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Nomenklatur

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden zwei Studien durchgefuhrt. Gegenstand der
Untersuchungen war bei beiden Studien die Endothelfunktion. Der eigentlichen
Hauptstudie mit Vergleich von AT1-Rezeptor-Antagonist Telmisartan und
ACE-Hemmer Ramipril ging eine kleinere Studie zum Erlernen der sonographischen
Fahigkeiten voraus. Hierbei wurde der HMG CoA-Inhibitor Atorvastatin mit dem
Cholesterinaufnahmehemmer Ezetimib verglichen. Im Folgenden werden diese
beiden Studien zur besseren Transparenz getrennt behandelt. Die Studien werden
als ,RAAS-Studie “ und ,Lipidstudie” benannt.
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1. Zusammenfassung

1.1 Lipidstudie

Eine Behandlung mit Statinen reduziert oxidativen Stress, vaskulare Inflammation
und verbessert die Gefalifunktion. Ob direkte vaskulare, lipidunabhangige Effekte der
Statine dabei beteiligt sind bleibt umstritten.

In einer doppelblinden, dreiarmigen, Crossoverstudie wurden sechs gesunde
Probanden fur jeweils 7 Tage mit entweder 80 mg/d Atorvastatin oder mit 10 mg/d
des Cholesterinaufnahmehemmers Ezetimib oder mit der Kombination von
Atorvastatin 10 mg/d und Ezetimib 10 mg/d behandelt. Dabei reduzierte Atorvastatin
80 mg/d das LDL-Cholesterin um 41,5%, Ezetimib 10 mg/d um 11,8% und die
Kombinationsbehandlung um 47,7%. Die Cholesterinbiosynthese (gemessen als
Verhaltnis von Lathosterin zu Cholesterin) wurde durch Atorvastatin um 73% und von
der Kombination um 25% gesenkt. Sie stieg um 54% bei der Behandlung mit
Ezetimib an. Die Cholesterinabsorption (gemessen als Plasmakonzentration von
Campesterin und Sitosterin) wurde durch Ezetimib und durch die Kombination
reduziert, blieb jedoch bei der Atorvastatin Monotherapie unverandert. Die
endothelabhangige Vasodilatation der A. brachialis wurde nur durch die Behandlung
mit der Statin Hochdosistherapie verbessert (+3,6+3,4%). Ezetimib verschlechterte
die Endothelfunktion (-5,8+0,9%, p<0.05), wahrend die Kombinationstherapie aus
Atorvastatin und Ezetimib keinen Effekt hatte (+1,4+3,4%).

Bei gleicher Senkung des Cholesterins durch eine Hochdosistherapie mit
Atorvastatin und Kombination aus einer Niedrigdosistherapie mit Atorvastatin und
Ezetimib, zeigt sich nur unter der Atorvastatin Monotherapie eine Verbesserung der
Endothelfunktion. Diese Erkenntnisse unterstitzen die These, dass die
Statinbehandlung zusatzlich zu der Lipidsenkung, cholesterinunabhangige,
protektive Effekte besitzen konnte.



1.2 RAAS-Studie

Die Atherosklerose ist die Ursache von koronarer Herzkrankheit, Schlaganfall und
peripherer arterieller Verschlusskrankheit. Diese Erkrankungen sind die wichtigsten
Todesursachen in den westlichen Industrienationen. Die verminderte Regeneration
des Endothels mittels ehemals knochenmarkstandiger endothelialer Progenitorzellen
und die beschleunigten Inflammationsvorgange in der GefalRwand, sowie die
Endothelzellapoptose fuhren zu endothelialer Dysfunktion und somit zu
Atherosklerose. Folge ist eine erhdhte Rate von kardiovaskularen Ereignissen.
Endotheliale Dysfunktion bedeutet, dass die endothelabhangige, NO-vermittelte
Vasodilatation vermindert ist. Dies geht mit proinflammatorischen Prozessen in der
GefalRwand einher und reprasentiert ein frthes Stadium der Atherosklerose.
Endotheliale Progenitorzellen (EPC) aus dem Knochenmark spielen eine wichtige
Rolle im Rahmen von endothelialen Reparaturmechanismen und der
Neoangiogenese. EPC fordern die endotheliale Regeneration und verbessern die
Endothelfunktion. Die Regulation der EPC durch Angiotensinrezeptorblocker ist

unbekannt.

In diese Studie wurden 36 Probanden mit stabiler koronarer Herzerkrankung
eingeschlossen. Die Patienten wurden doppelblind und prospektiv in drei
Behandlungsarme randomisiert: AT1-Antagonist Telmisartan 80 mg/d, ACE-Hemmer
Ramipril 10 mg/d oder Placebo. Die Gabe der Studienmedikation erfolgte fur 3
Monate zusatzlich zu einer leitliniengerechten medikamentosen Behandlung der

KHK, die wahrend der Studiendauer nicht modifiziert wurde.

Zur Messung des Einfluss auf die endotheliale Dysfunktion wurde eine
ultraschallbasierte Blutflussmessung der A. brachialis vor und nach der
Behandlungsphase durchgefuhrt. Zur quantitativen Beurteilung der zirkulierenden
Progenitorzellen wurden durch Facs-Analyse die CD34 und KDR positiven Zellen

bestimmt.



Telmisartan 80 mg reduzierte den systolischen Blutdruck um 10%, Ramipril 10 mg
um 4,5%. Bei der sonographischen Beurteilung der Hyperamie-induzierten
Vasodilatation der A. brachialis zeigte Telmisartan 80 mg eine tendenzielle
Steigerung der endothelabhangigen Vasodilatation (+11%, p=0,06). Die Anderung
von Ramipril 10 mg entsprach dem Placeboeffekt (+3% bzw. +2,7%). In der
Behandlungsphase steigerte Telmisartan 80 mg die zirkulierenden Progenitorzellen
(CD34 und KDR positiv) um 279+126%, p<0.05. Kein Unterschied zeigte sich in der
Behandlungsgruppe mit Ramiprii 10 mg und Placebo. Die Potenz kultivierter
endothelialer Progenitorzellen, in der Zellkultur Kolonien zu bilden (colony forming
units), ist ein gut charakterisierter Parameter ihrer funktionellen Kapazitat. Dabei
senkte Ramipril 10 mg die replikative Potenz um 61+23%, p<0.05. Telmisartan 80

mg und Placebo zeigten keine Veranderungen.

In dieser Pilotstudie an Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit fuhrte die
Einnahme des AT1-Antagonisten Telmisartan zusatzlich zu einer Standartmedikation
zu einer Hochregulation der zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen und einer
Verbesserung der endothelialen Dysfunktion. Diese Effekte waren nach Behandlung
mit dem ACE-Hemmer Ramipril oder Placebo nicht zu beobachten. Die Befunde
weisen auf die Moglichkeit einer differentiellen Regulation der EPC durch
unterschiedliche Inhibitoren des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems hin, welches
in groReren Patientenkollektiven bestatigt werden muss.



1.3 Summary

1.31 Lipid-Study

Statin treatment improves vascular function, which is in part attributable to reduction
of oxidative stress and improvement of endothelial function. Whether direct vascular,
lipid-independent effects of statins contribute to the beneficial effects of lipid lowering

remains controversial.

Healthy volunteers (n=6) were treated for 7 days with either 80 mg/d atorvastatin, 10
mg/d of the cholesterol-absorption inhibitor ezetimibe, ort he combination of 10 mg/d
atorvastatin and 10 mg/d ezetimibe in a double-blind, three-arm cross-over design.
Atorvastatin 80 mg/d reduced LDL cholesterol by 41,5%, ezetimibe by 11,8% and the
combination treatment by 47,7%. Cholesterol biosynthesis (ratio of
lathosterin/cholesterin) was reduced by atorvastatin (-73%) and the combination
therapy (-25%) but increased by ezetimibe (+54%). Cholesterol absorption
(campesterin and sitosterin plasma concentrations) was reduced by ezetimibe and
the combination, but remained unchanged during atorvastatin monotherapy.
Endothelium dependent dilation of the brachial artery was improved only by the high
dose statin treatment (3,6+3,4%). Ezetimibe reduced endothelial function (5,8+0,9%,
p<0.05), whereas the combination of ezetimibe and atorvastatin had no effect
(+1,4+3,4%).

Despite the fact that high dose atorvastatin lowers the cholesterol to the same extent
as the combination of low-dose atorvastatin and ezetimibe, vascular benefit is
exclusively linked to treatment with high dose atorvastatin. These findings support
the concept that statin treatment provides atheroprotection, which is in part
independent of lipid lowering.



1.3.2 RAAS-Study

Atherosclerosis is the cause of the coronary heart disease, stroke and peripheral
artery disease. The atherosclerosis and endothelial dysfunction are caused by the
endothelial cell apoptosis and an impaired regeneration of the endothelium with
endothelial progenitor cells out of the bone marrow and by accelerated inflammatory
processes in the vessels.

Endothelial dysfunction is characterized by reduced flow dependent vascular
dilatation. This process accompanies an inflammatory process in the vessels and
represents the early state of the atherosclerosis.

Circulating endothelial progenitor cells from the bone marrow contribute to the
regeneration of cardiovascular cells. The numbers of circulating endothelial
progenitor cells (EPC) correlates inversely with cardiovascular risk factors. EPC

numbers correlate with improved endothelial function and cardiovascular outcome.

36 volunteers with stable coronary heart disease were included into this study. The
patients were randomized in a double-blind and prospektive, three-arm study: AT1-
antogonist telmisartan 80 mg/d, ACE-inhibitor ramipril 10 mg/d or placebo for 3
months in addition to standard treatment of coronary heart disease. Endothelial
function was determined by sonography of the endothelium dependent dilation of the
brachial artery at the beginning and the end of treatment. For quantitative evaluation
of the circulating progenitor cells, CD45 and KDR positive cells and the colony

forming units were measured.

Telmisartan 80 mg/d reduced the systolic blood pressure by 10%, ramipril 10 mg/d
by 4,5%. The measurement of the endothelium dependent dilation of the brachial
artery shows an improvement of the endothelium dependent dilation for telmisartan
by 11%. The alteration of ramipril was the same as placebo (+3% and 2,7%).
Telmisartan enhanced the numbers of circulating progenitor cells (CD34 and KDR
positive cells) by 279+126%, p<0.05. There was no difference between the treatment
of ramipril 10 mg/d and placebo. The colony forming units are a parameter of the
functional capacity of the endothelial progenitor cells. Ramipril 10 mg/d reduced the

9



functional capacity by 61+23%, p<0.05. Telmisartan and placebo caused no

difference.

