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1. Zusammenfassung

Einfluss des AT;,-Rezeptorantagonismus auf die Hypercholesterindmie-induzierte

endotheliale Dysfunktion

Die Atherosklerose und ihre Folgeerkrankungen sind flir mehr als die Halfte aller
Todesfalle in den westlichen Industrienationen verantwortlich. Einer der wichtigsten
Risikofaktoren flr die Entstehung der Atherosklerose ist die Hypercholesterinamie.

Fur die Pathogenese der Atherosklerose spielt das Renin-Angiotensin-System (RAS)
eine wichtige Rolle. Angiotensin Il als biologischer Effektor des RAS bewirkt Uber die
Aktivierung des Angiotensin Il Typ 1 (AT)-Rezeptors eine vermehrte Freisetzung
reaktiver Sauerstoffspezies, Vasokonstriktion und pathologische Wachstumsprozesse
vaskularer Zellen. Diese Prozesse gelten als pathogenetisch bedeutsam fir die
Entwicklung der endothelialen Dysfunktion, einem Stadium der abnormen
GefalRbewegung, prothrombotischer und proinflammatorischer Prozesse, und der
daraus entstehenden Atherosklerose.

Die Hypercholesterinamie fiihrt zu einer vaskularen Uberexpression des AT;-Rezeptors
in vitro und in vivo. Mehrere Studien zeigten, dass die Behandlung
hypercholesterindmischer Tiere mit einem AT-Rezeptorantagonisten zu einer
Normalisierung der Freisetzung freier Sauerstoffradikale aus der GefalRwand und zu
einer Aufhebung der endothelialen Dysfunktion fiihrt, ohne dass die Lipidspiegel
verandert wurden.

Die vorliegende Arbeit sollte daher die Fragestellung untersuchen, ob eine
pharmakologische Blockade des AT -Rezeptors beim Menschen zu einer Verbesserung
der Hypercholesterindmie-induzierten endothelialen Dysfunktion fihren kann. Daflr
wurden hypercholesterinamische, normotensive Patienten mit nachgewiesener
endothelialer Dysfunktion fir sechs Wochen randomisiert und doppelblind entweder mit
einem AT -Rezeptorantagonisten (Candesartan 16 mg/Tag), einem
Calciumantagonisten (Felodipin 5 mg/Tag) oder Placebo therapiert. Mittels
Unterarmvenenverschluss-Plethysmographie wurde zum einen die Endothel-abhangige
Vasodilatation im Rahmen der reaktiven Hyperamie nach Ischamie, zum anderen die
Nitrat-induzierte Endothel-unabhangige Vasodilatation untersucht. Zusatzlich wurden
laborchemische Parameter der Entzindung, des oxidativen Stresses und der Gerinnung
vor und nach der Therapie analysiert.

Es konnte nachgewiesen werden, dass eine sechswdchige Therapie mit dem AT;-
Rezeptorantagonisten  Candesartan zu einer signifikanten Steigerung des

Unterarmblutflusses wahrend der reaktiven Hyperamie als Marker der Endothel-
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abhangigen Vasodilatation und damit zu einer Verbesserung der endothelialen
Dysfunktion fuhrte. Sowohl in der Placebo- als auch in der Felodipingruppe als
antihypertensiv behandelte Kontrollgruppe konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen
werden. Die Endothel-unabhangige Vasodilatation und der basale Blutfluss wurden in
keiner Behandlungsgruppe signifikant beeinflusst.

Laborchemisch kam es unter Behandlung mit Candesartan zu einer signifikanten
Reduktion der Plasmakonzentrationen von 8-Isoprostan, einem Marker fir oxidativen
Stress. Ebenfalls wurde eine signifikante Abnahme der fir die Pathogenese der
Atherosklerose wichtigen Inflammationsmolekiile Monozyten-chemotaktisches Protein-1
(MCP-1) und I6sliches interzellulares Adhasionsmolekil-1 (sICAM-1) im Plasma
nachgewiesen. In beiden Kontrollgruppen zeigten sich hier keine signifikanten
Veranderungen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Therapie mit einem
ATq-Rezeptorantagonisten bei hypercholesterinamischen Patienten Uber einen Anstieg
der Endothel-abhangigen Vasodilatation zu einer signifikanten Verbesserung der
endothelialen Dysfunktion sowie zu einer signifikanten Abnahme von Markern von
oxidativem Stress und vaskularer Inflammation fuhrt, ohne dass die Lipidspiegel und
Blutdruckwerte signifikant beinflusst wurden.

Die hier vorgelegten Ergebnisse unterstreichen somit die Bedeutung des AT-Rezeptors
fur die Pathogenese der Hypercholesterindmie-induzierten endothelialen Dysfunktion
und der Substanzklasse der ATq-Rezeptorantagonisten fiir die Behandlung der

Atherosklerose und ihrer Folgeerkrankungen.

Effect of AT -receptor antagonism on hypercholesterolemia-induced

endothelial dysfunction

Atherosclerotic diseases are responsible for more than half of all deaths in the
industrialized world. One of the most important risk factors for the development of
atherosclerosis is hypercholesterolemia.

The renin-angiotensin system (RAS) plays an important role in the pathogenesis of
atherosclerosis. Angiotensin I, the biological effector of the RAS, mediates by activation
of the angiotensin Il type 1 (AT,;) receptor an increased release of reactive oxygen
species, vasoconstriction, and pathological growth of vascular cells. These processes
are considered to be important for the development of endothelial dysfunction, a state of
abnormal vasomotion, prothrombotic and proinflammatory processes, and manifested

atherosclerosis.



Hypercholesterolemia leads to vascular overexpression of the ATq-receptor in vitro and
in vivo. Several studies have shown that treatment of hypercholesterolemic animals with
AT -receptor antagonists reduces reactive oxygen species release from the vessel wall
and reverses endothelial dysfunction without concurrent changes in lipid profiles.

This study was designed to investigate whether pharmacological ATs-receptor blockade
may improve hypercholesterolemia-induced endothelial dysfunction in humans.
Hypercholesterolemic, normotensive patients with endothelial dysfunction were treated
for six weeks in a randomized, double-blind fashion with either an AT,-receptor
antagonist (candesartan 16 mg/day), a calcium channel antagonist (felodipine 5 mg/day)
or placebo. Venous occlusion plethysmography of the forearm was used to assess
endothelium-dependent vasodilation (reactive hyperemia following ischemia) as well as
endothelium-independent vasodilation (nitrate-induced forearm blood flow). In addition,
plasma markers of inflammation, oxidative stress, and coagulation were analyzed. All
parameters were assessed before and after therapy.

Treatment for six weeks with the ATi-receptor antagonist candesartan significantly
increased forearm blood flow during reactive hyperemia as a marker of endothelium-
dependent vasodilation and therefore improved endothelial dysfunction. This effect was
not observed in the control groups treated with either the antihypertensive drug
felodipine or placebo. Endothelium-independent vasodilation and basal blood flow were
not significantly altered in any treatment group.

In addition, significant reductions of the plasma concentrations of 8-isoprostane, a
marker of oxidative stress, and of the inflammatory molecules monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1) and soluble intercellular adhesion molecule-1 (sICAM-1), which are
important for the pathogenesis of atherosclerosis, were observed. No significant effects
were seen in both control groups.

In summary, this study shows that treatment of hypercholesterolemic patients with an
AT -receptor antagonist results in an improvement of endothelial dysfunction by an
increase of endothelium-dependent vasodilation and in reductions of markers of
oxidative stress and vascular inflammation, without significant changes in lipid and blood
pressure levels.

The results of this study underline the importance of the AT;-receptor for the
pathogenesis of hypercholesterolemia-induced endothelial dysfunction and of the class

of AT,-receptor antagonists for the treatment of atherosclerosis and its related diseases.



