zeigten die Th2-Zellen zwischen den ver-

schiedenen Patientenkollektiven keine signifikanten Unterschiede (ANOVA-

Test: p=0,28). Der Anteil der IL-4+/CD3+ Zellen, die charakteristisch für eine 

Th2-Antwort sind, ergab unter den gesamten CD3+ Zellen folgende Werte: 

Die Kontrollgruppe zeigte bei 0,9±0,3% der Zellen eine IL-4-Produktion. Bei 

Patienten mit stabiler Angina pectoris lagen die Werte bei 1,7±0,4%. Der An-

teil dieser Zellen lag in der Gruppe mit instabiler Angina pectoris bei 

0,7±0,3% und schließlich waren bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt 

1,2±0,4% der Zellen IL-4-positiv. 
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 Abbildung 16 
 Vergleich der Aktivierung von Th2-Zellen 
 (IL-4+/CD3+ Zellen) 

 

 

Ähnliche Ergebnisse lieferte die Messung der Th0-Zellen, die durch die Pro-

duktion sowohl von IFN-γ als auch von IL-4 gekennzeichnet sind. Die Kon-

trollgruppe erbrachte Werte für IFN-γ+/IL-4+/CD3+ Zellen von 0,9±0,2%, die 

Patienten mit stabiler Angina pectoris 1,2±0,3%, das Kollektiv mit instabiler 

Angina pectoris 1,1±0,3% und mit akutem Myokardinfarkt gehörten 1,6±0,6% 

aller Zellen dieser Subpopulation an. Auch hier zeigten sich keinerlei signifi-

kanten Verschiebungen (ANOVA-Test: p=0,59) in Abhängigkeit vom klini-

schen Stadium der koronaren Herzerkrankung. 
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 Abbildung 17 
 Vergleich der Aktivierung von Th0-Zellen 
 (IFN-γ+/IL-4+/CD3+ Zellen) 

 

 

4.3.3 Vergleich der Th1-Aktivierung mit Serummarkern der 
Myokardschädigung 

 
Die unter 4.3.1 beschriebene Th1-Aktivierung wurde nun mit den Werten für 

das Troponin I (Normwert: <0,1 ng/ml) und für die Creatinkinase (Normwerte: 

m:<180 U/l, w:<155 U/l) als Marker für die Myokardschädigung verglichen. 

 

Im Kontrollkollektiv stellte man für alle drei Marker Mittelwerte auf niedrigem 

Niveau fest. Die Creatinkinase lag mit 30,5±4,9 U/l ebenso wie das Troponin 

I mit 0,0±0,0 ng/ml im Normbereich. Die Th1-Aktivierung, ausgedrückt durch 

den Anteil der IFN-γ+ Zellen unter den T-Zellen, lag mit 7,6±1,4% ebenfalls 

auf niedrigem Niveau. 
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Bei den Patienten mit einer stabilen Angina pectoris waren die Mittelwerte für 

die Creatinkinase mit 33,0±4,8 U/l und für das Troponin I mit 0,0±0,0 ng/ml 

ebenfalls im Normbereich. Für Th1-Zellen lassen sich bereits im Vergleich 

mit der Kontrollgruppe erhöhte Werte zeigen. Der Anteil lag bei 14,5±1,5% 

(p<0,008 versus Kontrolle). 

 

Auch im Kollektiv der Patienten mit instabiler Angina pectoris blieben die 

Werte für die Creatinkinase mit 31,1±4,1 U/l im Normbereich. Für das Tropo-

nin I fand man mit 36,9±6,5 ng/ml signifikant erhöhte Werte (p<0,001 versus 

stabiler Angina pectoris). Die Th1-Expansion erreicht in diesem Patientenkol-

lektiv mit einem Anteil von 34,8±2,6% ihr Maximum (p<0,0001 versus stabiler 

Angina pectoris). 