This pilot trial with patients with stable coronary disease suggests that the AT1
antagonist telmisartan added to a standard medication increases the number of
endothelial progenitor cells and improves the endothelial dysfunction, which was not
observed after treatment with the ACE-inhibitor ramipril or placebo. These findings
suggest the possibillity of an differential regulation of EPC by ACE-inhibitors and

AT1-antagonists which have to be confirmed in further trials.
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2. Einleitung

2.1. Koronare Herzkrankheit als Folge der Atherosklerose

Kardiovaskulare Erkrankungen sind mittlerweile auch weltweit die Todesursache
Nr. 1. An erster Stelle dieser Gruppe von Todesursachen steht der Herzinfarkt. Herz-
Kreislauferkrankungen sind die fuhrenden Todesursachen in Deutschland und den
westlichen Industrienationen (Basha et al. 1996). Im Jahre 2001 starben 47,2% aller
Menschen an Herz- Kreislauferkrankungen, davon mehr als die Halfte an den Folgen
der koronaren Herzkrankheit. Wahrend die Todesféalle durch Schlaganfallen in den
letzten 20 Jahren bei beiden Geschlechtern langsam abnahmen, gingen die
todlichen Herzinfarkte in diesem Zeitraum nur bei den Mannern, nicht jedoch bei den
Frauen, zuruck. Obwohl die Risikofaktoren, die zu einem Herzinfarkt fihren kénnen,
schon seit langem der Arzteschaft und der Bevodlkerung bekannt sind, hat sich die
Situation in Europa und insbesondere auch in Deutschland nur wenig verbessert.

(Euroaspire | and Il group 2001.)

Unbeeinflussbare Risikofaktoren sind ein fortschreitendes Alter, genetische
Disposition und mannliches Geschlecht. Beeinflussbare Risikofaktoren sind die
arterielle Hypertonie, Hypercholesterinwerte, Rauchen, Ubergewicht und Diabetes
mellitus Typ 2.

Die Koronarsklerose fuhrt zu einer zunehmenden Lumenverminderung der
KoronargefalRe und somit zu einem erhohten myokardialen Sauerstoffdefizit. Dies
wiederum fuhrt zu stabiler und instabiler Angina Pectoris, Myokardischamie,
Myokardinfarkt, Herzrhythmusstorungen und Herzinsuffizienz. Schlaganfall und
periphere arterielle Verschlusskrankheit sind weitere Folgeerkrankungen der
Atherosklerose, und kdnnen das restliche Gefallsystem betreffen (Lithell 1994). Eine
Reduktion oder Vermeidung der oben genannten Risikofaktoren wirkt der
Progression der Gefallveranderung entgegen (Grundy 1995, White 1998, Fletcher
1999).
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Chronisch erhohtes LDL-Cholesterin bei  niedrigen HDL-Spiegeln, stellt einen
Pathomechanismus der Atherosklerose durch Lipideinlagerungen in der GefalRwand
dar (Ross 1999). Diese Lipideinlagerung hat das Einwandern von Makrophagen und
Lymphozyten, sowie die Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren zur
Folge (Ross 1986, Deedwania 1995). Durch die Anreicherung von mononuklearen
Zellen und durch die Proliferation glatter Gefalmuskelzellen und Fibroblasten
vergroRert und organisiert sich der atherosklerotische Plaque, bis der lipidhaltige
Kern von einer fibrosen Kappe umgeben wird. Folge einer Plaqueruptur kann der
Verschluss einer Koronararterie sein und somit zu einem Myokardinfarkt fuhren
(Ross 1999, Libby 2001).

2.2 Bedeutung der endothelialen Progenitorzellen fiir die Homoostase und
Funktion des Endothels

Endotheliale Progenitorzellen (EPC) aus dem Knochenmark spielen eine wichtige
Rolle fur die Homobostase und Funktion des Endothels, und sind von grolder
Bedeutung im Rahmen der Angiogenese (Asahara 1997, Rosenzweig 2003). Bei der
bisherigen Vorstellung spielten bei der Endothelreparatur und Angiogenese lokale
Prozesse eine zentrale Rolle. Die Differenzierung der adulten Stammzelle zur
endothelialen Progenitorzelle stellt ein neues Konzept dar. Zurzeit gibt es eine
divergente Definition von EPC. Es wird jedoch von den meisten Autoren akzeptiert,
dass Zellen mit den Oberflachenmarker CD34 und KDR als endotheliale
Progenitorzellen angesehen werden. Kurzlich konnte nachgewiesen werden, dass
es unterschiedliche Subgruppen der Progenitorzellen mit unterschiedlichen
Funktionen gibt.
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Progenitorzellen.

Abbildung 1
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1997 zeigten Asahara et al. erstmals, dass CD34 positive mononukleare Zellen
aus peripherem Blut in verletzten oder ischamischen Gefaliregionen anlagern
und sich dort zu Endothelzellen differenzieren (Asahara et al. 1997). Folgestudien
konnten gleiche Effekte im Tierversuch bei Mausen mit kardialer Ischamie zeigen.
Auch hier wurden die Zellen aus dem Knochenmark in das erkrankte Gewebe
inkooperiert und differenzierten sich dort zu Endothelzellen. Die Entdeckung der
EPC weist darauf hin, dass die postnatale Neovascularisation nicht alleinig
abhangig von der Aussprossung vorbestehender Gefalde ist. Progenitorzellen
haben somit einen groRen Einfluss auf die Neoangiogenese und endotheliale
Zellreparation bei kardiovaskularen Krankheiten. Diese Zellen sind negativ
beeinflusst durch kardiovaskulare Risikofaktoren. EPC verbessern die
Reparationsvorgange bei endothelialer Dysfunktion und reduzieren den
Fortschritt der atherosklerotischen Lasionen. Dabei korreliert die Zahl der
zirkulierenden CD34 und KDR positiven monozytaren Zellen mit dem Auftreten
von kardiovaskularen Ereignissen und stellt einen Marker fur die gefal3protektive
Potenz einer therapeutischen MaRnahme dar (Schmidt-Lucke et al. 2005, Fadini
et al. 2006). EPC sind pradiktive Marker fur kardiovaskulare Ereignisse und
Sterblichkeit (Wener et al. 2005). Es wird derzeit gepruft, ob sich Progenitorzellen
fur die Angiogenese nach Myokardinfarkt und fur die Therapie der
Herzinsuffizienz nutzen lassen. Es ist bekannt, dass die Anzahl und Funktion der
EPC durch Risikofaktoren wie Rauchen, Hypertonie und Hypercholesterinamie
reduziert wird. Die Hochregulation der Progenitorzellen ist fur verschiedene
Medikamente, wie zum Beispiel fur Statine, oder fur korperliches
Ausdauertraining bereits beschrieben (Dimmeler et al. 2001, Laufs et al. 2004).
Wir untersuchten daher die Frage, ob eine Behandlung mit einem AT1-
Antagonisten im Vergleich zu einem ACE-Hemmer, zu einer differentiellen
Regulation der EPC fuhrt.
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Abbildung 2

Neues Paradigma: zirkulierende endotheliale Progenitorzellen

endothelial progenitor
cells

S
D)@@

endothelial cell repair

I

neovascularization

\ Asahara, Science 1997
Rosenzweig, NEJM 2003

Bei der bisherigen Vorstellung spielten bei der Endothelreparatur und Angiogenese
lokale Prozesse eine zentrale Rolle. Die Differenzierung der adulten Stammzelle zur
endothelialen Progenitorzelle stellt ein neues Konzept dar. EPC stehen im
Mittelpunkt bei endothelialen Reparationsprozessen und bei der Neoangiogenese.
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2.3 Physiologie des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Vor uber 100 Jahren entdeckten Tigerstedt und Bergman, dass die Injektion von
Extrakten aus den Nieren von Kaninchen Effekte auf den Blutdruck haben. Sie
nannten diese Substanz Renin, von dem spater nachgewiesen wurde, dass diese
Substanz eine Protease ist. Braun-Menendez und Mitarbeiter (1939), sowie Page
und Helmer (1940), isolierten eine hypertensive Substanz aus dem Blut, das
Angiotensin. Angiotensin ist die biologisch aktive Substanz, die durch Renin gebildet

wird.

Abbildung 3
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kann U(ber alternative Wege wie z.B. Chymasen hergestellt werden.
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Renin ist eine Protease, welche in den juxtaglomerularen Zellen der Niere gebildet
und von dort aus in das Blut abgegeben wird. Es spaltet aus einem vor allem in der
Leber gebildeten Decapeptid, dem Angiotensinogen, das Angiotensin | ab. Das
Angiotensin-Converting-Enzym (ACE) spaltet Angiotensin | in Angiotensin Il
Angiotensin Il bindet an den AT1 und AT2 Rezeptor.

Neben dem zirkulierenden, im Plasma vorliegenden, besteht auch ein lokales, im
Gewebe vorliegendes Renin-Angiotensin-System (Schunkert et al. 1993, Vilareal et
al. 1993, Iwai et al. 1995). Das Verhaltnis des zirkulierenden zu dem lokalen System
betragt ungefahr 1:9.

Die Bindung von Angiotensin || am AT1-Rezeptor, fuhrt u.a. zu einer vermehrten
Sauerstoffradikalfreisetzung aus glatten GefalRmuskelzellen (Griendling et al. 1993,
Nickenig et al. 1996, 1998 und 2000). Sauerstoffradikale beeintrachtigen die
Endothelfunktion und beschleunigen die Progression atherosklerotischer Lasionen,
indem sie die Oxidation von Lipiden und Stickstoffoxid, sowie die Expression
proinflammatorischer Gene, fordern (Griendling et al. 2001, Heitzer et al. 2001). Die
Freisetzung freier Radikale wird durch eine Angiotensin Il induzierte
Aktivitatssteigerung der NADPH-Oxidase bewirkt (Griendling et al., 1994). Der
NADPH-Oxidase-Komplex von glatten GefalRmuskelzellen wird als die wichtigste
Quelle fur das Sauerstoffradikal Superoxid in der GefalRwand erachtet (Sorescu,
2001). Diese reaktive Sauerstoffspezies reguliert zellulare Funktionen wie z.B.
Wachstum (Hypertrophie und Hyperplasie), Migration und Inflammation, sowie
endotheliale Dysfunktion, welche eine wichtige Rolle fur die Entstehung der

Atherosklerose spielen (Sorescu, 2001).
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Abbildung 4
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Im Verlauf der Atherosklerose kommt es zur vermehrten Adhésion und Invasion von
Monozyten in den subendothelialen Raum. Nach Aufnahme von Lipiden in die
Makrophagen folgt die Formation zur Schaumzelle. Die Produktion lokaler
Wachstumsfaktoren wie Adhédsionsmolekiile, Zytokine z.B. Interferon-y (INF-y),
Tumornekrosefaktor (TNF-a), Makrophagen-Colonie-Stimmulierender-Faktor (M-
CSF), Monocyte chemoattractant Protein-1 (MCP-1) Transforming grow factor (TGF-
B), Angiotensin Il (Ang ll), Interleukin 6 (IL-6), sowie Metalloproteinasen fiihren
schlie8lich zur Proliferation glatter Muskelzellen und haben eine Einengung des
Lumens zur Folge.
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2.4 Bedeutung der endothelialen Dysfunktion in der Pathogenese der