2. Einleitung

2.1. Koronare Herzkrankheit, Atherosklerose und endotheliale

Dysfunktion

Die koronare Herzerkrankung (KHK) ist die Haupttodesursache in den USA, Europa und
Japan (Ross 1993). Die Pathogenese der KHK ist multifaktoriell und fiir die Entstehung
sind mehrere Risikofaktoren bekannt, die in grof3 angelegten epidemiologischen Studien
wie der Framingham Heart Studie gesichert wurden (Castelli et al. 1986). Die Inzidenz
der KHK steigt mit der Anzahl der Risikofaktoren und mit zunehmendem Lebensalter an.
Hypercholesterinamie, arterielle Hypertonie, Nikotinabusus und Diabetes mellitus sind
Risikofaktoren erster Ordnung flir beide Geschlechter. Das Vorhandensein mehrerer
dieser Risikofaktoren erhoht hierbei das Risiko fur die Entwicklung der KHK exponentiell
und lasst sich nicht nur als die Summe der statistischen Wahrscheinlichkeiten der
Einzelfaktoren darstellen (Cremer et al. 1997).

Grundlage der KHK ist die Atherosklerose der Koronararterien. Den heutigen allgemein
anerkannten Erkenntnisstand zur Pathogenese stellt die von Ross 1973 entwickelte und
1986 und 1993 modifizierte ,response to injury“ Hypothese dar. Demnach handelt es
sich bei der Entstehung der Atherosklerose um einen komplexen, in mehreren Stadien
ablaufenden inflammatorischen Vorgang, der durch eine vielgestaltige Wechselwirkung
zwischen Endothel, glatten Muskelzellen der Tunica media der Arterien, Blutplattichen,
Monozyten bzw. Makrophagen, aktivierten T-Lymphozyten sowie Wachstumsfaktoren
und Zytokinen charakterisiert ist (Ross 1999).

Die frihe Phase der Atherogenese, noch vor Entstehung der atherosklerotischen
Lasionen, ist gekennzeichnet durch die endotheliale Dysfunktion. Das Endothel setzt als
endokrines Organ zahlreiche vasoaktive Faktoren frei (Angiotensin |, Serotonin,
Bradykinin, Noradrenalin etc.). Diese flihren zur endothelvermittelten Vasodilatation oder
-konstriktion. Bei der endothelialen Dysfunktion kommt es durch die unterschiedlichen
Risikofaktoren wie Nikotin, Hyperlipoproteinamie, arterielle Hypertonie und Diabetes
mellitus zu einer Schadigung des Endothels, die eine Zunahme der Permeabilitat des
Endothels fur Lipoproteine und andere zirkulierende Stoffe im Plasma mit sich bringt. In
der Folge werden Endothelzellen aktiviert und exprimieren vermehrt sogenannte
Adhasionsmolekule auf der Zelloberflache.

Die Folgen sind vermehrte Adhasivitat und Permeabilitdt von mononukledren Zellen am
Endothel und die Freisetzung von Zytokinen. Solche Zytokine sind z.B. Interleukin-6 (IL-

6) und Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a). Selektine vermitteln das Rollen der



Monozyten entlang des Endothels, das vaskulare Adhasionsmolekul-1 (VCAM-1) sowie
das interzellulare Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1) haben eine groRe Bedeutung fiir das
feste Anhaften und die transendotheliale Migration von Monozyten. ICAM-1 und VCAM-
1 spielen eine grofl3e Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose. Das l6sliche ICAM-1
(sICAM-1) ist oft viele Jahre vor einer klinischen Manifestation der koronaren
Herzkrankheit im Blut erhéht und kann daher als Marker der koronaren Atherosklerose
benutzt werden (lkata et al. 2000, Wojakowski et al. 2001).

Im weiteren Verlauf dringen vor allem Monozyten und in geringerem Ausmal} T-
Lymphozyten in den subintimalen Raum ein (Libby 2002). Dies wird durch eine andere
Gruppe von Molekilen, zu denen z.B. das Chemokin Monozyten-chemotaktisches
Protein-1 (MCP-1) gehort, vermittelt. MCP-1 wird von Endothelzellen nach Stimulation
durch Interleukin-1 (IL-1) und TNF-a produziert und spielt eine wichtige Rolle in der
Chemoattraktion, Migration und Aktivierung von Monozyten, T-Zellen und der
Proliferation glatter Muskelzellen (Bevilacqua et al. 1985, Gamble et al. 1985).
Monozyten binden an die Adhasionsmolekule an der Oberflache der Endothelzellen und
nehmen oxidiertes LDL-Cholesterin (ox-LDL) Uber den Scavenger-Rezeptor auf. Es folgt
eine Formierung von Schaumzellen und Einwanderung in den subintimalen Raum, die
spater zur Bildung der ,fatty streaks® fuhrt (Ross 1999). Fatty streaks zeichnen sich
durch eine erhéhte Akkumulation von Makrophagen, Schaumzellen und lipidbeladenen
glatten Muskelzellen aus (Parthasarathy et al. 1989, Yla-Herttuala et al. 1989).
Gleichzeitig wandern glatte Muskelzellen in die Intima ein und bilden zusammen mit
Fibroblasten und extrazellularer Matrix eine fibrése Kappe, die das zirkulierende Blut
und die atherosklerotische Plaque voneinander trennt (Ross 1999). Kommt es zur
verminderten Bildung von extrazellularer Matrix durch glatte Muskelzellen oder
vermehrtem Abbau von Matrix durch degradierende Enzyme, kann eine stabile Plaque
instabil werden. Makrophagen und Schaumzellen schitten Matrixmetalloproteinasen
aus, die extrazellulare Matrix abbauen. Ein Ungleichgewicht zwischen verminderter
Bildung und vermehrtem Abbau der extrazellularen Matrix fiihrt zur Ausdiinnung der
fibrosen Kappe. Die kontinuierliche Einwanderung dieser Zellen und deren Proliferation
unter dem Einfluss der sezernierten Zytokine und Wachstumsfaktoren bewirkt eine
Progression der Gefalischadigung (Ross 1993). Immunhistologische Untersuchungen
zeigten, dass sich insbesondere Makrophagen und T-Lymphozyten vermehrt in
instabilen atherosklerotischen Plaques finden.

Verschiedene inflammatorische Systeme interagieren mit der Thrombusbildung.
Aktivierung z.B. des Komplementsystems, des lokalen Angiotensins, der Matrixmetallo-
proteinasen und eine lokale Aktivierung von mononuklearen Zellen sind mit erhdhter

Thrombusformation assoziiert. Zusatzlich kommt es zu einer vorwiegend Interleukin-6



vermittelten  Akute-Phase-Reaktion. Dies fohrt zur vermehrten  Synthese
prothrombotischer (z.B. Fibrinogen, Plasminogen Aktivator Inhibitor-1) und
inflammatorischer Mediatoren bzw. Marker (z.B. C-reaktives Protein) und unterhalt
dadurch Uber Tage bis Wochen einen prokoagulatorischen Zustand. Von Bedeutung ist
hierbei unter anderem der Gewebeplasminogenaktivator (tPA). TPA konvertiert
Plasminogen in Plasmin, welches Fibrinthromben aufldst. Der wichtigste Hemmer dieser
Reaktion ist der Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 (PAI-1). Das Gleichgewicht zwischen
tPA und PAI-1 bestimmt ob ein Thrombus gebildet oder aufgelést wird. Erhdhte
Plasmakonzentrationen von PAI-1 fiihren zu einem prothrombotischen Zustand (Dawson
et al. 1992, Salomaa et al. 1995, Newby et al. 2001).

Unter dem Einfluss von Scherkraften kann die fibrose Kappe aufreillen. Der
thrombogene Lipidkern der Plaques und Kollagen in der Gefallwand werden freigelegt.
Eine Aktivierung von Thrombozyten und des Hamostasesystems fiihrt dann zur
okkludierenden oder nicht okkludierenden Thrombusbildung (Libby 1992). Klinisch
manifestiert sich die Plaqueruptur mit Thrombusformation als akutes Koronarsyndrom

mit instabiler Angina pectoris oder als Myokardinfarkt.