 

Bei Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt erreichen die Mittelwerte für 

die Creatinkinase mit 296,2±70,6 U/l (p<0,0001 versus instabiler Angina pec-

toris) und für das Troponin I mit 86,8±14,8 ng/ml (p<0,001 versus instabiler 

Angina pectoris) ihr höchstes Niveau. Die Th1-Expansion hingegen liegt mit 

einem Anteil von 6,6±1,3% im Vergleich mit der Gruppe der instabilen Angina 

pectoris deutlich niedriger (p<0,0001 versus instabiler Angina pectoris). 
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 Abbildung 18 
 Vergleich der Th1-Aktivierung mit Serummarkern der Myokardschädigung 

 

 

Der Vergleich der Th1-Aktivierung mit Markern der Myokardschädigung legt 

nahe, dass die Th1-Aktivierung der Myokardschädigung vorausgeht. 

 

 

4.4  Serum-Konzentrationen von MMP-9 und TIMP-1 
im Vergleich 

 
Abschließend wurden noch die Serum-Konzentrationen von MMP-9 und des-

sen Inhibitor TIMP-1 gemessen. Die Messungen ergaben im ELISA folgende 

Ergebnisse: Im Vergleich zur stabilen Angina pectoris zeigten Patienten mit 

instabiler Angina pectoris eine signifikant höhere Freisetzung von MMP-9 

(2,05±0,94 ng/ml versus 3,32±1,48 ng/ml; p<0,05) bei unveränderten TIMP-1 

Konzentrationen (1,34±0,38 ng/ml versus 1,26±0,42 ng/ml; nicht signifikant). 

Im Vergleich zu dieser instabilen Angina pectoris Gruppe war bei Patienten 
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mit akutem Myokardinfarkt bei unvermindert erhöhten MMP-9 Konzentratio-

nen (3,23±1,09 ng/ml; nicht signifikant) eine signifikant reduzierte Freiset-

zung von TIMP-1 zu beobachten (0,67±0,23 ng/ml; p<0,005). Für das Kon-

trollkollektiv ergab sich für MMP-9 ein Wert von 2,87±0,81 ng/ml und für 

TIMP-1 0,81±0,38 ng/ml. 
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 Abbildung 19 
 Vergleich der Serum-Konzentrationen von MMP-9 
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 Abbildung 20 
 Vergleich der Serum-Konzentrationen von TIMP-1 

 

 

Da die Sekretion von MMP-9 und TIMP-1 als dessen Inhibitor in engem Zu-

sammenhang miteinander stehen, wurde aus beiden der Quotient berechnet. 

Mit dieser MMP-9/TIMP-1-Ratio wird der Zusammenhang mit der Progressi-

on der koronaren Herzkrankheit deutlicher erkennbar. Bei den Patienten mit 

stabiler Angina pectoris ergab sich eine MMP-9/TIMP-1-Ratio von 1,59±0,85, 

bei Patienten mit instabiler Angina pectoris steigt dieser Wert auf 2,72±1,04 

(p<0,05 versus stabile Angina pectoris) und erreicht sein höchstes Niveau 

mit 4,98±1,49 bei den Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt (p<0,005 

versus instabile Angina pectoris). 
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 Abbildung 21 
 Vergleich der MMP-9/TIMP-1-Ratio 

 

 

Diese Ergebnisse legen nahe, dass der Anstieg von Th1-Markern und die 

Aktivierung des MMP-Systems miteinander korrelieren. 
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5.  Diskussion 
 
Mit unseren vorliegenden Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass die aku-

ten Stadien in der Progression der koronaren Herzkrankheit mit einer Aktivie-

rung von Th1-Zellen einhergehen. Eine Aktivierung von Th2- oder Th0-Zellen 

bleibt aus. Dies konnte sowohl auf der mRNA-Ebene mit Hilfe der RT-PCR 

als auch auf der Proteinebene mit Hilfe der Durchflusszytometrie dargelegt 

werden. Beim Vergleich der Aktivierung von Th1-Zellen mit der Serumkon-

zentration der Myokardläsionsmarker stellte sich heraus, dass diese einem 

Anstieg der Myokardläsionsmarker vorausgeht. Außerdem konnte durch Be-

stimmung der Serumkonzentrationen von einer Matrix-Metalloproteinase und 

einem ihrer Inhibitoren die Korrelation der Aktivierung der Th1-Zellen mit ei-

ner Aktivierung des MMP-Systems gezeigt werden. 

 

Bereits vor einigen Jahren wurde entdeckt, dass arteriosklerotische Plaques 

eine signifikante Menge an T-Lymphozyten enthalten (Jonasson et al. 1986; 

Emeson et al. 1988). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass sich 

ein gewisser Anteil dieser T-Lymphozyten im aktivierten Zustand befindet. 