Atherosklerose

Endotheliale Dysfunktion stellt die friheste bedeutsame vaskulare Funktionsstorung
in der Entwicklung atherosklerotischer Erkrankungen dar (Blann und Lip 1998,
Forgione et al. 2000). Der Begriff der endothelialen Dysfunktion bezeichnet einen
Zustand, der mit Verlust der zellularen Integritat des Gefaliendothels einhergeht, und
infolgedessen das Endothel seine adaptiven Fahigkeiten zur Kontrolle der basalen
vaskularen Funktion verliert (Gimbrone 1995). Der Funktionsverlust manifestiert sich
entweder durch eine verminderte Sekretion von endotheleigenen Vasodilatatoren,
insbesondere von NO, einer gesteigerten Produktion von Vasokonstriktoren und/oder
durch Unempfindlichkeit des glatten GefalRmuskels gegenuber den vom Endothel
produzierten Vasodilatatoren (Mombouli und Vanhoutte 1999, Loscalzo 2001).
Pradisponierend wirkt sich hierbei die exponierte Lage der Endothelzellen aus, die
sie fur endoluminale Einflisse vulnerabel macht. Endothelschadigend sind
kardiovaskulare Risikofaktoren wie Rauchen, Hyperlipidamie, Hypertonus, Diabetes
mellitus, oxidativer Stress und die damit verbundenen pathophysiologischen
zellularen Mechanismen (Heitzer et al. 1996, Steinberg et al. 1997, Cines et al. 1998,
Forgione et al. 2000, Cai und Harrison 2000).

Diese Risikofaktoren vermindern die endotheliale NO-Freisetzung und stehen
dadurch am Anfang einer Reihe weiterer pathologischer Prozesse innerhalb der
Pathogenese atheromatoser GefalRwandveranderungen (Ross 1995, Liao et al.
1995). Verminderte Mengen an NO fordern die Adhasion und Aggregation von
Thrombozyten und die Proliferation glatter GefalRmuskelzellen (Cooke und Tsao
1994). Endothelzellen exprimieren Adhasionsmolekile wie VCAM-1 und ICAM-1,
durch die Leukozyten an die Zellen binden kdnnen und im Verlauf in das Gewebe
eindringen (Cybulsky und Gimbrone 1991, Poston et al. 1992, Cines et al. 1998).
Auch Lipoproteine wie LDL konnen so in die Gefallwand eindringen und werden
wahrenddessen oxidiert (Ross 1995). Die Wiederherstellung der endothelialen
Funktion, ist neben der Ausschaltung schadlicher Noxen das Ziel einer
pharmakologischen Intervention. Eine wichtige Rolle spielt hierbei die Reduktion von
LDL-Cholesterin durch HMG-CoA-Reduktasehemmer (Dupuis et al. 1999, Schwartz
et al. 2001).
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Abbildung 5
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Endotheliale Dysfunktion als Ungleichgewicht zwischen apoptotischen Vorgédngen
und Reparationsvorgéngen. Im Ungleichgewicht durch erhbhte Apoptose oder
verminderte Regeneration ist der gemeinsame Endpunkt der Funktionsverlust des
Endotheliums und somit Entwicklung und Fortschritt der Atherosklerose. (Modifiziert
nach Werner et al. 2006)

20



2.5 Bedeutung von Cholesterinsynthesehemmern und Cholesterin-

aufnahmehemmern bei der Pathogenese der Atherosklerose

Die Plasmacholesterinkonzentration korreliert mit der kardiovaskularen Morbiditat
und Mortalitat, wobei cholesterinsenkende Malinahmen das kardiovaskulare Risiko
reduzieren (National Cholesterol Education Programm 2002, Buchwald et al. 2001).
HMG-CoA-Reduktase Hemmer (Statine) inhibieren die endogene
Cholesterinbiosynthese und reduzieren die kardiovaskulare Ereignisrate bei
Patienten mit erhohten und normalen Plasmacholesterinkonzentrationen (Heart
Protection Study Group 2002, Sever et al. 2003).

Experimentelle und klinische Studien weisen darauf hin, dass Statine zusatzlich zu
der LDL-Senkung positive Effekte besitzen kdnnen. Gunstige klinische Effekte zeigen
sich bereits nach 24 h, vor Senkung des LDL Cholesterin und bei Endorganschaden
wie z.B. Herzinsuffizienz oder Herzhypertrophie, welche sich unabhangig von der
Hypercholesterinamie entwickeln (Wassmann et al. 2003, Liao und Laufs 2004).

Diese sogenannten ,pleiotrophen® Effekte erklaren sich aus einer direkten Wirkung
von Statinen auf kardiovaskularen Zellen, was zu einer Zunahme der NO-
Bioverfugbarkeit fihrt und den oxidativen Stress und antiinflammatorische Prozesse
reduziert. In experimentellen Systemen ist dies durch eine Reduktion der
Isoprenylierung von Proteinen erklart, welche signifikant zu den oben erwahnten
Molekulareffekten beitragt. Besonders die Aktivitat der Familie der Rho-Proteine, mit
den kleinen GTP bindenden Poteinen, ist von der Isoprenylierung abhangig (Liao und
Laufs 2004).

Die Inhibition der Rac1 GTPase mit Statinen reduziert den oxidativen Stress und
verbessert dadurch die vaskulare Entzindung und somit die Endothelfunktion (Liao
und Laufs 2004, Maak et al. 2003, Wassmann et al. 2001, Wagner et al. 2000).

Die quantitative Bedeutung dieser sog. ,pleiotrophen® Effekte beim Menschen ist
nicht bekannt.
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Bei Patienten mit Hypercholesterinamie reduziert die Inhibition der intestinalen
Cholesterinabsorption mit Ezetimib, die LDL Plasmakonzentration (Dujovine et al.
2002, Knopp et al. 2002). Ezetimib blockiert im Darmlumen das ,Niemann-Pick C1
Like 1 Protein“ und hemmt somit die intestinale Cholesterinaufnahme (Altmann et al.
2004). Die intestinale Hemmung der Cholesterinaufnahme hat Uber einen feedback
Mechanismus eine Steigerung der hepatischen Cholesterinsynthese zur Folge. D.h.
Ezetimib steigert auch die hepatische Synthese der Isoprenoide. Der Effekt von
Ezetimib auf das Plasmacholesterin wird durch die kompensatorische Zunahme der
hepatischen Cholesterinbiosynthese gehemmt (Sudhop et al. 2003). Wenn Ezetimib
mit einem Statin kombiniert wird, werden beide, Absorption und Synthese, von
Cholesterin gehemmt. Dieser Synergismus fuhrt zu einer profunden Reduktion des
Plasmacholesterins, sogar wenn nur niedrige Statindosen verabreicht werden
(Gagne et al. 2002). Der Vergleich dieser beiden Therapiemanagements kann dabei
helfen zu klaren, ob bei gleicher Cholesterinsenkung differentielle Effekte auf die

Isoprenoid-Synthese mit unterschiedlichen vaskularen Effekten assoziiert sind.
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Abbildung 6
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Physiologie der Cholesterinbiosynthese und pharmakologische Mdéglichkeiten der
Inhibition. Hemmung der HMG CoA Reduktase durch Statine fliihrt zum Abbruch der
Reaktionskette. Eine Hemmung der intestinalen Cholesterinresorption durch
Blockung des Niemann-Pick C1 Like 1 Protein durch Ezetimibe fiihrt hingegen (ber
einen feedback Mechanismus zu einer gesteigerten Cholesterinsynthese. Hierbei
werden auch vermehrt Zwischenprodukte die Isoprenoide, hergestellt. Die
gesteigerte Synthese von Farnesylpyrophosphat fihrt zu einer erhbhten
Isoprenylierung der Familie der kleinen G-Proteine wie z.B. Rho A, Rac 1, cdc42.
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2.6 Fragestellungen

1. Gibt es eine differentielle Regulation der Endothelfunktion durch HMG CoA
Reduktasehemmer im Vergleich zu dem Cholesterinaufnahmehemmer

Ezetimib?

2. Gibt es differentielle Effekte von AT1-Rezeptor-Antogonisten im Gegensatz zu

ACE-Hemmern auf die Endothelfunktion?
3. Existieren differentielle Effekte von AT1-Rezeptor-Antagonisten im Vergleich

Zu ACE-Henmern auf die Anzahl zirkulierender endothelialer

Progenitorzellen?
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3. Material und Methoden

3.1 Methoden

3.1.1. Design Lipidstudie

Das Studiendesign dieser Untersuchung war prospektiv, doppelblind und als Drei-
Arm-Crossoverstudie angelegt. Atorvastatin 80 mg (Sortis, Pfizer), Ezetimib 10 mg
(Ezetrol, MSD) und Atorvastatin 10 mg + Ezetimib 10 mg wurden von der
Universitatsapotheke in neue Kapseln eingefullt und randomisiert. Es nahmen sechs
mannliche, gesunde, nichtrauchende Probanden an der Studie teil. Die Teilnehmer
hatten keine medizinisch relevante Vorerkrankungen, Kkeine vaskularen
Risikofaktoren und nahmen keine Medikamente ein. Jede der drei Medikationen
wurde fur sieben Tage eingenommen. Darauf folgte eine siebentagige
Auswaschphase. Die Messungen wurden am Morgen des ersten Studientages und
jedem siebten Studientag gemacht. Die Messung beinhaltet eine ultraschallbasierte
Untersuchung der Endothelfunktion der A. brachialis und eine Blutentnahme aus der

Kubitalvene zur Bestimmung von Lipiden, Sterolen und Laborparametern.