Noch bevor sich morphologische Veranderungen zeigen, lassen sich bereits reversible
Storungen der Endothelfunktion nachweisen. Die endotheliale Dysfunktion ist unter
anderem charakterisiert durch eine Abnahme der Endothel-abhéngigen Vasodilatation
(Ross 1993). Diese Abnahme kann durch eine verminderte Stickstoffmonoxid (NO)-
Bioverfugbarkeit erklart werden (Harrison 1997a). NO wird durch die endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) aus der basischen Aminosaure L-Arginin gebildet
und fahrt Gber eine Erhéhung von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) in der
glatten Gefallmuskulatur zu einer Vasorelaxation. Weitere Funktionen des NO sind die
Hemmung der Proliferation glatter Muskelzellen und zwar sowohl endothelial
produziertes NO als auch NO, das aus NO-Donatoren freigesetzt wird, sowie die
antithrombogenen und antiinflammatorischen Eigenschaften (Nakaki et al. 1990).

Die chemische Stabilitdt von NO ist gering. In Anwesenheit des freien Sauerstoffradikals
Superoxid (O2) entsteht mit hoher Reaktionsgeschwindigkeit der toxische Metabolit
Peroxynitrit. Dieser Reaktionsschritt 1auft 3-5fach  schneller ab als die
Dismutierungsreaktion von O, zu H,O, und Sauerstoff durch die Superoxiddismutase
(SOD) (Gryglewski et al. 1986, White et al. 1994). Normalerweise besteht ein
Gleichgewicht zwischen den reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)-produzierenden und
ROS-abbauenden Enzymen in der GefaRwand. Das Verhaltnis zwischen der Aktivitat

antioxidativer (z.B. SOD) und oxidativer Enzymsysteme, wie z.B. die NAD(P)H-Oxidase,



beeinflusst den Anteil von biologisch aktivem NO. Ein Ungleichgewicht durch ein
Uberwiegen von ROS fiihrt zu einer Abnahme der NO-Bioverfliigbarkeit.

Als ein gemeinsamer Pathomechanismus dieses multifaktoriellen Geschehens wird die
vermehrte Produktion freier Sauerstoffradikale, der sogenannte oxidative Stress, in der
GefaBwand angesehen. Oxidativer Stress ist ein haufig verwendeter Begriff, der
grundsatzlich das Ungleichgewicht zwischen der Rate mit welcher der intra- und
extrazellulare Gehalt von freien Sauerstoffradikalen ansteigt relativ zur Kapazitat der
Zellen freie Sauerstoffradikale zu eliminieren, beschreibt. Die resultierende vermehrte
Inaktivierung von NO ist eine pathogenetisch essentielle Folge von oxidativem Stress
(Hua et al. 2000). Eine Zunahme von ROS und eine verminderte NO-Bioverfligbarkeit
spielen eine bedeutende Rolle in der Pathogenese der endothelialen Dysfunktion und
manifesten Atherosklerose. Messbare Oxidationsparameter sind z.B. 8-Isoprostane, die
nichtenzymatisch durch freie Sauerstoffradikale aus der in der Zellmembran verankerten
Arachidonsaure gebildet werden. Durch die Phospholipase A; erfolgt die Abspaltung der
Isoprostane von den Membranlipiden und die Freisetzung in den Blutkreislauf (Patrono
et al. 1997).

Es lasst sich zusammenfassend sagen, dass die endotheliale Dysfunktion der initial
wichtigste Schritt in der Entwicklung der Atherosklerose ist. Die gestorte
Endothelfunktion hat zudem eine prognostische Bedeutung. Bei Patienten ohne
angiographisch detektierbare stenosierende KHK wurde nachgewiesen, dass eine
schwere endotheliale Dysfunktion mit einer erhdhten Rate kardiovaskularer Ereignisse
und einer gesteigerten Letalitdt assoziiert war (Schachinger et al. 2000, Suwaidi et al.
2000).

Wichtige messbare Marker einer endothelialen Dysfunktion bzw. Prognosemarker bei
Patienten mit Atherosklerose sind unter anderem MCP-1, sICAM-1, CRP, IL-6, tPA, PAI-

1 und 8-Isoprostan.



2.2. Hypercholesterinamie

Grolde epidemiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Hypercholesterindmie
und hierbei insbesondere die Erhdhung der Ilow-density Lipoprotein (LDL)-
Plasmakonzentration ein wichtiger Risikofaktor fur die Entstehung der Atherosklerose
ist. Eine dieser Studien war die Framingham Heart Studie, in der Giber 5000 Einwohner
der nordamerikanischen Stadt Framingham, Massachusetts Uber vier Jahrzehnte lang
alle zwei Jahre bezlglich der Entstehung atherosklerotischer Gefallveranderungen in
Abhangigkeit von zahlreichen messbaren Faktoren medizinisch untersucht wurden
(Castelli et al. 1986). Martin et al. zeigten 1986, dass die Morbiditat und Mortalitat der
koronaren Herzerkrankung mit erhéhten Cholesterinspiegel ansteigen.

Fuir einen Zusammenhang zwischen der Entstehung der Atherosklerose und der
Hypercholesterinamie spricht die in vitro beobachtete Oxidation von LDL. Natives LDL
bindet an die klassischen LDL-Rezeptoren (Apo B- und Apo E-Rezeptor) (Krieger 1998,
Beisiegel 1998). Oxidiertes LDL wird jedoch in Makrophagen und glatten
GefaBmuskelzellen aufgenommen. Diese Aufnahme erfolgt nun (ber spezielle
Rezeptoren, die als Scavenger-Rezeptoren bezeichnet werden und im Gegensatz zu
den klassischen LDL-Rezeptoren nicht einem negativen Feedback-Mechanismus
unterliegen. Den Scavenger-Rezeptoren kommt bei der Entstehung der Atherosklerose
eine wichtige Rolle zu. 1997 identifizierten Sawamura et al. den endothelialen Rezeptor
fur oxidiertes LDL, der als LOX-1 Rezeptor (lectin-like oxidized LDL receptor) bezeichnet
wird. Die LOX-1 Expression kann durch oxidiertes LDL induziert werden (Chen et al.
2000). Ebenfalls wird der Rezeptor durch Einfluss von Angiotensin Il nach Stimulation
des AT-Rezeptors vermehrt exprimiert, eine Blockade mit Losartan, einem AT;-
Rezeptorblocker, hemmt diese Hochregulation (Li et al. 1999).

Zusatzliche Effekte des oxidierten LDL sind unter anderem die Steigerung der Migration
und Proliferation glatter Gefallmuskelzellen (Ross et al. 1973, Ross 1993, Faggiotto et
al. 1984a, Faggiotto et al. 1984b).

Eine wichtige schadigende Wirkung der Hypercholesterinamie entsteht durch die
vermehrte Produktion freier Sauerstoffradikale. So wurde in Aorten von Kaninchen, die
mehrere Wochen eine cholesterinreiche Ernahrung erhielten, eine gesteigerte Synthese
von freien Sauerstoffradikalen nachgewiesen (Ohara et al. 1993). Uberschreitet die
Produktion die Elimination freier Sauerstoffradikale entsteht oxidativer Stress. Hierbei
wird die NO-Bioaktivitat reduziert und es entsteht eine endotheliale Dysfunktion (Darley-
Usmar et al. 1997). Die Verschlechterung der Endothel-abhdngigen Vasodilatation
konnte durch gleichzeitige Applikation von Antioxidantien vermindert werden (Keany et

al. 1995). Die vermehrte Produktion freier Sauerstoffradikale gilt daher als zentraler
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pathogenetischer Vorgang fur die Entstehung der Hypercholesterindmie-induzierten
endothelialen Dysfunktion (Harrison 1997a, Harrison 1997b).

Ergebnisse grol} angelegter klinischer Studien haben in den letzten Jahren eindeutig
den grofRen klinischen Nutzen einer cholesterinsenkenden Therapie bei Patienten mit
KHK belegt. Insbesondere die Reduktion des LDL-Cholesterin geht mit einer deutlichen
Senkung der Letalitdt und des Myokardinfarktrisikos sowie einer Regression der
Koronaratherosklerose einher. In der 4S-, der WOSCOPS- und der CARE-Studie, in
denen man hypercholesterinamische Patienten mit HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren
(der Substanzklasse der sogenannten Statine) behandelte, wurden signifikant weniger
Infarktereignisse dokumentiert und die Letalitdt sank zwischen 24% und 42%. Ebenfalls
waren deutlich weniger operative Myokardrevaskularisationen und Koronarangioplastien
erforderlich (Sheperd et al. 1995, Scandinavian Simvastin Survival Study Group 1994,
Sacks et al. 1995, Sacks et al. 1996).