Diese Aktivierung wurde an der Expression von HLA-DR und VLA-1 festge-

macht. Diese Marker werden von T-Zellen nur in aktiviertem Zustand synthe-

tisiert (Hansson et al. 1989). In späteren Studien wurde die Arteriosklerose in 

ihrem klinischen Verlauf untersucht, indem die Aktivierung der T-

Lymphozyten in den unterschiedlichen Stadien der koronaren Herzkrankheit 

bis hin zum akuten Myokardinfarkt mit Hilfe der Durchflusszytometrie und E-

LISA gemessen wurde. Dabei fand man heraus, dass bei der instabilen An-

gina pectoris signifikant mehr Aktivierungsmarker von T-Lymphozyten (HLA-

DR und IL-2R bzw. CD25) exprimiert werden als in weniger akuten Stadien 

(Neri Serneri et al. 1997; van der Wal et al. 1998; Caligiuri et al. 1998). 

 

In diversen Studien wurde versucht, die aktivierten T-Lymphozyten weiter zu 

spezifizieren. Bei ApoE-knockout Mäusen, einem Tiermodell für die Arterio-

sklerose, wurde die Anzahl von CD4+ mit CD8+ T-Lymphozyten miteinander 
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verglichen. In den arteriosklerotischen Läsionen der Mäuse dominierten 

CD4+ Zellen, wohingegen CD8+ Zellen nur spärlich vorhanden waren (Zhou 

et al. 1996). Bei einem methodisch gleichen Tiermodell konnte der Zusam-

menhang der Progression der Arteriosklerose mit IFN-γ, einem Sekretions-

produkt von aktivierten T-Lymphozyten, gezeigt werden (Gupta et al. 1997). 

Beim Vergleich der verschiedenen klinischen Stadien der koronaren Herz-

krankheit wurde bei den Patienten mit instabiler Angina pectoris im Vergleich 

zu solchen mit stabiler Angina pectoris eine erhöhte IFN-γ-Produktion (Liuzzo 

et al. 1999) und auch eine erhöhte IL-2-Produktion nachgewiesen (Caligiuri 

et al. 1998). 

 

Unsere Arbeitsgruppe belegte erstmals die Rolle von Th1-Zellen, einer Sub-

population von CD4+ Zellen (T-Helfer-Zellen). Bei einer Sonderform der Arte-

riosklerose, der Transplantatvaskulopathie bei herztransplantierten Mäusen, 

wurde die Beteiligung von STAT4, einem typischen Transkriptionsfaktor von 

Th1-Zellen, entdeckt (Koglin et al. 2000). Zudem konnte unsere Arbeitsgrup-

pe zeigen, dass bei Patienten nach Herztransplantation eine periphere Ex-

pansion von zirkulierenden Th1-Zellen einen prädiktiven Wert für eine koro-

nare endotheliale Dysfunktion, eine Sonderform der Arteriosklerose, besitzt 

(Koglin et al. 2001). 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde bei dem Vergleich der einzelnen Patienten-

kollektive mit Hilfe der Durchflusszytometrie eine gesteigerte Expression von 

IFN-γ im Stadium der instabilen Angina pectoris auf Proteinebene nachge-

wiesen. Mit der RT-PCR konnten auch auf der mRNS-Ebene erhöhte Level 

von IFN-γ und zusätzlich von IL-2 nachgewiesen werden. Beide sind Effek-

torzytokine, deren Expression ein Muster ergibt, welches für eine Th1-

Antwort typisch ist. Es wurden ebenfalls erhöhte Level von STAT4, einem 

charakteristischen Transkriptionsfaktor von Th1-Zellen, bei den Patienten mit 

instabiler Angina pectoris gefunden. Somit konnte mit dieser Arbeit die Betei-

ligung aktivierter CD4+ T-Lymphozyten bei der Progression der koronaren 

Herzkrankheit weiter spezifiziert und als Th1-Antwort klassifiziert werden, in-
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dem das für Th1-Zellen typische Zytokinmuster zusammen mit dem charak-

teristischen Transkriptionsfaktor bei diesen Patienten nachgewiesen wurde. 