3.1.1.1 Messung der Lipide und Sterole

Das Gesamtcholesterin und die Triglyceride im Serum wurden mit enzymatischen
Methoden in Kollaboration mit dem Institut fur Klinische Pharmakologie, Universitat
Bonn gemessen (Sudhop et al. 2002). High-density lipoprotein (HDL) wurde aus dem
Uberstand nach Préazipitation von Apolipoprotein B enthaltenden Lipoproteinen
bestimmt. Low-density lipoprotein (LDL) wurde mit der Friedwald-Formel errechnet.
Lathosterol, Campesterol und Sitosterol wurden ebenfalls aus diesen Blutproben
bestimmt. High-sensitivity C reaktive protein (hs-CRP) wurde mit einem
latexverstarkten turbidimetric Assey® gemessen (Roche, Grenzach-Wyhlen,

Germany).
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3.2.1 Messung der Endothelfunktion

3.2.1.1 Messung der endothelabhangigen Vasodilatation

Die Messung der reaktiven, hyperamischen Vasodilatation der A. brachialis in der
Fossa antecubita erfolgte durch ein hochauflosendes Ultraschallgerat (Vingmed
System Five, Gerneral Electrics Medical Systems) und einem 10 MHz Schallkopf.
Wahrend der sonographischen Untersuchung wurde der Unterarm des Probanden
durch eine Fixationsschiene gegen Erschutterungen und Bewegungen geschutzt. Die
Ruhemessung des GefalRes wurde, nachdem die Patienten 15 Minuten still gelegen
hatten, aufgenommen. Danach wurde mittels Cuff der Blutfluss am Oberarm fur 5
Minuten gestaut. Der Druck des Cuffs lag dabei 50 mmHg Uber dem jeweiligen
systolischen Blutdruck der Probanden und wurde maschinell (Hukasson Cuff Inflator)
aufgepumpt und abgelassen. Nach 5 Minuten Ischamiezeit wurde der Cuff deflatiert.
AnschlieRend wurde die maximale reaktive, hyperamische Vasodilatation, 30 und 60
Sekunden nach Deflation, per Ultraschall gemessen.
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Abbildung 7

10 MHz Ultraschallkopf

Ultraschallgerat (Vigmed

Hukasson Cuff Inflator :
System Five)

Technische  Durchfiihrung der  Endothelfunktionsmessung. Messung der
endothelabhédngigen Vasodilatation durch automatische Luftinflation in eine
Blutdruckmanschette mittels Hukasson Cuff Inflator. Nach & Minuten Ischdmiezeit
automatische Deflation durch Hukasson Cuff Inflator und Messung der reaktiven
Hyperémie der A. brachialis per hochauflésendem 10 Mhz Ultraschallkopf. Wéhrend
der Messung war der Unterarm durch eine Fixationsschiene vor Bewegungen

gesichert.

27



3.2.1.2 Messung der endothelunabhangigen Vasodilatation

Nach zehnminutiger Ruhephase wurde eine erneute Ruhemessung der A. brachialis
durchgefuhrt. Den Probanden wurden 0,8 mg Nitroglycerin (Pohl Boskamp,
Hohenlockstedt, Deutschland) per os appliziert. Die Vasodilatation wurde nach einer,
zwei, drei und vier Minuten nach Medikamentengabe gemessen. Auch bei dieser
Messung war der Arm des Patienten durch eine Unterarmfixationsschiene vor

Bewegungen gesichert.

3.2.1.3 Analyse der Messdaten

Die Flache der longitudinal gemessenen GefalRabschnitte wurde mit der Lucia G
Vermessungssoftware Version 4.81 (LIM, Prag) gemessen. Dabei wurde bei der
endothelabhangigen Vasodilatation der Ruhewert mit dem Wert der maximalen
reaktiven Hyperamie bei 60 Sekunden nach Deflation gemessen. Bei der
endothelunabhangigen Vasodilatation wurde der Ruhewert mit dem Wert der
maximalen Vasodilatation bei Nitrogabe nach 4 Minuten verglichen. Aus der
sonographisch aufgezeichneten Bilderfolge wurde durch EKG-Kontrolle das Bild mit
der maximalen Vasodilatation in der Ruhemessung und der Dilatationsmessung
gewahlt. Diese ergab sich aus dem Bild das zeitgleich mit Beginn des QRS-
Komplexes aufgezeichnet wurde. Mittels Vermessungssoftware wurde die Flache
des GefalRes vermessen. Die prozentuale Anderung ergab sich aus der
Flachendifferenz der beiden zu betrachtenden Bilder.
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Abbildung 8

Ruhemessung

Messung bei Hyperamie

Beispiel fiir die automatische Berechnung der Hyperédmie induzierten Vasodilatation
durch Ultraschallmessung der A. brachialis. Berechnete Flache von 1,94 cm? bei der
Ruhemessung, hingegen eine Fliche von 2,13 ¢cm? bei maximaler hyperémischer
Vasodilatation. Die Berechnung erfolgte mittels Lucia G Vermessungssoftware.
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3.3.1 Design RAAS-Studie

Das Studiendesign wurde prospektiv, placebokontrolliert, doppelblind und
monozentrisch angelegt. Mannliche und weibliche Probanden (n=36) im Alter von 41
bis 73 Jahren wurden in der Studie untersucht. Einschlusskriterien waren eine stabile
Angina pectoris und eine angiographisch nachgewiesene koronare Herzerkrankung.
Ausgeschlossen wurden Patienten mit akutem Koronarsyndrom, akuter
Herzinsuffizienz, hohergradigen Klappenvitien, Leber- oder Niereninsuffizienz,
Schwangere und psychisch kranke Patienten. Die Studie wurde durch die
Ethikkomission des Saarlandes genehmigt.

Die Studienmedikation bestand aus Telmisartan 80 mg/d oder Ramipril 10 mg/d oder
Placebo. Die Studienmedikation wurde Uber 3 Monate einmal taglich von den
Probanden selbststandig eingenommen. Die Medikation wurde in der
Krankenhausapotheke der Uniklinik Homburg verkapselt und randomisiert.

Zu Beginn der Studie wurde eine ultraschallbasierte Untersuchung der
Endothelfunktion der A. brachialis, sowie eine Messung der zirkulierenden
endothelialen Progenitorzellen vorgenommen. Anschlieend folgte eine dreimonatige
Therapiephase. Nach Abschluss der Behandlung wurde die Messung der
Endothelfunktion und der zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen wiederholt.
Die Probanden erhielten im Untersuchungszeitraum keinen zusatzlichen ACE-
Hemmer oder AT1-Antagonisten von ihrem Hausarzt. Die weitere medikamentose
Behandlung der koronaren Herzerkrankung, mit Aspirin, Statine, R-Blocker, erfolgte

nach den gegenwartigen Leitlinien und wurde von dieser Studie nicht beruhrt.
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3.3.2. Isolation zirkulierender humaner EPC Subpopulationen

Zur Gewinnung humaner EPC wurde den Probanden peripher vendses Blut in 4x5 ml
Citratrohrchen (Sarstedt) entnommen. Das Blut wurde in 30 ml PBS-LOsung
verdunnt und anschlielend mittels Dichtegradienten in lymphozytare, mononukleare
und erythrozytare Fraktionen aufgetrennt. Die EPC wurden aus der mononuklearen
Zellschicht, dem Buffycoat, entnommen, um weiter isoliert zu werden. Hierzu wurden
die Blutproben mit PBS ohne Ca (22 °C) 1:1 verdunnt und auf
Biocolldichtegradientenlosung  (Biochrom) geladen. Die Proben wurden
anschlieend fur 20 min bei 2000 rpm und 22 °C ohne Bremse zentrifugiert. Der
Buffycoat wurde abgesaugt und wiederum 1:1 mit PBS ohne Ca (4 °C) verdunnt und
fir 5 min bei 1500 rpm und 4 °C mit Bremse zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 1000 pl PBS ohne Ca (22 °C) resuspendiert und in einer
1:100 Verdunnung in einer Neubauerzahlkammer gezahlt. AnschlieRend wurden die
Zellen fur die im Folgenden beschriebenen Versuche mit Antikdrpern gebunden und
per Durchflusszytometrie gemessen.

Alle  Untersuchungen und Blutentnahmen wurden mit dem schriftlichen

Einverstandnis der Probanden durchgeflhrt.

3.3.3. Durchflusszytometrie/ FACS

3.3.3.1. Prinzip der Durchflusszytometrie/ FACS

Das Grundprinzip der Durchflusszytometrie ist die Messung von abstrahlendem Licht
und spezifischer Fluoreszenzen von grofen Zellzahlen innerhalb kurzer Zeit. Dabei
werden Zellen mittels eines Lasers mit spezifischer Wellenlange bestrahlt. Das Licht
strahlt durch die Zellen hindurch (als forward scatter bezeichnet) oder wird von ihnen
reflektiert (als side scatter bezeichnet) und wird Uber Photodetektoren gemessen.
Dadurch werden einzelne Zellen registriert und konnen quantifiziert werden. Meist
sind die Zellen zusatzlich mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert, die an die
Wellenlange des Lasers angepasst sind. Das von spezifischen Fluoreszenzen
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A

emittierte Licht wird von wellenlangenspezifischen Lichtfiltern resorbiert und in
elektrische Signale umgewandelt. Diese Daten werden durch einen Computer
verrechnet und durch ein Punkteschema auf dem Bildschirm sichtbar gemacht.
Anhand des Punkteschemas lassen sich unterschiedliche Zellpopulationen mit
spezifischen fluoreszierenden Antikdrpern markierte Zellen identifizieren und

quantifizieren.

Abbildung 9
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Beispiel fiir eine FACS Analyse fiir VEGF-R2-KDR positive mononukleére Zellen.
Vergleich vor und nach Einnahme von 80 mg Telmisartan fiir 3 Monate. Im rechten
oberen Quadranten der VEGF-R2-KDR Auswertung sind nach der
Behandlungsphase mit Telmisartan 80 mg/d deutlich mehr positive Ereignisse zu
sehen. Dies zeigt eine Zunahme der EPC in der Behandlungsphase.
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3.3.3.2 Analyse der EPC-Populationen mittels Durchflusszytometrie

Die Untersuchung der CD34+/CD133+ und der CD34+/VEGFR-2+ EPC, sowie die
Isotypenkontrolle, wurde mittels der Durchflusszytometrie (FACS) durchgefuhrt. Alle
Zellsuspensionen jedes Probanden unterliefen jeden hier aufgefuhrten Ansatz. Die
Isotypenkontrollen wurden nur mit den Fluoreszenzen (PE, FITC) entsprechenden,
nicht spezifisch bindenden Antikdrpern versehen, um unspezifische Bindungen im
Vergleich auszuschlieen. Die Antikorper CD34 FITC (BD Biosciences Pharmingen)
und CD133 PE (Miltenyi Biotec) sind direkt an ihre Fluoreszenz gekoppelt. Nach der
oben beschriebenen Isolation wurden die in EBM resuspendierten Zellsuspensionen
der mononuklearen Zellen auf FACS Rohrchen (BD Becton Dickinson) zu 100 pl
aufgeteilt. Fur die Ansatze CD34+/CD133+ und die Isotypenkontrolle wurde der erste
Antikorper (CD34FITC, bzw. IgG FITC bei der Isotypenkontrolle) direkt beigefugt und
dann 20 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Im Anschluss
folgten erneut 20 min Inkubation mit dem zweiten Antikorper (CD133PE bzw. IgG PE
(BD Biosciences Pharmingen) bei der Isotypenkontrolle) unter denselben
Bedingungen. Daraufhin wurden die Zellsuspensionen jeweils durch Zugabe von 2
ml Cell Wash (BD Pharmingen) und Zentrifugation fur 10 min bei 1300 rpm und 4°C
mit Bremse, sowie Verwerfung der Uberstande, gewaschen. Hierdurch sollten
Uberschussige und nicht bindende Antikorper aus der Zellsuspension herausgespult
werden. Danach wurden Cell Wash und PFA 2% (Merck) appliziert und die Zellen
durch FACS-Analyse gemessen.