Eine Hemmung der HMG-CoA-Reduktase bewirkte bei hypercholesterinamischen
Patienten bereits innerhalb eines Monats eine Verbesserung der Endothelfunktion, wie
O'Driscoll et al. 1997 mit der Unterarmvenenverschluss-Plethysmographie nachwiesen.
Freie Sauerstoffradikale verschlechtern die endotheliale Funktion, indem sie NO direkt
inaktivieren (Drummond et al. 2000, Harrison 1997b). Durch Senkung von LDL-
Cholesterin reduzieren Statine zwar generell den oxidativen Stress (Cai et al. 2000),
jedoch ist ein Teil der Statin-Wirkung unabhangig von der LDL-Cholesterinsenkung, da
Statine direkt die vaskulare Superoxidradikalproduktion beeinflussen (Wassmann et al.
2002a, De Caterina et al. 2002, Rikitake et al. 2001). Zusatzlich wird eine Cholesterin-
unabhéngige verstarkte Expression und Aktivitdt der endothelialen NO-Synthese
beobachtet (Laufs et al. 1998). Eine positive Beeinflussung der Endothelfunktion kann
durch Behandlung mit Statinen bereits nach 24 Stunden erreicht werden (Wassmann et
al. 2003b).



2.3. Renin-Angiotensin-System

2.31. Das Renin-Angiotensin-System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) beeinflusst die Regulation der Blutdruck-, Salz-
und Flussigkeitshomdostase. Eine Aktivierung des RAS erfolgt im wesentlichen durch
Stimuli wie arterielle Hypotonie, Verringerung der Serumnatriumkonzentration und
erhdhter Sympathikotonus. Hierdurch kommt es zu einer vermehrten Produktion und
Ausschittung von Renin, einer Peptidase, die in den juxtaglomeruldren Zellen des Vas
afferens der Niere gebildet wird und von dort ins Blut gelangt. Das vorwiegend in der
Leber gebildete Angiotensinogen wird durch Renin in das Decapeptid Angiotensin |
umgewandelt. Angiotensin | wird sowohl im Blut als auch im Gewebe durch das
Angiotensin-I-Konversionsenzym (ACE) in das aktive Octapeptid Angiotensin |l
umgewandelt (Peach 1977). Neben dem ACE vermitteln noch weitere Enzyme die
Produktion von Angiotensin Il. Dazu gehért z.B. die Chymase, die vorwiegend
gewebestandig und insbesondere in myokardialem Gewebe vorliegt (Urata et al. 1990,
Urata et al. 1993). Angiotensin |l wird Gber die Aminopeptidase A in Angiotensin Il
abgebaut, welches Uber die Aminopeptidase B in Angiotensin IV gewandelt wird.
Endopeptidasen und Carboxypeptidasen bauen Angiotensin IV in weitere, biologisch
inaktive Fragmente ab. Angiotensin Il vermittelt seine biologischen Effekte Uber zwei
bekannte Angiotensin Rezeptorsubtypen, den AT~ und AT,-Rezeptor und
mdglicherweise Uber bislang unbekannte Rezeptoren (Abbildung 1) (Griendling et al.
1993).

Die biologischen Effekte von Angiotensin Il werden Uberwiegend Uber den AT;-Rezeptor
vermittelt. Dieser G-Protein gekoppelte Rezeptor wird hauptsachlich in Geweben des
kardiovaskularen Systems exprimiert, so z.B. auf glatten GefaRmuskelzellen und
Kardiomyozyten. Zu den durch diesen Rezeptor vermittelten Effekten zahlen
Vasokonstriktion, Aldosteronfreisetzung, Regulation des renalen Blutflusses,
myokardiale und vaskuldre Hypertrophie, Wasser- und Natriumretention sowie eine

Sympathikusaktivierung mit Katecholaminfreisetzung (Timmermanns et al. 1993).
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Angiotensinogen
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Angiotensin 11l
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Angiotensin (1-7)
AT, Rezeptor AT,-Rezeptor

weitere
Angiotensin
Rezeptoren

Abbildung 1: Schema des Renin-Angiotensin-Systems

Ein bedeutender Effekt des AT:-Rezeptors im kardiovaskuldren System ist die
Produktion und Freisetzung freier Sauerstoffradikale aus den Gefal3zellen (Nickenig et
al. 2002b, Dzau 1998, Romero et al. 1999). Angiotensin Il fuhrt Gber eine Steigerung der
Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase zu einem Anstieg von Superoxid-Anionen, die eine NO-
Inaktivierung bewirken. Dies wurde in vitro und in vivo nachgewiesen (Griendling et al.
1994, Rajagopalan et al. 1996).

Ebenso wie der AT,-Rezeptor bindet auch der AT,-Rezeptor Angiotensin Il. Dieser
Rezeptor ist im Gehirn und Nebennierenmark lokalisiert, aber auch im vaskularen
System (Tabelle 1). Eine Rezeptoraktivierung flhrt unter anderem zu Vasodilatation und
Hemmung des Wachstums glatter GefalRmuskelzellen (Unger 1999).

Eine Ubersicht tiber die physiologische Organverteilung der Angiotensin-Rezeptoren gibt
Tabelle 1.
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Organ Rezeptortyp
Herz AT4, AT,
Glatte Gefallmuskelzellen AT,
Endothelzellen AT4, AT,
Fibroblasten AT4, AT,
Leber > 90% AT,
Lunge AT,

Gehirn ATq, AT,
Thrombozyten AT,
Monozyten AT4, AT,
Niere AT,, AT,
Nebennierenrinde AT, > AT,
Nebennierenmark AT, > AT,
Uterus AT,
Plazenta > 90% AT,
Spermatozyt AT,

Tabelle 1: Physiologische Organverteilung der Angiotensin II-Rezeptoren

12




2.3.2. AT -Rezeptorantagonisten

Eine medikamentdése Blockade des ATi-Rezeptors kann durch AT;-
Rezeptorantagonisten, der Substanzgruppe der sogenannten Sartane erfolgen. AT;-
Rezeptorantagonisten sind Nicht-Peptid-Antagonisten ohne intrinsische Aktivitat, die den
ATq-Rezeptor kompetetiv blockieren und damit eine Rezeptoraktivierung durch
Angiotensin Il unabhangig von Angiotensin ll-freisetzenden Enzymen unterbinden
(Csajka et al. 1997, Timmermanns et al. 1993). Dabei kommt es zu einer potentiell
effektiveren Blockade des Renin-Angiotensin-Systems als durch ACE-Hemmer, die
ausschliellich das  Angiotensin-Konversions Enzym hemmen. Bei dieser
Medikamentengruppe ist eine vollstandige Blockade der Angiotensin Il Bildungswege
nicht moéglich, da weitere Enzyme die Bildung von Angiotensin Il vermitteln (z.B.
Chymase).

Der AT,-Rezeptor wird durch die hochselektiven AT;-Rezeptorantagonisten nicht
blockiert. Bei Blockade des AT -Rezeptors wird durch Angiotensin Il sogar vermehrt der
AT,-Rezeptor stimuliert. Die im Rahmen der AT -Rezeptorblockade vermehrt gebildeten
Abbauprodukte von Angiotensin Il, wie z.B. Angiotensin 1-7 (Ang 1-7), kdnnen bei den
Effekten der AT -Rezeptorblockade ebenfalls eine Rolle spielen. So wird beispielsweise
Uber eine Ang 1-7 vermittelte cGMP-Stimulation und Koronardilatation berichtet
(Brosnihan et al. 1996, Seyedi et al. 1995).