 

Neben Th1-typischen Markern wurden auch die für andere Subpopulationen 

der T-Helfer-Zellen charakteristischen Zytokine untersucht. Mit Hilfe der 

Durchflusszytometrie wurden IL-4 auf Proteinebene und mit der RT-PCR IL-4 

und zusätzlich IL-10 als zwei typische Marker für eine Th2-Antwort unter-

sucht. Bei diesen Effektorzytokinen zeigten sich zwischen den verschiedenen 

Stadien keine signifikanten Unterschiede. Im oben beschriebenen Modell der 

Transplantatvaskulopathie bei Mäusen wurde für den Th2-typischen 

Transkriptionsfaktor STAT6 keine gesteigerte Expression beschrieben 

(Koglin et al. 2000). Auch in dieser Arbeit konnten für STAT6 zwischen den 

einzelnen Patientenkollektiven keine signifikant unterschiedlichen Level ge-

zeigt werden. Eine Th2-Antwort scheint somit bei der Progression der koro-

naren Herzkrankheit keine Rolle zu spielen. Genauso scheint die direkte Be-

teiligung von Th0-Lymphozyten, für die die Expression sowohl von Th1- als 

auch von Th2-typischen Zytokinen charakteristisch ist, bei diesem Prozess 

unwahrscheinlich zu sein. 

 

In der Durchflusszytometrie konnte für Th1-Zellen eine allmählich gesteigerte 

Expansion nachgewiesen werden, die mit niedrigen Werten in der Kontroll-

gruppe beginnt und bereits bei Patienten mit stabiler Angina pectoris signifi-

kant gesteigert ist. Die Expansion dieser Zellen bzw. die Zytokinexpression 

erreicht die höchsten Werte bei Patienten mit einer instabilen Angina pecto-

ris. Die Korrelation dieser Werte mit der Progression der koronaren Herz-

krankheit bringt die Frage nach „cause or consequence“ mit sich: Ist die Akti-

vierung der Th1-Antwort die Ursache einer Progression der koronaren Herz-

krankheit bis hin zum Myokardinfarkt oder ist sie vielmehr als eine immuno-

logische Folge dieses Prozesses zu sehen? 

 

Zur Beantwortung dieser Frage wurden in den einzelnen Patientenkollektiven 

im Serum zusätzlich typische Marker der myokardialen Parenchymschädi-
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gung, nämlich die Creatinkinase und das Troponin I bestimmt. Die in der 

Durchflusszytometrie gemessene IFN-γ-Expression wurde mit diesen Mar-

kern verglichen. Es zeigte sich, dass das Maximum der IFN-γ-Expression be-

reits im Stadium der instabilen Angina pectoris erreicht wird. Bereits bei den 

Patienten mit akutem Myokardinfarkt werden wieder Werte gemessen, die 

mit der Kontrollgruppe vergleichbar sind, das heißt die Aktivierung der Th1-

Zellen ist in diesem Stadium bereits beendet. Die Myokardläsionsmarker er-

reichen ihr Maximum hingegen erst im Stadium des akuten Myokardinfarkts. 

Somit zeigt sich, dass die IFN-γ-Expression der Th1-Zellen der Schädigung 

am Myokard vorausgeht, und dass die Th1-Antwort nicht aktiviert bleibt, son-

dern transient ist. 

 

Analog zu den vorliegenden Ergebnissen wurde bei Monozyten ebenfalls ei-

ne transiente Aktivierung nachgewiesen. Eine erhöhte Expression des tissue 

factor, als Maß der Aktivierung, wurde bei Patienten mit instabiler Angina 

pectoris gemessen, welche beim manifesten Infarkt wieder deutlich zurück-

ging (Jude et al. 1994). 

 

Diese vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass die Effektorfunktionen akti-

vierter Th1-Lymphozyten als Ursache an der Entstehung akuter Koronarsyn-

drome beteiligt sind. Die Effektorfunktionen dieser Lymphozyten sind Zytokin-

vermittelt und stehen als Teil innerhalb einer komplexen Immunantwort. 