Den Zellsuspensionen fur die Ansatze der Antikorper CD34/VEGFR-2 wurde 50 pl
humanes Serum fur 30 min auf Eis zugesetzt, um vor der spezifischen
Antikdrperzugabe unspezifische Bindungen zu blockieren. Darauf folgte das
Waschen mit FACS Puffer und Zentrifugation uber 10 min bei 1300 rpm und 4°C.
Dieser Zwischenschritt erfolgte nach jeder weiteren Antikorperapplikation. Zur
zusatzlichen Blockung lie8 man den Ansatz 10 min mit Ziegenserum auf Eis
inkubieren. Dann applizierte man VEGFR-2 (R&D Systems) und liel3 den Antikorper
nochmals fur 20 min auf Eis inkubieren. Als nachstes wurde die Fluoreszenz
beigefugt in Form von 1:10 mit FACS- Puffer verdinntem Streptavidin-PE (R&D
Systems), welches Uber 30 min auf Eis im Dunkeln inkubierte. Der Primarantikorper
(VEGFR-2) ist uber den Sekundarantikorper (Streptavidin-PE), der an den
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Primarantikorper bindet, an seine Fluoreszenz gekoppelt. Nach dem Waschen wurde
Antikorper CD34FITC fur 20 min auf Eis unter Lichtausschluss inkubiert. Danach
folgte wiederum eine Auswaschphase. Im Anschluss resuspendierte man die Zellen
in jeweils 200 yl FACS Puffer und 200 ul PFA 2%, danach folgte die Messung per
FACS-Analyse. Die Fluoreszenzen wurden direkt nach dem Farben mit FACSCalibur
(Becton Dickinson) gemessen und mit der Cellquest Software (Becton Dickinson)
analysiert. Bei jedem Ansatz wurden 100.000 Ereignisse analysiert.

3.3.4 Colony forming units (CFU)

Die Potenz kultivierter endothelialer Progenitorzellen in der Zellkultur Kolonien zu
bilden (colony forming units) ist ein gut charakterisierter Parameter ihrer funktionellen
Kapazitat. Fur die Isolation der Progenitorzellen wurden 20 ml Citratblut benutzt. Die
Blutproben wurden auf Eis gelagert und innerhalb von 2 Stunden verarbeitet. Die
mononuklearen Zellen wurden nach dem Dichtegradienten aufgeteilt. Die isolierten
Zellen wurden in  Nahrlosung (EBM) resuspendiert, und auf eine
fibronektinbeschichtete 6er Lochplatte aufgetragen. Um der Moglichkeit der
Kontamination des Assays mit reifen endothelialen Progenitorzellen entgegen zu
wirken, wurde der Boden der Lochplatte mit Fibronektin beschichtet. Bei jedem
Ansatz wurden 5x10° Zellen ausgesat. Die Zellen wurden anschlieRend fiir 48
Stunden im Inkubator bei 37°C kultiviert. Die nichtadherenten Zellen wurden
kollektiviert und 1 Million wurden fir eine weitere, einwdchige Wachstumsperiode auf
eine fibronektinbeschichtete 24er Lochplatte aufgebracht. Nahrmedium wurde alle
drei Tage gewechselt. Die Kolonien wurden sieben Tage nach dem letzten Auftragen
unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Eine Kolonie von endothelialen
Progenitorzellen beinhaltet multiple flache, dunne Zellen mit einem zentralen Cluster
von runden Zellen. Der Cluster alleine, ohne umliegende Zellen, wurde nicht als
Kolonie gezahlt. Die Zellen wurden manuell auf mehreren Lochplatten ausgezahlt.
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Abbildung 10

Représentatives Beispiel fiir die aus endothelialen Progenitorzellen kultivierten
Kolonien (colony forming units) unter der Therapie mit 80 mg Telmisartan.
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3.4 Statistische Analyse

Die angegebenen Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung des
Mittelwertes (SEM) angegeben. Die statistische Signifikanz wurde mit einem
ANOVA-Test und dem Newmann-Keuls-Test als multipler Mittelwertvergleichstest,
bei Erhalt signifikanter Ergebnisse, untersucht. Die Nullhypothese wurde fur p < 0.05
abgelehnt und das Ergebnis als signifikant angenommen. Die statistische
Auswertung der Daten, sowie die Erstellung der Saulendiagramme wurde mit der
Software Microsoft® Excel 2002 und SPSS durchgefuhrt.

3.5 Materialien

3.5.1 Verwendete Substanzen

. Natriumchlorid, Roth, Karlsruhe

. Kaliumchlorid, Roth, Karlsruhe

. di-Natriumhydrogenphosphat, Merck, Darmstadt

. Kaliumdihydrogenphosphat, Merck, Darmstadt

. Albumin bovine Fraktion V (BSA), Serva, Heidelberg

. Aprotinin, Sigma, Deisenhofen

. Hepes, Sigma, Deisenhofen

. Calciumchlorid, Sigma, Deisenhofen
. Ampuva, Fresenius, Bad Homburg

. Goat Serum

. Paraformaldehyd 2%
. Cell Wash, BD, Heidelberg
. Facs-Flow, BD, Heidelberg

J Bicoll Seperating, Biochrom

. EBM, Cambrex, Walkersville USA
. Fibronectin, Sigma, Deisenhofen
. Lo12

. Angiotensin |l

. Tarks-Losung, Merck, Darmstadt
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3.5.2 Verwendete Puffer

PBS (phosphat buffered solution) 1x PBS

137 mmol/l NaCl

2,7 mmol/l KCI

8,1 mmol/l NazHPO4
1,5 mmol/l KH,PO4

FACS-Puffer 1x PBS, 4C°, Bovines Serumalbumin
0,1% (BSA), Aprotinin (20 ul/ml)
EBM Endothelzellmedium  supplimentiert

mit: 10 pg/ml hEGF epidermaler
Wachstumsfaktor , 30 pg/ml GA-1000
Gentamicin Sulfat, 50pg/mi
Amphotericin B, 3ug/ml bovines
Gehirnextrakt Proteingehalt, 1pg/ml
Hydrocortison und 20% fotales

Kalberserum, steril

Tabelle 1: Verwendete Puffer

Es kam ausschlieB3lich deionisiertes und bidestilliertes Wasser (Ampuva) zur
Verwendung. Zur Zellkulturverwendung wurde dieses Wasser zusatzlich noch

autoklaviert.
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3.5.3 Antikorper fir FACS-Analyse

Antikorper- Fluoreszenz | Herstellung Ig- Herstellerfirma
bezeichnung (Tier) Fraktion
CD 34 monoklonaler BD Biosciences
anti-humaner Antikorper, |FITC Maus IgG1, K Pharmingen,
Klon 581 Heidelberg
BD Biosciences
CD 31 PE Maus gG2b, k Pharmingen,
Heidelberg
CD 133/2 monoklonaler Miltenyi Biotec,
anti-humaner Antikorper, | PE Maus IgG2b Bergisch-Gladbach
Klon 293C3
FLK/KDR/VEGFR2 Ab-1, | Uber R&D Systems,
polyklonaler-anti- Sekundar- Ziege polyklonal | Minneapolis, USA
humaner Antikorper antikorper

Tabelle 2: Verwendete Primarantikérper fur FACS

Antikorper- Herstellung Konjugation Herstellerfirma
bezeichnung (Tier)
Anti-Ziege Streptavidin-R- | Ziege PE R&D Systems,
phycoerythrin Wiesbaden
Tabelle 3: Verwendeter Sekundarantikdrper fur FACS
Antikorper- |Fluoreszenz | bindet an |Herstellung Ig- Herstellerfirma
bezeichnung (Tier) Fraktion
BD Biosciences,
FITC FITC Un- Maus lgG2a Pharmingen
spezifisch Heidelberg
BD Biosciences
PE PE Un- Maus IgG1, x Pharmingen,
spezifisch Heidelberg

Tabelle 4: Verwendete Isotypenkontrollen fir FACS
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3.5.4 Weitere Antikorper

. Annexin V Fict, BD, Heidelberg

3.5.5 Weitere Materialien

. Facscalibur, BD, Heidelberg

. Hukasson Cuff Inflator

. Schallkopf 10 Mhz

. Echogerat (Vingmed System Five, Gerneral Electrics Medical Systems)
. Unterarmschiene

. 24 Lochplatten, Greiner, Frickenhausen

. BD Cellquest Software™ Pro Version 4.0.2

. FACS Gerat, BD Becton Dickinson, Heidelberg

. FACS Roéhrchen, BD Becton Dickinson, Heidelberg

. Lucia Measurement Software Version 4.81, LIM, Prag

. Microsoft® Excel Software 2002

. Na-Citrat Rohrchen (S-Monovette), Sarstedt, NUumbrecht
. Nitro Kapseln 0,8mg, Pohl Boskamp, Hohenlockstedt
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4. Ergebnisse

4.1 Lipidstudie

Sechs gesunde Probanden wurden fur 7 Tage entweder mit 80 mg Atorvastatin oder
10 mg Ezetimib oder mit der Kombination 10 mg Atorvastatin und 10 mg Ezetimib in
einer doppelblinden, Crossoverstudie behandelt. Jeder Behandlungsperiode war eine
Auswaschphase von 7 Tagen vorgeschaltet. Die zugrunde liegenden
Probandencharakteristika sind in folgender Tabelle beschrieben:

Abbildung 11

PATIENTEN

CHARAKTERISTIKA mean SEM
Anzahl 6

Alter (Jahre) 31,3 4.1
Gewicht (kg) 75 7,5
GroRe (cm) 179 10
RR systolisch (mmHg) 123 7,2
RR diastolisch (mmHgQ) 79 5,6
HR (beats/min) 55 9

Hb (g/dl) 15,0 0,6
Hkt (%) 42,5 1,8
Erythrozyten (mill/pl) 4,7 0,2
Leukozyten (cells/pl) 6250 1470
Thrombozyten (cells/pl) 217000 32700
Kalium (mmol/l) 4,0 0,2
Natrium (mmol/l) 139 3,7
Kreatinin (mg/dl) 0,9 0,1
GPT (un 30 121
CK (un 113 59
Glucose (mg/dl) 77,8 23,3
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4.1.1 Auswirkung von Atorvastatin 80 mg und Ezetimib 10 mg und Atorvastatin
10 mg + Ezetimib 10 mg auf die Cholesterinabsorption, Synthese und

Plasmacholesterinkonzentration

Atorvastatin 80 mg/d reduziert das LDL-Cholesterin um 41,5%, Ezetimib 10 mg/d um
11,8%, die  Kombinationsbehandlung aus beiden um 47,7%. Die
Cholesterinbiosynthese, als Verhaltnis von Lathosterin zu Cholesterin berechnet,
wurde von Atorvastatin um 73% gesenkt, stieg unter Ezetimib auf 54% an, und
wurde von beiden Praparaten in Kombination um 25% gesenkt. Die
Cholesterinabsorption, gemessen an der Campesterin- und
Sitosterinplasmakonzentration, wurde durch Ezetimib und die Kombination reduziert,
blieb jedoch unbeteiligt bei der Statin-Monotherapie. Details sind in den folgenden
Tabellen gezeigt.