Die blutdrucksenkende Wirkung der ATi-Rezeptorantagonisten konnte in zahlreichen
Studien gut dokumentiert werden. So wurden in der LIFE Studie Gber 9000 Hypertoniker
mit linksventrikularer Hypertrophie eingeschlossen und entweder mit dem AT;-
Rezeptorantagonist Losartan oder dem Betablocker Atenolol therapiert. Primare
Endpunkte waren die kardiovaskulare Mortalitat sowie die Inzidenz von Schlaganfall und
Myokardinfarkt. Der AT1-Rezeptorantagonist bewirkte im Vergleich zum Betablocker
eine signifikant starkere Risikoreduktion um 13 % fir den primaren Endpunkt (Dahlof et
al. 2002).

Ein wichtiger Effekt der AT,—Rezeptorblocker ist die Reduktion des oxidativen Stresses.
So zeigten Sato et al. 2003, dass eine 12-woéchige Therapie mit dem AT-
Rezeptorantagonisten Candesartan bei 30 Patienten mit Diabetes mellitus und arterieller
Hypertonie zu einer signifikanten Reduktion einiger Marker des oxidativen Stresses (z.B.
Malondialdehyd-modifiziertes LDL-Cholesterin) fuhrt. Koh et al. zeigten 2003 in einer
Studie bei 45 Patienten mit arterieller Hypertonie, dass eine 60-tagige Therapie mit
Candesartan im Vergleich zu einem Placebopraparat eine signifikante Senkung der

Plasmaspiegel von Malondialdehyd bewirkt.
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2.4. Hypercholesterinamie und AT -Rezeptorexpression

Die Hypercholesterinamie ist ein wichtiger Risikofaktor fir die Entstehung der
Atherosklerose und endothelialer Dysfunktion (Castelli et al. 1986). Oxidativer Stress gilt
als ein zentraler pathogenetischer Vorgang fir die Entstehung der
Hypercholesterinamie-induzierten endothelialen Dysfunktion (Ohara et al. 1993). Trotz
zahlreicher Untersuchungen sind die genauen molekularen Mechanismen jedoch nur
unzureichend bekannt.

Eine wesentliche Ursache der vaskularen Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies ist die
Aktivierung des AT -Rezeptors (Griendling et al.1994, Rajagopalan et al. 1996, Laursen et
al. 1997). Die Expression des AT,-Rezeptors wird durch unterschiedliche Agonisten
beeinflusst. Die Regulation dieses Rezeptors ist flur die Atherogenese von grofer
Bedeutung, da das Ausmall der AT -Rezeptor-induzierten Vasokonstriktion,
Zellproliferation, ROS-Produktion und Inflammation entscheidend vom Ausmal} der
Expression dieses Rezeptors in der Gefallwand abhangt (Abbildung 2) (Nickenig et al.
1994, Lassegue et al. 1995, Nickenig et al. 1996, Nickenig et al. 1998a, Nickenig et al.
1998b, Nickenig et al. 2002a).

Hypercholesterindmie

€D ®

Angiotensin I1

v ¥
Vasokonstriktion — Inflammation
Rezeptor

Freie Radlkale Proliferation

Abbildung 2: Schematische Darstellung der  Hypercholesterindmie-induzierten = AT;-

Rezeptoriiberexpression.
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Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Hypercholesterindmie in vitro und in
vivo zu einer vaskularen Uberexpression des ATi-Rezeptors fihrt. Dies wurde in
kultivierten glatten Gefalimuskelzellen sowie in hypercholesterindmischen Kaninchen
und Menschen nachgewiesen (Nickenig et al. 1997a, Nickenig et al. 1997b, Nickenig et
al. 1999). Die Hypercholesterinamie flhrt Gber eine Zunahme der Expression des AT;-
Rezeptors zu einem Anstieg der Uber diesen Rezeptor vermittelten Effekte auf das
Gefallsytem.

Weitere tierexperimentelle Studien konnten demonstrieren, dass die Behandlung
hypercholesterindmischer Kaninchen bzw. Affen mit einem AT;-Rezeptorantagonisten -
ohne die Lipidspiegel oder den Blutdruck signifikant zu verandern - zu einer
Normalisierung der Freisetzung freier Sauerstoffradikale aus der GefalRwand und zu
einer Aufhebung der endothelialen Dysfunktion und Fatty streak Formationen sowie zu
einer Reduktion der vaskularen Inflammation flihrte (Warnholtz et al. 1999, Strawn et al.
2000).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Hypercholesterinamie-induzierte
vaskuladre Uberexpression des AT-Rezeptors zu vermehrten oxidativen Stress und zu
einer endothelialen Dysfunktion fuhrt. Eine pharmakologische Blockade des AT;-
Rezeptors zeigt im tierexperimentellen Ansatz positive Effekte in Bezug auf oxidativen

Stress, endotheliale Dysfunktion und Progression der Atherosklerose .
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2.5. Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Die Atherosklerose ist eine haufige Erkrankung, die durch mehrere Risikofaktoren
beeinflusst wird. Hierzu zahlt neben arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus und
Nikotinabusus vor allem auch die Hypercholesterinamie.

Die endotheliale Dysfunktion ist ein friihes und essentielles Stadium der Atherosklerose
und ist mit abnormen GefalRbewegungen sowie prokoagulatorischen und
inflammatorischen Prozessen assoziiert. Oxidativer Stress ist ein essentieller
Pathomechanismus der Hypercholesterinamie-induzierten endothelialen Dysfunktion.
Die Aktivierung des AT-Rezeptors ist eine wichtige Quelle der Freisetzung freier
Sauerstoffradikale in der GefalRwand. Mehrere Studien haben sowohl in vitro als auch in
vivo gezeigt, dass die Hypercholesterinamie-induzierte Uberexpression des AT;-
Rezeptors mit vermehrten oxidativem Stress, verstarkter Vasokonstriktion und
Zellproliferation, endothelialer Dysfunktion und letztendlich mit einem Fortschreiten der
Atherosklerose assoziiert ist. Tierexperimentelle Studien ergaben, dass die Behandlung
mit einem AT-Rezeptorantagonisten bei Hypercholesterindmie ohne Veranderung des
Lipidspiegels zu einer Reduktion der Freisetzung freier Sauerstoffradikale sowie der
vaskularen Inflammation und zu einer Normalisierung der endothelialen Funktion flhrt.
Die Uberexpression des AT -Rezeptors kénnte eine wesentliche Rolle in der Beziehung
zwischen Hypercholesterindmie und endothelialer Dysfunktion bzw. Atherosklerose
spielen.

Studienergebnisse Uber den Einfluss von AT -Rezeptorantagonisten auf die
Endothelfunktion hypercholesterinamischer Patienten lagen zu Beginn dieser Arbeit
nicht vor.

Diese Arbeit sollte daher die Fragestellung untersuchen, ob eine pharmakologische
Blockade des AT -Rezeptors bei hypercholesterindmischen normotensiven Patienten zu
einer Verbesserung der Hypercholesterindmie-induzierten endothelialen Dysfunktion
ohne Beeintrachtigung der Lipidspiegel und des Blutdruckes flhren kann.