 

Die frühe und fortgesetzte Aktivierung der Th1-Zellen, als Bestandteil einer 

zellulären Immunantwort, bei stabiler Angina pectoris sowie die rapide Rück-

bildung bei den Patienten mit akutem Myokardinfarkt legen nahe, dass die 

Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren als Ursache einer zunehmen-

den Plaqueinstabilität und die Aktivierung von Th1-Zellen nicht als Folge der 

Myokardschädigung zu verstehen sind. 

 

Als Limitation dieser Studien bleibt anzumerken, dass nur einzelne Patien-

tenkollektive unterschieden werden. Es werden somit Patienten mit einem 
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völlig verschiedenen Krankheitshintergrund verglichen. Genetische Dispositi-

onen oder Umweltfaktoren, die durchaus Einfluss auf das Geschehen neh-

men können, werden auf diese Weise nicht berücksichtigt. Der Beweis, den 

ein einzelner Patient im Verlauf liefern würde, bleibt letztlich aus. Einzelne 

Patienten von Krankheitsbeginn an über eine Angina pectoris bis hin zum In-

farkt zu beobachten, ist jedoch methodisch kaum durchführbar und auch aus 

ethischen Gründen nicht realisierbar. 

 

Als weiterer Nachteil ist die Verwendung von Aortenwurzelblut zu nennen. 

Somit werden die Lymphozyten nicht direkt am Ort der arteriosklerotischen 

Läsion erfasst. Andere Prozesse, bei denen eine Aktivierung von T-Helfer-

Zellen eine Rolle spielt, können durchaus die Ergebnisse beeinflussen. Ob 

diese Aktivierung als lokaler oder systemischer Vorgang zu sehen ist, kann 

so letztlich nicht geklärt werden. Die Bestimmung der T-Lymphozyten direkt 

in Nähe der arteriosklerotischen Läsion wäre methodisch zu aufwendig, da 

neben Blutentnahmen an unterschiedlichen Stellen, die zum Teil technisch 

nicht fassbar sind, deren Ergebnis auch durch pathologische Präparate bes-

tätigt werden müsste. 

 

Durch diese Limitierungen können die Ergebnisse zwar keine Beweise lie-

fern, bieten aber trotzdem wichtige Hinweise und Belege für die Beteiligung 

der Aktivierung einer Th1-Antwort und wie diese innerhalb der Progression 

der koronaren Herzkrankheit zu verstehen ist. 

 

So bieten diese Ergebnisse für die Zukunft sowohl diagnostische als auch 

therapeutische Perspektiven:  

Auf immunologischer Ebene konnte bereits für den allgemeinen Entzün-

dungsmarker CRP ein diagnostischer und prognostischer Wert beschrieben 

werden. Die CRP-Konzentrationen im Serum zeigen eindeutige Relationen 

mit der Progression der Arteriosklerose (Garcia-Moll et al. 2000; Liuzzo et al. 

1994; Morrow et al. 1998). Das Monitoring der Aktivierung von Th1-Zellen 

könnte ähnlich der CRP-Konzentration als früher Marker eines beginnenden 
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akuten Koronarsyndroms eingesetzt werden. Eine frühe Festlegung der the-

rapeutischen Strategie könnte so möglich werden. Dafür müssen allerdings 

die prognostische Bedeutung dieses Markers und die klinische Konsequenz 

durch prospektive Studien mit unterschiedlich modifizierten Therapiemodel-

len, die die Diagnostik der Th1-Aktivierung bei verschiedenen Patientenkol-

lektiven einbeziehen, untersucht werden. Außerdem bedarf es noch der Un-

tersuchung von Sensitivität und Spezifität dieses Markers.  

 

Neben der diagnostischen und prognostischen Bedeutung der Th1-

Aktivierung könnten Th1-Zellen auch direkt das Ziel des therapeutischen Ein-

flusses sein. Unsere bisherigen medikamentös therapeutischen Bemühun-

gen zielten auf Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Thrombozyten, deren 