Abbildung 12

LIPID-
PARAMETER pre post pre post
Gesamt %
Cholesterin Anderung p LDL Cholesterin % Anderung P
(mg/dl) (mg/dl)
Atorvastatin 80 155,8 117,8 24,4 0,003 91,5 53,5 41,5 0,003
SEM 44 49 59 6
Ezetimibe 10 1443 1355 6,1 0,130 75,3 66,4 -11,8 0,035
SEM 43 8,2 6,4 7,5
Atorvastatin 80
Ezetimibe 10 151,4 110,8 -26,8 0,01 86 45 41,7 0,003
SEM 8,7 38 74 48
HDL
Cholesterin Triglyceride
(mg/di) (mg/di)
Atorvastatin 80 41,7 51,4 7.8 0,021 90,6 76,2 -15,9 0,243
SEM 4 39 12,9 74
Ezetimibe 10 53,1 51,2 -3,6 0,424 99,3 118,5 19,3 0,247
SEM 25 29 12,8 16,6
Atorvastatin 80
Ezetimibe 10 50,1 56 11,8 0,05 81,2 55,8 -30 0,05
SEM 2,7 2,8 9 44

Lipidparameter vor und nach Gabe von Aforvastatin 80 mg, Ezetimib 10 mg,
und Kombination von Atorvastatin 80 mg und Ezetimib 10 mg.

41



Abbildung 13

LIPID-
PARAMETER pre post pre post
%
Anderung | p %Anderung | p
Lathosterin Lathosterin
(ul/mg) Ratio/Chol.
Atorvastatin 80 0,29 0,06 -79,3 0,004 0,15 0,04 73,3 0,004
SEM 0,05 0,05 0,02 0
Ezetimibe 10 0,24 0,28 16,7 0,002 0,11 0,17 54,5 0,019
SEM 0,03 0,03 0,01 0,02
Atorvastatin 80
+
Ezetimibe 10 0,24 0,13 -45,8 0,01 0,12 0,09 -25 0,005
SEM 0,03 0,02 0,01 0,01
Campesterin Sitosterin
(ulimg) (ulfmg)
Atorvastatin 80 0,3 0,31 33 0,39 0,22 0,24 9,1 0,176
SEM 0,1 0,06 0,06 0,04
Ezetimibe 10 0,24 0,16 -33,3 0,034 0,19 0,13 -31,6 0,05
SEM 0,03 0,06 0,02 0,01
Atorvastatin 80
+
Ezetimibe 10 0,3 0,19 -36,7 0,07 0,22 0,17 22,7 0,025
SEM 0,07 0,05 0,05 0,04
Campesterin Sitosterin
Ratio/Chol. Ratio/Chol.
Atorvastatin 80 0,14 0,21 50 0,002 0,11 0,16 455 0,005
SEM 0,04 0,04 0,02 0,03
Ezetimibe 10 0,13 0,1 23,1 0,05 0,1 0,1 0 0,122
SEM 0,03 0,01 0,02 0,02
Atorvastatin 80
+
Ezetimibe 10 0,16 0,13 18,8 0,008 0,12 0,12 0 0,11
SEM 0,05 0,03 0,03 0,02

Die Cholesterinbiosynthese wird als Verhéltnis von Lathosterin zu Cholesterin
berechnet. Atorvastatin senkt die Biosynthese um 73%, Ezetimib steigert die
Synthese um 54 %. Die Cholesterinabsorption, gemessen an der
Serumkonzentration von Campesterin und Sitosterin sank unter Ezetimib und blieb
unbeeinflusst durch die Statinmonotherapie.
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4.1.2 Differentieller Einfluss von Atorvastatin 80 mg und Ezetimib 10 mg und
Atorvastatin 10 mg + Ezetimib 10 mg auf den Hyperamie-induzierten Blutfluss

im Unterarm

Die Endothelfunktion wurde wie oben beschrieben, durch sonographische
flussabhangige Dilatation der Armarterie vor und nach der Behandlungsperiode
gemessen. Die Endothelfunktion wurde nur durch Behandlung mit einer hohen Dosis
Statin verbessert 3,6+3,4%. Ezetimib hingegen verschlechterte die Endothelfunktion
5,8+0,9%, p<0.05, die Kombination aus beiden Medikamenten zeigte keinen Effekt
1,4+3,4%.

Abbildung 14
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Atorvastatin 80 Ezetimib 10 Atorvastatin 10
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Differentieller Einfluss von Atorvastatin 80 mg, Ezetimib 10 mg oder der Kombination
von Atorvastatin 80 mg und Ezetimib 10 mg auf den Hyperdmie-induzierten Blutfluss

der A. brachialis nach einer Woche.
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4.1.3 hsCRP unter der Behandlung mit Atorvastatin 80 mg und Ezetimib 10 mg

und Atorvastatin 10 mg + Ezetimib 10 mg

Um die Effekte der Lipidsenkung auf die vaskulare Inflammation zu dokumentieren,

wurde hsCRP bestimmt. Dabei konnte festgestellt werden, dass Atorvastatin 80 mg

das hsCRP senkte, wahrend Ezetimib 10 mg als Monotherapie zum Anstieg des

hsCRP fuhrte, wahrend die Kombination aus beiden Medikamenten das hsCPR nicht

andert (nichtsignifikanter Trend zur Hochregulation).

Abbildung 15

0.9 1 []pre
0.8 - M post
07 | *p<0.05
0.6 I

0.5 |

0.4

hsCRP [mg/l]
*

0.3 .
0.2
0.1 _

Atorvastatin 80

Ezetimib 10 Atorvastatin 10
+

Ezetimib 10

Anderung des hoch sensitiven CRP unter der 7 tégigen Therapie mit Atorvastatin
80 mg, Ezetimib 10 mg und der Kombination von Atorvastatin 80 mg und Ezetimib 10

mg.
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4.2 RAAS-Studie

36 Patienten mit angiographisch gesicherter, klinisch stabiler koronarer
Herzkrankheit wurden doppelblind und prospektiv in drei Behandlungsarme
randomisiert: AT1-Antagonist Telmisartan 80 mg/d, ACE-Hemmer Ramipril 10 mg/d
und Placebo. Die Gabe der Studienmedikation erfolgte fir 3 Monate zusatzlich zu
einer etablierten, leitliniengerechten medikamentdosen Behandlung der KHK mit ASS,
Statinen und R-Blocker, die wahrend der Studiendauer nicht modifiziert wurde. Die
basierenden Patientencharakteristika sind in folgender Tabelle dargestellt.

Abbildung 16
Placebo Ramipril Telmisartan

PATIENTEN-
CHARAKTERISTIKA mean SEM mean SEM mean SEM o]
Anzahl 12 12 12
Alter (Jahre) 60 2 56 3 56 2 0,112
Gewicht (kg) 75 3 88 3 84 5 0,01
Grofie (cm) 170 2 173 2 173 2 0,111
BMI (kg/m?) 26 1 29 1 28 2 0,032
Herzfrequenz (/min) 63 4 64 67 2 0,205
Cholesterin (mg/dl) 189 9 171 11 192 15 | 0,264
HDL (mg/dl) 62 4 47 3 47 4 0,001
LDL (mg/dl) 104 12 95 10 117 12 | 0,489
Triglyceride (mg/dl) 174 50 184 27 188 52 [ 0,408
MEDIKATION
B-Blocker (%) 100 100 91
ASS (%) 100 100 100
Statin (%) 100 92 100
Diuretika (%) 17 25 18

Charakteristika der an der RAAS-Studie teilgenommenen Patienten. Die
kardioprotektive Therapie der koronaren Herzkrankheit wurde von dieser Studie nicht
bertihrt.
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4.2.1 Effekte von Ramipril 10 mg und Telmisartan 80 mg auf den systolischen
Blutdruck

Die Blutdruckmessung erfolgte jeweils nach 30 min im Liegen nach Riva-Rocci am
Oberarm. Die erste Messung erfolgt bei der ersten Ultraschalluntersuchung der
Arteria brachialis, die zweite Messung bei der Abschlussuntersuchung nach drei
Monaten. Der Effekt auf den systolischen Blutdruck des Ausgangswertes betrug
unter Telmisartan -10% (p<0.05), unter Ramipril -4,5% (n.s.) und unter Placebo
+1,6% (n.s.).

Abbildung 17
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Anderung des systolischen Blutdrucks vor und nach Gabe von Placebo oder 10 mg
Ramipril oder 80 mg Telmisartan im Zeitraum von 3 Monaten. Telmisartan senkt den
Blutdruck um 10%, Ramipril um 4,5%, Placebo erh6ht um 1,6%.
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4.2.2 Differentieller Einfluss von Ramipril 10 mg und Telmisartan 80 mg auf den

Hyperamie-induzierten Blutfluss im Unterarm

Um zu untersuchen, ob es einen differentiellen Einfluss von Ramipril gegenuber
Telmisartan gibt, wurden eine ultraschallbasierte Endothelfunktionsmessung der A.
brachialis vor und nach der Behandlungsphase mit der Studienmedikation
durchgefuhrt. Die sonographische Bestimmung der endothelunabhangigen
Vasodialtation der A. brachials links bei Nitroglycerin Gabe, zeigte keine
Veranderung und wurde somit durch die Studienmedikation nicht beeinflusst.

Die endothelabhangige Vasodilatation als Marker fur die endotheliale Dysfunktion,
zeigte unter Telmisartan eine tendenzielle, jedoch nicht signifikante Steigerung
(+11%, p=0,06), wahrend die Anderung unter Ramipril dem Placebo-Effekt entsprach
(+3% bzw. +2,7%).

Abbildung 18
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Differentieller Einfluss von Placebo, 10 mg Ramipril oder 80 mg Telmisartan

auf den Hyperdmie induzierten Blutfluss der A. brachialis nach 3 Monaten.
Steigerung unter Telmisartan von 11%, unter Ramipril von 2,7%, unter Placebo 3%.
Die Effekte waren statistisch nicht signifikant.
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4.2.3 Differentielle Regulation der Anzahl der zirkulierenden endothelialen

Progenitorzellen durch Ramipril 10 mg und Telmisartan 80 mg

Nach Isolation der endothelialen Progenitorzellen aus 20 ml periphervendésem Blut
und Messung per Durchflusszytometrie, zeigte sich nach Behandlung mit
Telmisartan 80 mg/d fir 3 Monate eine Steigerung der CD34/VEGFR2 positiven EPC
um 279+126%, p<0.05. Dagegen zeigte sich kein Unterschied der CD34/VEGFR2
positiven EPC-Zahl nach Behandlung mit Ramipril 10 mg oder Placebo.