Dafiir wurden hypercholesterindmische normotensive Patienten mit nachgewiesener
endothelialer Dysfunktion flr sechs Wochen randomisiert, prospektiv und doppelblind
entweder mit einem AT -Rezeptorantagonisten, einem Calciumantagonisten oder
Placebo therapiert. Mittels Unterarmvenenverschluss-Plethysmographie wurde die
Endothel-abhangige und -—unabhangige Vasodilatation als Parameter der
Endothelfunktion untersucht. Zusatzlich wurden laborchemische Parameter der
vaskularen Inflammation und Koagulation sowie des oxidativen Stresses vor und nach

Therapie analysiert.
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3. Material und Methodik

3.1. Materialien

3.1.1. Reagenzien

Ethanol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland
Ethylacetat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland
Methanol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland
Natriumcitrat, E. Merck, Darmstadt, Deutschland

Hexan, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland
Schwefelsaure, E. Merck, Darmstadt, Deutschland

Eisessigsaure, E. Merck, Darmstadt, Deutschland

Salzsaure, E. Merck, Darmstadt Deutschland

Destilliertes Wasser, Fresenius Medical Care, Bad Homburg, Deutschland
8-Isoprostane Enzyme Immunoassay Kit, Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
PAI-1 Chromolize Assay, Diagnostic International, Schriesheim

PAI-1 TintElize Assay, Diagnostic International, Schriesheim

tPA Chromolize Assay, Diagnostic International, Schriesheim

tPA TintElize Assay, Diagnostic International, Schriesheim

MCP-1 Assay, IBL, Hamburg, Deutschland

SICAM-1 Assay, IBL, Hamburg, Deutschland

TNF-a Assay, IBL, Hamburg, Deutschland

IL-6 Assay, IBL, Hamburg, Deutschland

3.1.2. Medikamente

Candesartan (Atacand ®), Astra-Zeneca, Deutschland
Felodipin (Modip ®), Astra-Zeneca, Deutschland
Placebo, Astra-Zeneca, Deutschland

Nitroglycerin (Nitrolingual ®) ZerbeilRkapseln, Pohl-Boskamp, Deutschland

Die in der Studie verwendeten Medikamente Candesartan und Felodipin sowie die
Placebo-Praparate wurden freundlicherweise von der Firma Astra-Zeneca zur Verfliigung

gestellt. Die Praparate wurden von der Firma Astra-Zeneca zur Verblindung der
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Behandlung in Kapseln mit identischem Aussehen umgefillt und in identischen

Behaltnissen verpackt.

3.1.2.1. Candesartan

Der  ATs-Rezeptorantagonist  Candesartan ist ein  hochselektiver  AT4-
Rezeptorantagonist, der in Europa die Zulassung zur Behandlung der arteriellen
Hypertonie sowie zur Behandlung der Herzinsuffizienz besitzt.

Nach oraler Verabreichung wird Candesartan cilexetii in die aktive Substanz
Candesartan umgewandelt. Die durchschnittliche absolute Bioverfligbarkeit von
Candesartan betragt nach Verabreichung 40%. Die mittlere Spitzen-Serumkonzentration
wird 3 bis 4 Stunden nach Tabletteneinnahme erreicht. Die Candesartan-
Serumkonzentration nimmt im therapeutischen Dosierungsbereich mit steigender
Dosierung linear zu. In der Pharmakokinetik von Candesartan wurden keine
geschlechtsabhangigen  Unterschiede  beobachtet. Die Flache unter der
Serumkonzentration versus Zeitkurve (AuC) von Candesartan wird nicht signifikant
durch Nahrung beeinflusst. Candesartan wird hauptsachlich unverandert via Urin und
Galle ausgeschieden und nur in geringem Mal} durch hepatische Metabolisierung
eliminiert. Die terminale Halbwertszeit von Candesartan betragt 9 Stunden. Es gibt keine
Kumulation nach mehrmaliger Verabreichung.

Die Dosierung liegt bei Candesartan zwischen 4 mg und 32 mg. In dieser Studie wurde
der ATq-Rezeptorantagonist Candesartan mit 16 mg/Tag im Vergleich zu Felodipin und

einem Placebopraparat verwendet.
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3.1.2.3. Felodipin

Neben Placebo wurde als weitere Kontrollsubstanz ein Antihypertensivum aus der
Gruppe der Calciumantagonisten eingesetzt.

Bei dieser Medikamentengruppe wird durch Kanalblockade der Calcium-Einstrom am
Herzen und der glatten Gefalmuskulatur wahrend des Aktionpotentiales gehemmt. Dies
bewirkt eine Vasodilatation Uberwiegend an den arteriellen Gefalien sowie eine
Abnahme der Kontraktionskraft und der Herzfrequenz. Zusatzlich fihrt ein verminderter
Muskeltonus an den Koronarien zu einer Dilatation epikardialer Gefale.

Man unterscheidet mehrere Gruppen der Calciumantagonisten.

1. Verapamiltyp (Phenylalkylamine)
2. Nifedipintyp (1,4-Dihydropyridine)

3. Diltiazemtyp (Benzothiazepine)

Das in dieser Studie verwendete Medikament Felodipin stammt aus der Gruppe der 1,4-
Dihydropyridine, die sich durch eine dilatierende Wirkung arterieller Gefalle
auszeichnen. Bei Medikamenten aus der Verapamil- und Diltiazemgruppe steht
hingegen die kardiale Wirkung im Vordergrund. Bei schnell wirkenden Substanzen aus
der Nifedipingruppe kann es zu reflektorischer Tachykardie kommen. Felodipin ist
hingegen ein neueres Arzneimittel mit langsamem Wirkungseintritt und Ilangerer
Wirkdauer ohne Reflextachykardien.

Felodipin hat die européische Zulassung zur Therapie der arteriellen Hypertonie.

Nach oraler Verabreichung wird dieses Préparat im Gastrointestinaltrakt vollstandig
resorbiert. Die systemische Verflgbarkeit von Felodipin liegt bei 15% und ist im
therapeutischen Bereich dosisunabhangig. Therapeutische Konzentrationen bleiben
wahrend 24 Stunden erhalten. Die Plasmakonzentration ist innerhalb vom
therapeutischen Dosierungsbereich von 2,5-10 mg am Tag direkt proportional zur Dosis.
Das Medikament wird weitgehend in der Leber metabolisiert, die dabei gefundenen
Metaboliten sind hamodynamisch inaktiv.

In dieser Studie wurde Felodipin in einer Dosierung von 5 mg/Tag verwendet.
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3.1.3. Gerate

Plethysmograph EC6, D.E. Hokanson, Bellevue WA, USA

Rapid cuff inflator, D.E. Hokanson, Bellevue WA, USA

Air Source AG101, D.E. Hokanson, Bellevue WA, USA

Straight cuff SC10D, D.E. Hokanson, Bellevue WA, USA

Straigh cuff TMC7, D.E. Hokanson, Bellevue WA, USA

Mercury strain gauge forearm set, D.E. Hokanson, Bellevue WA, USA

Aneroid Sphygmomanometer S300, D.E. Hokanson, Bellevue WA, USA

ELISA-Reader, Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Thermomixer comfort, Eppendorf, Kéln, Deutschland

Magnetrihrer, IKA, Staufen, Deutschland

Zentrifugen: Laborfuge 400R, Heraeus, Osterode, Deutschland
Vakuum concentrator 5301, Eppendorf, Kdln, Deutschland
Megafuge 2.0 R, Heraeus, Osterode, Deutschland
Laborzentrifuge 1K 15 (Kuhlzentrifuge), Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Deisenhofen
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3.2. Methodik

3.21. Studiendesign

Es handelt sich bei dieser Studie um eine monozentrische, prospektive, randomisierte,
doppelblinde, Placebo-kontrollierte Therapiestudie. 47 Patienten mit einem
Gesamtcholesterin > 250 mg/dl, einem LDL-Cholesterin > 160 mg/dl, einem HDL-
Cholesterin < 55 mg/dl und normwertigen Triglyceriden (<250 mg/dl) wurden in diese
Studie eingeschlossen. Ausschlusskriterien waren Behandlung mit Antioxidantien, ACE-
Hemmern oder Calciumantagonisten, innerhalb der letzten vier Wochen neu begonnene
Therapien mit HMG-CoA Reduktase-Hemmern, linksventrikulare Funktionsstérungen
(Ejektionsfraktion  <60%), in den letzten acht Wochen  stattgehabte
Revaskularisierungen, akutes Koronarsyndrom, erhohte Blutdruckwerte (>145/90
mmHg), bekannter Drogen- oder Alkoholmissbrauch, Leber- und Niereninsuffizienz
(Kreatinin  >1,5mg/dl). Zusatzliche Kriterien flr Frauen waren Stillzeit und
Schwangerschaft. Kontraindikationen einer Nitrattherapie wie arterielle Hypotonie,
hypertrophe obstruktive Kardiomyopathie, orthostatische Kreislaufdysregulation,
Unvertraglichkeit gegen Nitratpraparate, sowie Kontraindikationen einer Therapie mit
Candesartan wie Uberempfindlichkeit gegen Candesartan, bilidre Zirrhose,
Gallenwegsobstruktion, Aortenklappenstenose und Nierenarterienstenose waren
ebenfalls Ausschlusskriterien.