Beteiligung über viele Jahre hinweg Hauptbestandteil der Forschung zur Ent-

stehung arteriosklerotischer Läsionen war. Eines dieser Ziele war die Throm-

bozytenaggregationshemmung. Durch die Hemmung der Cyclooxygenase 

mit Stoffen wie Acetylsalicylsäure kommt es in Thrombozyten zu einem Aus-

fall der Thromboxan A2-Bildung, welches die Aggregation fördert. Mit 

GIIb/IIIa-Blockern wie Ticlopidin wird die Kontaktaufnahme zwischen Fibrino-

gen und Glykoprotein-Molekülen, die auf der Oberfläche der Thrombozyten 

lokalisiert sind, verhindert und somit eine Vernetzung der Thrombozyten über 

Fibrinogen-Moleküle unmöglich gemacht. Ähnlich wirken auch Fab-

Antikörperfragmente (Abciximab), die gegen das Glykoprotein IIb/IIIa gerich-

tet sind. Die Proliferation glatter Muskelzellen wird mit Statinen gehemmt 

(Simvastatin, Atorvastatin). Dies geschieht durch Eingriff in die Cholesterin-

Synthese. Die LDL-Konzentrationen werden gesenkt, indem das Enzym 

HMG-CoA-Reduktase, der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, gehemmt 

wird. ACE-Hemmstoffe wie Captopril oder Enalapril unterdrücken die Bildung 

von Angiotensin II und die spezifischen AT1-Rezeptoren-Blocker (Losartan) 

hemmen dessen Wirkung. Angiotensin II, das Hauptprodukt im Renin-

Angiotensin-System, ist ein potenter Vasokonstriktor. Neben der Entstehung 

des Hypertonus, stimuliert es das Wachstum der glatten Gefäßmuskulatur 

und steigert deren Lipooxygenase-Aktivität. Diese Mechanismen sollen mit 
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Hilfe der ACE-Hemmer verhindert und somit soll auch die Endothelfunktion 

stabilisiert werden. (Freek 1999; Badimon et al. 2001; Cruz-Fernandez 2001) 

 

In den letzten Jahren versucht man immer mehr therapeutischen Einfluss auf 

die immunologische Seite der Erkrankung zu nehmen. Es bestehen z.B. Ü-

berlegungen, durch Unterbrechung des CD40/CD40L-Systems einen positi-

ven Effekt auf die Plaquestabilität auszuüben (Schönbeck et al. 2000). Die 

vorliegenden Ergebnisse könnten ebenfalls Anlass zu therapeutischen Über-

legungen sein. Therapeutisch könnte man spezifisch die Th1-Zellen ange-

hen, indem man z.B. die systemische oder lokale T-Zell-Aktivierung oder die 

Expression pathogenetisch bedeutsamer Zytokine blockiert, was wiederum 

zur therapeutischen Plaquestabilisierung beitragen könnte. Es bleibt zu hof-

fen, dass dadurch die Prognose von Patienten mit kardiovaskulären Erkran-

kungen entscheidend beeinflusst werden kann. Russell Ross drückt dies so 

aus: "If we can selectively modify the harmful components of inflammation in 

the arteries and leave the protective aspects intact, we may create new ave-

nues for the diagnosis and management of disease in … patients with car-

diovascular disease."  

 

Als offene Frage dieser Ergebnisse bleibt die Stellung der Th1-Aktivierung in 

der gesamten, komplexen Immunantwort bei der Arteriosklerose. Die Aktivie-

rung einer T-Zelle erfolgt über Antigen-präsentierende Zellen, zusammen mit 

costimulatorischen Molekülen und/oder Zytokinen. Dass es sich auch bei der 

Atherogenese um ein Antigen handelt, darauf weisen einige Studien hin. In 

arteriosklerotischen Plaques wurden für die Antigen-vermittelte T-Zell-

Aktivierung typische costimulatorische Moleküle gefunden (de Boer et al. 

1997). Weiterhin deutete eine nachgewiesene Monoklonalität im T-Zell-

Rezeptor auf ursächliche Antigene hin (Liuzzo et al. 2000; Caligiuri et al. 

2000). Dabei ist die Frage nach der Art des Antigens besonders interessant. 