Telmisartan 80 mg/d fuhrt somit zu einem steigenden Anteil der zirkulierenden

endothelialen Progenitorzellen gegenuber der Therapie mit Ramipril 10 mg/d.

Abbildung 19
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FACS Analyse der differentiellen Regulation der endothelialen Progenitorzellen
(KDR/VEGF-R2 positiven mononukledren Zellen) vor und nach 3 monatiger
Behandlung mit Placebo, 10 mg Ramipril oder 80 mg Telmisartan.
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4.2.4 Regulation der colony forming units durch Behandlung mit Ramipril
10 mg oder Telmisartan 80 mg

Die Potenz kultivierter endothelialer Progenitorzellen, in der Zellkultur Kolonien zu
bilden (colony forming units), ist ein gut charakterisierter Parameter ihrer
funktionellen Kapazitat.

Die Behandlung mit Ramipril 10 mg/d fuhrte zu einer Verminderung der replikativen
Potenz um 61+23%, p<0.05, wahrend Telmisartan 80 mg/d und Placebo keinen

Effekt auf die Anzahl der Kolonie-bildenden Einheiten hatten.

Abbildung 20
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Einfluss der 3 monatigen Behandlung mit Placebo, 10 mg Ramipril oder 80 mg
Telmisartan auf die Regulation der Kolonie-bildenden Einheiten aus endothelialen
Progenitorzellen (colony forming units). Dabei fiihrte Ramipril 10 mg zu einer
Verminderung der Kolonie-bildenden Potenz, Telmisartan 80 mg und Placebo flihrten
zu keinem Effekt.
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5. Diskussion

5.1 Lipidstudie

Die Hauptaussagen dieser klinischen Pilotstudie an 6 gesunden Probanden sind
Hinweise auf differentielle vaskulare Effekte einer Cholesterinsenkung durch
Inhibierung der HMG CoA-Reduktase verglichen mit einer LDL Senkung durch die
Kombination aus Inhibition der intestinalen Cholesterinaufnahme und Statintherapie.
Atorvastatin 80 mg/d senkt hsCRP und verbessert die endothelabhangige
Vasodilatation, wohingegen Atorvastatin 10 mg/d und Ezetimib 10 mg/d, bei gleicher
LDL Serumkonzentration, diese Parameter nicht verandert haben. Im Gegensatz
dazu zeigte sich unter Monotherapie mit Ezetimib 10 mg/d ein Trend zur
Verschlechterung der Endothelfunktion.

Die Monotherapie mit Statinen senkt das kardiovaskulare Risiko. Dies wurde bei
Patienten mit Hypercholesterinamie und bei Patienten mit normalen Lipidparametern
gezeigt. Patienten mit und ohne etablierter Atherosklerose profitieren von einer
Statintherapie (Heart Protection Study Group 2002, Sever et al. 2003). Weiterhin
zeigen Befunde aus der Zellkultur und aus Tierversuchen, dass HMG CoA-
Reduktase Hemmer zusatzlich zur Cholesterinsenkung positive Effekte austben
(Liao 2004). Die Hemmung der HMG CoA-Reduktase verringert die
Cholesterinbiosynthese und gleichzeitig nehmen die Lipidintermediate dieser
Biosynthese ab (Goldstein und Brown 2000). Die posttranskriptionelle
Isoprenylierung reguliert die intrazellulare Lokalisation und Funktion von Faktoren,
wie z. B. die der kleinen G-Proteine (Bishop und Hall 2000). Es ist denkbar, dass
Statine zum molekularen Ablauf von Kaskaden fuhren, deren Effekte unabhangig zur
Cholesterinkonzentration sind. Dies umfasst die gesteigerte Expression und Aktivitat
der NO-Synthase, anti-inflammatorischer Prozesse, weiterhin wird oxidativer Stress
Uber die Reduktion der AT1-Rezeptorexpression und NADPH-Oxidase Aktivitat
reduziert (Sever et al. 2003, Wassmann et al. 2001, Laufs und Liao 1998,
Landmesser et al. 2005).
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Im Menschen ist die Situation weniger klar, weil lipidabhangige und lipidunabhangige
Effekte schwer zu trennen sind. Einige Erkenntnisse deuten darauf hin, konnten aber
bisher nicht beweisen, dass lipidunabhangige Effekte von Wichtigkeit sind (Liao und
Laufs 2004, Fichtlscherer et al. 2005).

Statine verringern das kardiovaskulare Risiko auch bei Patienten mit niedrigem LDL-
Ausgangscholesterin. (Heart Protection Study Group, 2002). Die Statineinnahme
fuhrt zu vorteilhaften Gefalleffekten in Stunden oder in Tagen (Wassmann et al.
2003). Weiterhin profitieren auch Patienten mit einem Normocholesterin, z.B.
Patienten mit dilatativer, nicht-ischamischer Kardiomyopathie, welche nicht in
Beziehung zur Atherosklerose steht, von einer Statintherapie (Laufs et al. 2004,
Node et al. 2003).

Der Cholesterinabsorptionshemmer Ezetimib wurde in dieser Studie als Werkzeug
genutzt, um die potentiellen pleiotrophen Effekte der Statine zu erforschen.
Die Kombination aus 10 mg/d Ezetimib mit 10 mg/d Atorvastatin, fuhrte zu einer
ahnlich hohen Cholesterinsenkung, wie bei einer Hochdosisbehandlung von
Atorvastatin 80 mg/d. Zur quantitativen  Analyse der intestinalen
Cholesterinabsorptioshemmung wurden Campesterin und Sitosterin gemessen. Wie
erwartet senkte die Kombinationstherapie und Ezetimib alleine, nicht aber
Atorvastatin, die Serumkonzentrationen von Campesterin und Sitosterin (Sudhop et
al. 2002). Das Verhaltnis von Lathosterin zu Cholesterin stellt einen Parameter der
hepatischen  Cholesterinbiosynthese dar. Die Inhibition der intestinalen
Cholesterinaufnahme erhoht durch einen Ruckkopplungsmechanismus die
Cholesterinsynthese (Sudhop et al. 2002). Eine einwochige Behandlung mit Ezetimib
10 mg/d war ausreichend, um die Rate der Umwandlung von Lathosterin zu
Cholesterin bei >50% der Probanden zu erh6hen. Atorvastatin reduzierte merklich
die Cholesterinsynthese (-79%), dies war teilweise erhalten bei der Behandlung mit
der Kombination. Dieser Effekt deutet auf eine differentielle Regulation der
Isoprenoidsynthese hin. Ezetimib steigert die Cholesterinbiosynthese und somit auch
Farnesylpyrophosphat als Zwischenprodukt. Folge ist eine erhohte Aktivitat der
Familie der kleinen G-Proteine wie z.B. Rac 1. Rac1 gehdort zur Gruppe der kleinen
Rho GTPasen. Diese sind von zentraler Bedeutung bei der Signaltransduktion in der
GefalRwand (Laufs und Liao 2000). Rac1 fuhrt zu einer Aktivierung der NADPH-
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Oxidase und setzt Sauerstoffradikale in der GefalRwand frei. Dies ist die Hauptquelle
der vaskularen Superoxideproduktion (Harrison et al. 2003, Bokoch und Diebold
2002). Die Aktivitat der Rac1-GTPase hat sich in vorhergehenden Studien als
abhangig von der Isoprenylierung gezeigt (Bishop und Hall 2000). Die Rac1 Aktivitat
ist ein potentieller Effektor der differentiellen Regulation der Cholesterinsynthese.
Reduzierter oxidativer Stress fuhrt zu einer Verbesserung der Endothelfunktion
(Harrison et al. 2003). Atorvastatin 80 mg/d verminderte in unserer Studie die Rac1-
Aktivitat. In Ubereinstimmung mit der Hypothese der differentiellen Regulation der
kleinen G-Proteine zeigte sich weiterhin eine Verbesserung der Endothelfunktion.

Die Ezetimib Monotherapie reduzierte das LDL-Cholesterin um nur 12%. Die
Kurzzeitbehandlung neigte zur Verschlechterung aller aufgenommener Parameter
und beeintrachtigte die Endothelfunktion, sodass gepruft werden muss, ob andere
Prozesse in Zusammenhang mit der LDL-Verminderung zur Atheroprotektion fuhren.
Die Verbesserung bzw. die Tendenz zur Verschlechterung der Endothelfunktion
konnte in weiteren klinischen Studien mit Kurzzeitbehandlungen von Statinen und

Ezetimib gezeigt werden (Landmesser 2005, Fichtlscherer 2006).

Limitierung der Studie: Diese Studie baut auf einer Kurzzeitbehandlung von
gesunden Probanden auf. Es besteht die Moglichkeit, dass in Langzeitstudien sich
die Unterschiede zwischen einer Hochdosistherapie mit Statinen und einer
Kombinationstherapie mit Ezetimib und Niedrigdosistherapie mit Statinen,
angleichen. Ein reproduzierbarer Effekt der Kombinationstherapie auf klinische
Endpunkte muss in separaten Studien gezeigt werden. Weiterhin besteht der Bedarf
fur Endpunktstudien mit Ezetimib als Monotherapie. Es ist moglich, dass nur die
Statine fur die beobachteten, vorteilhaften Effekte verantwortlich sind, besonders in
Abwesenheit der differentiellen Cholesterinsenkung. Diese Daten weisen auf eine
Existenz von cholesterinunabhangigen Effekten in Menschen hin. Des Weiteren zeigt
sich in dieser Studie ein moglicher differentieller Effekt von Hemmern der HMG CoA-
Reduktase, im Vergleich zur Hemmung der Cholesterinaufnahme auf die
Endothelfunktion. Das Konzept der Statintherapie bei kardiovaskularem Risiko und
nicht nur bei erhohtem Serumcholesterin alleine wird somit bestatigt.
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5.2 RAAS-Studie