Die Studienteilnehmer wurden anhand einer Zufallszahlen-Code-Liste in eine der drei
Behandlungsgruppen (16 mg/d Candesartan, 5 mg/d Felodipin oder Placebo)
randomisiert. Nach 42-tdgiger Behandlungsdauer wurden die Messungen analog der
Erstuntersuchung wiederholt. Die Patienten erhielten zusatzlich an Tag 0 und Tag 42 ein
Elektrokardiogramm und wurden korperlich untersucht.

Acht Studienteilnehmer beendeten die Studie vorzeitig (ein Teilnehmer aus der
Candesartan-Gruppe, einer aus der Placebo-Gruppe und sechs aus der Felodipin-
Gruppe).

Die Studienteilnehmer wurden von arztlicher Seite aufgeklart und erklarten sich
schriftlich mit der Teilnahme an der Studie einverstanden. Die Studie wurde von den
Ethikkommissionen der Universitdt zu Kdln und der Universitdt des Saarlandes

genehmigt.
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3.2.2. Unterarmblutflussmessung mittels Venenverschluss-

Plethysmographie

Die Unterarmvenenverschluss-Plethysmographie ist eine nicht-invasive Messtechnik zur
Bestimmung des Blutflusses. Hierfir wurde dem liegendem Patient eine maschinell
aufblasbare Blutdruckmanschette um den rechten Oberarm, sowie eine manuell
bedienbare Manschette um das Handgelenk gelegt. Finf Zentimeter distal des
Epicondylus medialis wurde eine individuell an den Armumfang angepasste dehnbare
Quecksilber-haltige Messkette befestigt.

Die Handgelenks-Manschette wurde auf einen Druck von 200 mmHg gebracht. Dies war
notwendig, um eine Messverfalschung aufgrund arteriovendser Shunts im Bereich des
Hohlhandbogens zu vermeiden. Die Oberarm-Manschette wurde dann jeweils in einem
Messzyklus aus 15 Sekunden flr insgesamt neun Sekunden durch den Rapid Cuff
Inflator auf einen Wert von 50 mmHg aufgeblasen. So wurde eine vendse Stauung bei
weiterhin vorhandenem arteriellen Einstrom bewirkt. Die durch den Volumenanstieg
entstandene Umfangszunahme des Unterarmes fuhrte zu einer Dehnung der Messkette,
die durch den Plethysmograph ECG6 registriert und durch das Programm NIVP 4.25
(Hokanson, Bellevue WA, USA) Uber mindestens drei Messzyklen in einem Graph
dargestellt wurde. Man erkannte einen pulsatilen Anstieg der Messkurve gegen die Zeit.
Durch Anlegen einer Messgeraden Uber mindestens drei Pulswellen konnte durch die
Software direkt der Unterarmblutfluss in der Einheit ml/100ml Unterarm/min ermittelt
werden.

Diese Messungen wurden mehrfach wiederholt, in den Basisbestimmungen jeweils vier
Minuten, in der reaktiven Hyperamie drei Minuten, in der Nitrat-induzierten
Vasodilatation jeweils funf Minuten.

Die Messungen wurden in einem 23°C temperierten Raum durchgefiihrt. Plotzliche
Sympathikusaktivierung, beispielsweise durch unerwartete Gerausche im Messlabor und
groBere Temperaturschwankungen, konnten zu Messungenauigkeiten fuhren und

wurden von Untersucherseite vermieden.

3.2.3. Patientenuntersuchung

Den Studienteilnehmern wurde zu Beginn der Untersuchung vendses Blut entnommen.
Verwendet wurden hierfir vier Serummonovetten (10ml), zwei EDTA K-
Plasmamonovetten (2,7 ml), eine Serummonovette mit Li-Heparin-Gel (4,7 ml) sowie

eine Biopoolmonovette (3 ml) (Sarstedt). Nach einer 30 minltigen Ruhephase wurde zur
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Bestimmung der basalen Vitalparameter dreimal der Blutdruck und die Herzfrequenz in
liegender Position bestimmt. Bei arteriellen Blutdruckwerten > 145/90mmHg erfolgte hier
der Ausschluss aus der Studie. Die Blutproben wurden direkt nach Entnahme auf Eis
gekuhlt ins Labor transportiert. Die Serummomovetten wurden dort zehn Minuten, die
EDTA K-Plasmamonovetten sowie die Biopoolmonovette 15 Minuten bei 3000g
zentrifugiert und das Uberstehende Serum bzw. Plasma bei —80° C weggefroren. Die
Bestimmung der Lipidparameter (eine Monovette mit Li-Heparin-Gel/4,7 ml) erfolgte
Uber die Zentrallaboratorien der Klinischen Chemie der Universitatsklinik zu Koln bzw.
der Universitatsklinik des Saarlandes mittels Ublicher  klinisch-chemischer
Routinemethoden.

Die dann erfolgende vendse Unterarmvenenverschluss-Plethysmographie beinhaltete
initial eine Bestimmung des basalen Blutflusses (Baseline-Messung) Uber vier Minuten
mit 16 Messungen mit einem jeweils 15-seklindigen Messzyklus. Danach wurde eine
funfmindtige arterielle Ischamie durch Aufpumpen der Oberarmblutdruckmanschette (50
mmHg Uber dem systolischen Blutdruck) induziert. Direkt nach dem abruptem Entleeren
der Manschette durch den Rapid Cuff Inflator begann eine dreiminitige Messung der
Phase der reaktiven Hyperamie (zwolf Messungen mit 15-sekiindigem Messzyklus).

Der Unterarmblutfluss wahrend der reaktiven Hyperdmie und hierbei vor allem der
Spitzenfluss (peak-flow) gilt als ein Mal der Endothel-abhangigen Vasodilatation.

Nach einer Pause von 15 Minuten begann der zweite Teil der Untersuchung erneut mit
einer vierminutigen Bestimmung des basalen Blutflusses. Nach Applikation einer
Nitrolingual-Zerbeif3kapsel (0.8 mg Glyceroltrinitrat) wurde in einem funfminitigen
Messintervall die Endothel-unabhangige Vasodilatation bestimmt (20 Messungen mit 15-
sekundigem Messzyklus).

Bei Blutdruckwerten von systolisch Gber 145 mmHg bzw. unter 90 mmHg wurde die
Untersuchung abgebrochen. Die Untersuchung wurde ebenfalls abgebrochen, wenn in
der Erstuntersuchung der erste Wert der Hyperamie-Phase Uber 25ml/100ml
Unterarm/min lag.

Im Anschluss an diese Untersuchung wurde ein Elektrokardiogramm angefertigt.
Danach erhielten die Patienten ihre Studienmedikation (16 mg/Tag Candesartan, 5
mg/Tag Felodipin oder Placebo) fiir 42 Tage. Nach der 42-tdgigen Behandlungsphase

wurden die Messungen analog der Erstuntersuchung wiederholt.
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3.24. ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay)

Die in dieser Studie bestimmten Laborparameter Interleukin-6 (IL-6), I6sliches
interzellulares Adhasionsmolekil-1 (sICAM-1), Monocyten-chemotaktisches Protein-1
(MCP-1), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Gewebeplasminogen Aktivator (tPA),
Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) und 8-Isoprostan wurden mit einem Enzyme-
Linked-Immunoabsorbent Assay (ELISA) bestimmt. Bei diesem Messprinzip bildet das
zu untersuchende Protein einen Komplex mit dem sich auf der Mikrotiterplatte
befindlichem spezifischen Antikorper. Durch Zugabe eines zweiten monoklonalen
Antikorpers und Entfernung Uberschiissiger Antikorper und Produkte entsteht nach dem
Sandwich-Prinzip ein Antikdrper-Antigen-Antikdrper-Komplex. An diesen Komplex bindet
daraufhin ein Enzym, das durch die Farbreaktion des zuletzt zugegebenen Substrats
sichtbar gemacht wird. Diese Farbreaktion ist direkt proportional zur Konzentration des
nachzuweisenden Proteins und wird in einem ELISA-Reader bei Wellenlangen zwischen
405 und 492 nm bestimmt. Eine Ausnahme bildet hier der Test zur Quantifizierung des
8-Isoprostans. Dieser enthalt zusatzlich einen Tracer, bestehend aus mit 8-Isoprostan-
gekoppelter Acetylcholinesterase. Der Farbnachweis besteht nur aus der Konzentration
des Tracers, der mit dem Analysat eine kovalente Bindung am Antikérper eingeht und ist

daher indirekt proportional zur Konzentration des zu analysierenden Stoffes.