Hinweise gibt es bereits einige: Wichtig ist wohl das in den arterioskleroti-

schen Läsionen und auch in den frühen fatty streaks vorkommende modifi-

zierte bzw. oxidierte LDL (Ylä-Herttuala et al. 1989; Carew et al. 1987; 
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Stemme et al. 1995). Als Fremdantigen waren einige Mikroorganismen im 

Gespräch, darunter Chlamydia pneumoniae und das Herpesvirus (Libby et 

al. 1997; Hendrix et al. 1990; Jackson et al. 1997). In den bisherigen Studien 

dazu konnten diese Hypothesen allerdings bis jetzt nicht rückhaltig bestätigt 

werden. Nicht nur Fremdantigene sondern auch autoimmunologische Pro-

zesse scheinen eine Rolle zu spielen. Als mögliches Antigen ist hierbei das 

Hitzeschock-Protein 60 im Gespräch (Wick et al. 1997). 

 

Eine weitere essentielle Frage stellt die Folge der T-Zell-Aktivierung dar, d.h., 

durch welche Mechanismen triggern zelluläre Th1-Immunmechanismen die 

zunehmende Plaquestabilität? Zum einen könnte ein Zytokin-vermittelter Ein-

fluss auf Makrophagen ein Rolle spielen. In einer Studie gibt es dafür bereits 

einen Hinweis. Es konnte gezeigt werden, dass Monozyten durch IFN-γ bei 

Patienten mit instabiler Angina pectoris, wenigstens zum Teil, aktiviert wer-

den (Liuzzo et al. 2001). Zum anderen ist ein direkter Einfluss der Zytokine 

der Th1-Zellen auf die Plaquestabilität denkbar, wofür es allerdings noch kei-

ne Belege gibt und es noch intensiven Nachforschungen bedarf. 

 

Die Zytokin-vermittelte Aktivierung von Makrophagen könnte ein Weg sein, 

diese zu stimulieren, bestimmte Proteine und Enzyme zu produzieren und zu 

sezernieren. Der Einfluss auf dem von Makrophagen sezernierten tissue fac-

tor könnte hier eine Rolle spielen. Der tissue factor beeinflusst unter anderem 

die Thrombogenizität der arteriosklerotischen Läsion (Fernandez-Ortiz et al. 

1994; Banner et al. 1996; Toschi et al. 1997; Badimon et al. 1999). Eine Be-

teiligung von den sogenannten Matrix-Metalloproteinasen - proteolytische 

Enzyme, welche ebenfalls von Makrophagen sezerniert werden können - bei 

dem akuten Koronarsyndrom konnte in einigen Studien gezeigt werden (Mo-

reno et al. 1994; Galis et al. 1994; Libby 1995; Brown et al. 1995; Inokubo et 

al. 2001; Uzui et al. 2002; Faia et al. 2002; Galis et al. 2002; Ikeda et al. 

2003). Ein Anstieg der Matrix-Metalloproteinasen soll insbesondere für die 

Instabilität der Plaque und der daraus resultierenden Ruptur verantwortlich 

sein. In zahlreichen Studien wurde nach Faktoren gesucht, die Einfluss auf 
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die Regulation des MMP-Systems nehmen. So scheint das CD40/CD40L-

System dabei eine Rolle zu spielen. Der Oberflächenmarker CD40 auf T-

Lymphozyten interagiert mit seinem Liganden CD40L auf glatten Muskelzel-

len und scheint so diese zur MMP-Expression anzuregen (Schonbeck et al. 

1997). In weiteren Studien konnte eine Korrelation von Zytokinen und ande-

ren proinflammatorischen Mediatoren mit einem Anstieg der Matrix-

Metalloproteinasen und einem Abfall ihrer Inhibitoren gezeigt werden. So 

wurde eine gesteigerte Produktion von MMPs durch den Einfluss von Zytoki-

nen wie IL-1 und TNF-α beobachtet (Galis et al. 1994, 1995; Rajavashisth et 

al. 1999). Ebenso zeigte sich durch den Immunmodulator IL-8, durch oxidier-

tes LDL, welches bekanntermaßen auf Gen-Expression Einfluss nehmen 

kann, und durch andere Mediatoren eine gesteigerte MMP-Expression und 

eine inhibierte TIMP-Expression durch Makrophagen oder glatte Muskelzel-

len (Johnson et al. 1998; Kol et al. 1998; Moreau et al. 1999; Rajavashisth et 

al. 1999; Xu et al. 1999). 