Der zentrale Befund der vorliegenden Arbeit sind Hinweise auf eine differentielle
Regulation der zirkulierenden endothelialen  Progenitorzellen und der
Endothelfunktion durch die Behandlung mit dem AT1-Antagonisten Telmisartan 80
mg/d und dem ACE-Hemmer Ramipril 10 mg/d. Die Aussagekraft der Untersuchung
ist durch die kleine Fallzahl limitiert. Die Befunde muissen in groReren
Patientenkollektiven bestatigt werden. Die endotheliale Funktion wird u.a durch das
Verhaltnis der Auswirkung einer Schadigung und der Reparationskapazitat des
Korpers bestimmt. Studien zeigen, dass kardiovaskulare Risiken mit
fortschreitendem Verlust der Endothelfunktion und der Reparationsmechanismen
einhergehen (Schmidt-Lucke et al. 2005, Fadini et al 2006). Dabei ist noch wenig
bekannt, welche Mechanismen fur die Gefal3funktionserhaltung eine Rolle spielen.
Wir und andere Arbeitsgruppen postulieren, dass zirkulierende endotheliale
Progenitorzellen einen Aspekt dieses Mechanismus darstellen. Die Anzahl der
endothelialen Progenitorzellen und die Gefaldfunktion, gemessen an der reaktiven,
hyperamischen Vasodilatation bei Probanden ohne bisheriges kardiovaskulares
Ereignis, sinkt mit der Zunahme kardiovaskularer Risikofaktoren (Hill et al. 2003).
Weiterhin bedingt die Anzahl der CD34/KDR positiven Zellen das Auftreten von
kardiovaskularen Ereignissen (Werner et al. 2005). Kardiovaskulare Risikofaktoren
fuhren zu erhdhtem oxidativem Stress, NO-Oxidase Aktivitatserhohung und anderen
pathologischen, inflammatorischen Prozessen. Diese konnen sich direkt auf die
Zirkulation und Mobilisation der Progenitorzellen auswirken. Risikofaktoren wie eine
positive Familienanamnese, arterielle Hypertension und Rauchen sind mit einem
signifikanten Abfall der CD34/KDR positiven Zellen assoziiert (Vasa et al. 2001). Der
Pool der endothelialen Progenitorzellen scheint mit den koronaren Risikofaktoren in
Relation zu stehen. So zeigen Patienten mit koronarer Herzkrankheit ein
beschadigtes Migrationsvermogen der Vorlauferzellen, welches invers zur Anzahl der
Risikofaktoren korreliert (Vasa et al. 2001). Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen
steht die Erkenntnis, dass unter Therapie mit einem HMG-CoA Inhibitor die Anzahl
der Progenitorzellen steigen und sich die Endothelfunktion verbessert (Llevadot,
Murasawa, Kureishi et al. 2001, Dimmeler, Aicher, Vasa et al. 2001, Vasa,
Fichtscherer, Adler et al. 2001, Laufs et al. 2004).
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Die Hemmung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems durch ACE-Hemmer oder
AT1-Rezeptorantagonisten ist eine wichtige Therapiestrategie bei der Behandlung
der arteriellen Hypertonie und seiner kardiovaskularen Komplikationen wie
Schlaganfall, Myokardinfarkt und Herzinsuffizienz. Experimentelle Studien zur
Pathophysiologie kardiovaskularer Erkrankungen weisen darauf hin, dass die
Inhibition des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems Uber die Blutdrucksenkung
hinaus positive Effekte auf das kardiovaskulare System hat (Nickenig und Harrison
2002, Lucius et al. 1999). Im Tierexperiment konnten Wassmann et al. eine
Zunahme von atherosklerotischen Lasionen und eine Verschlechterung der
Endothelfunktion bei ApoE-knockout Mausen unter hochcholesterinreichem Futter
zeigen. Eine Verschlechterung des GefalRzustandes zeigte sich bei ApoE/AT1-
knockout Tieren nicht. Diese Resultate weisen auf die Bedeutung des AT1 Rezeptors

bei der Entstehung der Atherosklerose hin (Wassmann et al. 2005).

Grole klinische Studien, die den Einfluss einer Renin-Angiotensin-System-Inhibition
bei Patienten mit kardiovaskularen Erkrankungen untersucht haben, zeigten positive
Effekte auf die Gefalfunktion. In der HOPE Studie (Heart Outcomes Prevention
Evaluation study) zeigte sich, dass der ACE-Hemmer Ramipril bei
Hochrisikopatienten das relative Risiko eines primaren kardiovaskularen Ereignisses
um 22% reduziert (Yusuf et al. 2000). Weitere Studien wie CONSENSUS (Results of
the Cooperative North Scandinavian Enalapril Survival Study), (The CONSENSUS
Trial Study Group, 1989) und die EUROPA Studie (European trial On reduction of
cardiac events with Perindopril in stable coronary Artery disease Investigators), (Fox
et al. 2003), konnten ahnliche Effekte nachweisen. ACE-Hemmer und AT1-
Rezeptorblocker spielen somit eine wichtige Rolle bei der Therapie der

Atherosklerose.

Gegenstand intensiver Forschung ist derzeit die Interaktion von Angiotensin Il mit
Endothelzellen und glatten GefaRmuskelzellen, sowie der Einfluss auf die Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen, Chemokine, Adhasionsmolekuihle und Lipide
(Nickenig et al. 2002, Ferrario und Flack 1996, Keidar 1998).
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In Vorstudien wurde gezeigt, dass der systolische Blutdruck negativ mit der Anzahl
von CD34 und KDR positiven Zellen im peripheren Blut korreliert (Werner N. 2006,
Vasa M. et al 2006). In Ubereinstimmung zeigte sich in unserer Studie eine starkere
Zunahme der endothelialen Progenitorzellen in Form von CD34 und KDR positiven
Zellen unter der Medikation mit Telmisartan 80mg/d. Der Zunahme der Zellen um
279+126% steht eine Senkung des systolischen Blutdrucks um 10 % gegenuber
(p<0,05). Unter Therapie mit Ramipril zeigte sich bei einer Senkung des systolischen
Blutdrucks um 4,5% nur eine geringflugige Steigung der EPC. Weitergehend zeigte
Bahlmann, dass der positive Effekt von AT1 Rezeptorblockern auf die
Progenitorzellen unabhangig von der Blutdrucksenkung bei Patienten mit Diabetes
mellitus ist und bestatigte, dass es dabei zu einem Anstieg der Progenitorzellen
kommt. Dies wurde mit zwei verschiedenen AT1 Blockern gezeigt. Im Gegensatz
dazu konnte der Autor bei Patienten, die mit einer standardisierten antihypertensiven
Therapie behandelt wurden, keine Effekte auf die EPC finden (Bahimann 2005). In
unserer Studie zeigt sich in Ubereinstimmung dami kein Einfluss von Ramipril 10

mg/d auf die Anzahl der zirkulierenden Progenitorzellen.

Angiotensin Il verringert durch oxidativen Stress die Mobilisation der Progenitorzellen
aus dem Knochenmark (Imanishi 2005). Folge ist eine sinkende Anzahl der
zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen im peripheren Blut. Die Behandlung mit
einem AT1-Rezeptorblocker oder einem Hemmstoff des Renin-Angiotensin-Systems
(ACE-Hemmer) konnen diese negativen Effekte reduzieren (Imanishi, Hanot und
Nishio 2004, Min et al. 2004). In aktuellen Studien konnte diese verminderte
Mobilisation von EPC aus dem Knochenmark durch Induktion von oxidativem Stress
bestatigt werden. Dieser Prozess wurde durch eine Behandlung mit Valsartan
inhibiert (Imanishi  und Nishio 2005). Der AT1 Rezeptor hat nicht nur eine
bedeutende Rolle in der Genese der Atherosklerose, sondern auch in der
Mobilisation und Funktion zirkulierender endothelialer Progenitorzellen. Angiotensin |l
vermittelte  Stimulation am  AT1 Rezeptor fuhrt zu einer erhohten
Sauerstoffradikalfreisetzung durch Aktivitatserhohung der NADPH-Oxidase. Der AT1
Rezeptor hat somit eine zentrale Rolle in der Entstehung und Progression der
Atherosklerose (Nickenig et al., Griendling et al. 1994). Der resultierende vaskulare
Stress fuhrt zu einem Fortschreiten der endothelialen Dysfunktion und zu einem
progressiven Verlust von Endothelzellen (Libby 2002). AT1 Rezeptorantagonisten
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haben gezeigt, dass sie eine antioxidative und vasoprotektorische Funktion, in
Zusammenhang mit einer Downregulation der NADPH Oxidase-Expression bei
Patienten mit koronarer Herzkrankheit haben (Rueckschloss et al. 2002). Die
Hemmung von Angiotensin Il fuhrt in Tierexperimenten zu vaskularen, kardialen und
renalen Effekten unabhangig von der Blutdrucksenkung. Diese und weitere
molekulare Mechanismen konnen fur das Benefit bei Patienten mit Hypertension
oder diabetischer Nephropathie eine Rolle spielen. Angiotensin-Converting-Enzym-
Inhibitoren und Calciumkanalblocker zeigen diese Effekte auch, die Studienlage
hierzu ist aber weniger gesichert (De Champlain 2005). Auch bei uns zeigt sich unter
Telmisartan 80 mg/d bei 3 monatiger Gabe eine Verbesserung der
endothelabhangigen Vasodilatation (+11%). Eine Verbesserung der Endothelfunktion
durch den ACE Hemmer Ramipril, wie beschrieben von Min et al., konnte in unserem
kleinen Kollektiv nicht festgestellt werden (Min et al. 2004). Ramipril fuhrte zu keiner
Erhohung der Anzahl der EPC und nur zu einer dem Placeboeffekt entsprechenden
Steigerung der reaktiv, hyperamischen Vasodilatation (Ramipril +3%, Placebo
+2,7%).

In der kirzlich verodffentlichten EPCAD-Studie konnte in einer Subgruppe gezeigt
werden, dass die colony forming units als replikative Potenz der zirkulierenden
Vorlauferzellen in Korrelation mit der kardiovaskularen Ereignisrate stehen (Werner
et al. 2005). In unserem Patientenkollektiv konnte keine Zunahme der CFU, weder
bei Behandlung mit Telmisartan, noch bei Placebo gezeigt werden. Der ACE-
Hemmer Ramipril senkte hingegen signifikant die replikative Potenz der Zellen. Eine
mogliche Erklarung der unterschiedlichen Wirkung von AT1-Blockern und ACE-
Hemmern konnte die Blockierung der lokalen, organbezogenen
Synthesemoglichkeiten z.B. uber Chymasen von Angiotensin |l sein, welche durch
AT1-Blocker, nicht aber durch ACE-Hemmer, inhibierbar sind.
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5.2.1 Klinische Bedeutung der Studie

In dieser Pilotstudie an Patienten mit stabiler koronarer Herzkrankheit fuhrte die
Einnahme des AT1-Antagonisten Telmisartan zusatzlich zur Standardmedikation zu
einer Hochregulation der zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen und einer
Verbesserung der Endothelfunktion. Dieser Effekt war nach Behandlung mit dem
ACE-Hemmer Ramipril oder Placebo nicht zu beobachten. Die Aussagekraft der
Untersuchung ist durch die kleine Fallzahl limitiert. Die Befunde weisen jedoch auf
die prinzipielle Maoglichkeit einer differentiellen Regulation der endothelialen
Progenitorzellen durch unterschiedliche Inhibitoren des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems hin. Daher sind Studien an grolReren Patientenkollektiven

notwendig und sinnvoll.
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