 

Mit unseren Ergebnissen konnten wir zusätzlich eine Korrelation von Th1-

Aktivierung mit einer Beteiligung des MMP-Systems bei der Progression der 

koronaren Herzkrankheit zeigen. Ein Anstieg von MMP-9 bei den Patienten 

mit instabiler Angina pectoris und akutem Myokardinfarkt steht dem Abfall 

des Inhibitors TIMP-1 bei den Patienten mit akutem Myokardinfarkt gegen-

über. Ein Verhältnis der beiden Parameter zueinander zeigt einen zuneh-

menden Anstieg zugunsten des proteolytischen Enzyms MMP-9. Die Korrela-

tion mit der zunehmenden Aktivierung von Th1-Zellen spricht für dessen Ein-

fluss auf das fein abgestimmte und regulierte System von Aktivatoren und 

Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen. Der direkte Nachweis der Kausali-

tät zwischen T-Zell-Aktivierung und MMP-Produktion steht allerdings noch 

aus. 

 

Auch die Makrophagen bzw. ihre Sekretionsprodukte wie die Matrix-

Metalloproteinasen könnten in Zukunft ebenfalls das Ziel für die Forschung 

nach neuen therapeutischen Möglichkeiten in der Behandlung der koronaren 
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Herzkrankheit sein. Der Eingriff in den verschiedenen Ebenen der immunolo-

gischen Komponente bei der Progression der Arteriosklerose lässt auf eine 

deutliche Verbesserung der Prognose dieser Patienten hoffen. 
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6.  Zusammenfassung 
 
Die Progression der Arteriosklerose von stabilen Formen zur instabilen Form, 

gipfelnd im akuten Koronarsyndrom und in myokardialen Läsionen, wurde mit 

verschiedenen immunologischen Prozessen in Verbindung gebracht. Sowohl 

die Aktivierung von Immunzellen als auch die Hochregulation von Akute-

Phase-Proteinen und Zytokinen konnten im Zusammenhang mit zunehmen-

der Instabilität der Angina pectoris gezeigt werden. Im Speziellen wies man 

aktivierte zirkulierende T-Lymphozyten bei Patienten mit instabiler Angina 

pectoris nach und vermutete darin eine essentielle pathogenetische Rolle.  

 

Eine genaue Spezifizierung der aktivierten T-Lymphozyten blieb bisher ge-

nauso aus wie der zeitliche Verlauf der T-Zell-Aktivierung. Außerdem blieb 

bisher offen, ob die Aktivierung der T-Zellen die Ursache oder die Folge von 

arteriosklerotischen Prozessen darstellt. 

 

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass aktivierte Th1-Zellen, eine Subpo-

pulation der T-Helfer-Zellen, eine essentielle Rolle bei der Progression von 

stabilen Formen der Arteriosklerose zu instabilen Koronarsyndromen spielen. 

Dies wird durch eine gesteigerte Expression der Th1-typischen Zytokine INF-

γ und IL-2 sowie des Transkriptionsfaktors STAT4 deutlich. 

 

Die anderen Subpopulationen der T-Helfer-Zellen – Th0- und Th2-Zellen – 

sind bei der Progression der koronaren Herzkrankheit nicht beteiligt. 

 

Die transiente Th1-Expansion genauso wie die zeitliche Beziehung zu Mar-

kern myokardialer Schädigung zeigen deutlich, dass die Aktivierung von zel-

lulären Immunantworten und die Hochregulation von Immunmediatoren wie 

INF-γ mitverantwortlich für die Plaqueinstabilität sind und nicht erst als Folge 

von Myokardschädigungen auftreten. 
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Zusätzlich wurde gezeigt, dass die Progression der koronaren Herzkrankheit 

mit einer Aktivierung des Systems der Matrix-Metalloproteinasen und ihren 

Inhibitoren einhergeht. Diese Aktivierung korreliert mit der zunehmenden Ex-

pansion der Th1-Zellen und stellt ein mögliches Ziel für die Effektorfunktionen 

von Th1-Zytokinen dar. 

 

Durch diese Arbeit konnten einige offene Fragen im Zusammenhang mit den 

immunpathologischen Prozessen bei der Progression der koronaren Herz-

krankheit geklärt werden. Sie bieten neue Angriffspunkte für diagnostische 

und prognostische Überlegungen und lassen als mögliches Ziel in Zukunft 

auf neue therapeutische Möglichkeiten hoffen. 
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