3.2.5. Blutabnahme zur tPA und PAI-1 Bestimmung

Die Halbwertszeit der Aktivitat des tPA reicht von einer Minute bis zu vier Stunden und
ist abhangig von der Aktivitdt des PAI-1. Daher erfolgte die Blutabnahme zur
Bestimmung dieser beiden Parameter durch eine spezielle Monovette, die 0.5ml 0.5M
Citratpuffer enthalt. Dadurch wird der Blut pH-Wert auf 5.9 reduziert und der PAI-1/tPA-

Komplex gehemmt

3.2.6. Analyse der Plasmaparameter

3.2.6.1. Bestimmung der Aktivitat des tPA

100ul des Blutplasmas wurden als Doppelbestimmung auf eine Mikrotiterplatte gegeben.
Ebenfalls wurden 100ul tPA-Standard zur Anfertigung der Standardkurve auf die Platte
gebracht. Diese Platte enthielt monoklonale tPA-Antikorper, an die das tPA bindet. Nach
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einer Inkubationszeit von 20 Minuten bei 600rpm (Thermomixer) wurde die Platte vier
mal mit PET-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurden 50ul Substrat (Plasmin-sensitives
Farbsubstrat und tPA Aktivitdtspromotor) sowie 50ul Plasminogen-Reagenz
hinzugegeben und erneut fir 90 Minuten bei 600rpm inkubiert. Durch den
Aktivitatspromotor kommt es zu einer Reaktion zwischen dem tPA und dem
Plasminogen, die durch die Farbreagenz sichtbar gemacht werden kann. 15 Sekunden
nach Zugabe der Stoplésung (1.7M Essigsaure) wurde die Absorption im ELISA-Reader
bei 405nm gemessen. Die Absorption ist direkt proportional zur tPA-Aktivitat.

Die tPA-Aktivitat wurde in IU/ml angegeben.

3.2.6.2. Bestimmung der Expression des tPA

Auf eine Mikrotiterplatte, die mit anti tPA-Immunglobulinen beschichtet ist, wurden
nacheinander 50ul PET-Puffer sowie 20ul Standard, bzw. 20yl Blutplasma
hinzugegeben. Das tPA des Standards bzw. der Blutproben bindet wahrend einer
einstundigen Inkubationszeit bei 600rpm (Thermomixer) an die anti-tPA-Immunglobuline.
Dann wurden jeweils 50ul Konjugat (anti-tPA Fab Fragmente) hinzugegeben, die
wahrend einer 15-mindtigen Inkubationszeit bei 600rpm an das tPA binden. Nach
viermaligem Waschen mit PET-Puffer wurden 100ul Substrat hinzugeflgt. Nach einer
erneuten Inkubationsphase von 15 Minuten, wurde die Platte nach Zugabe von 100l
Stoplésung (1.5M Schwefelsdure) 10 Minuten im Dunkeln aufbewahrt. Danach wurde
die Absorption bei 492nm gemessen. Die Farbintensitat ist direkt proportional zur tPA-
Expression.

Die tPA Expression wurde in ng/ml angegeben.

3.2.6.3. Bestimmung der Aktivitat des PAI-1

25ul des PET-Puffers wurden auf der Mikrotiterplatte fir zwei Minuten bei
Raumtemperatur auf einem Thermomixer (600rpm) inkubiert. Diese Platte enthielt
monoklonale PAI-1-Antikorper, an die das PAI-1 bindet. Anschlielend wurden 25ul des
Blutplasmas, bzw. des Standards zusammen mit 25ul Konjugat als Doppelbestimmung
auf die Platte gegeben. Es folgte eine Inkubationsphase von 30 Minuten. Nach finf
Waschschritten mit PET-Puffer und Zugabe von 100yl HRP-Substrat folgte eine

Inkubationszeit von finf Minuten. Die Zugabe von 100pl 1.6 M Schwefelsdure stoppte
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die Reaktion und die Platte konnte bei 492nm gemessen werden. Die Absorption ist

direkt proportional zur PAI-1-Aktivitat, die in lU/ml angegeben wurde.

3.2.6.4. Bestimmung der Expression des PAI-1

Die Mikrotiterplatte zur Bestimmung der PAI-1 Expression besteht fir jede Probe aus
jeweils einem A-well, das monoklonale gebundene Antikérper sowie I6sliche Antikorper
gegen PAI-1 enthalt und einem N-well, das ebenfalls monoklonal gebundene Antikérper
gegen PAI-1 sowie non-immune Antikorper enthalt. Initial wurde jeder Slot mit 100l
PET-Puffer beladen, anschlieRend wurde die Platte eine Minute geschittelt. Dann
wurden jeweils 20ul PAI-Standard (0,10,20,40 ng/ml) bzw. 20ul Probe und anschlielRend
50ul Konjugat zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden bei 600rpm
(Thermomixer) und Raumtemperatur wurde die Platte vier mal mit PET-Puffer
gewaschen. AnschlieRend wurden 200ul Substrat hinzugefligt und die Platte inkubierte
erneut 15 Minuten bei Raumtemperatur und 600rpm. In der gleichen Geschwindigkeit
und Reihenfolge wie das Substrat wurden nun 50ul Stoplésung (1.5M Schwefelsdure)
hinzugegeben, die Platte 10 Minuten im Dunkeln aufbewahrt und anschlieBend bei
492nm im ELISA-Reader gemessen.

Die PAI-1 Expression wurde in ng/ml angegeben.

3.2.6.5. Bestimmung der Konzentration des 8-lsoprostan

1ml Blutplasma wurde mit 2ml Ethanol versetzt und finf Minuten bei 4°C gelagert.
Dieser Ansatz wurde dann 10 Minuten mit 1500g bei 4°C zentrifugiert. Der hierbei
gewonnene Uberstand wurde unter Hinzugabe von 1M Salzsure auf einen pH-Wert von
<4,0 eingestellt und mit 8 ml Wasser versetzt. Parallel hierzu wurden die fir den 8-
Isoprostane Enzyme Immunoassay Kit notwendigen Saulen zuerst mit 5ml Methanol und
dann mit 5ml Wasser aufgereinigt. AnschlieRend wurden die Saulen mit dem oben
beschriebenen Ansatz und dann mit 5ml Wasser und 5ml Hexan aufgefiillt. Die hieraus
gewonnen Filtrate wurden verworfen. Danach wurden jeder Saule 4ml einer Losung,
bestehend aus 1%Methanol und 99% Ethylacetat, hinzugegeben. Das hierbei
gewonnene Filtrat wurde in zwei Behalter aliquotiert und in einer Vakuumzentrifuge 30
Minuten bei 60°C zentrifugiert. Die hieraus resultierende Probe wurde mit jeweils
0,225ml EIA-Puffer versetzt und auf eine Inkubationsplatte, welche mit murinen

monoklonalen Antikérpern beschichtet war, Ubertragen. Neben den oben beschriebenen
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Proben enthielt die Platte auRerdem einen Tracer, bestehend aus mit 8-lsoprostan
gekoppelter Acetylcholinesterase und einem Antiserum gegen 8-Isoprostan. Die Platte
mit dem Ansatz wurde 17 Stunden lichtgeschitzt bei Raumtemperatur gelagert und
anschlief3end funfmal mit Wasch-Puffer gespult. Nach Hinzugabe von Ellmans Reagenz,
welches durch Acetylcholinesterase seine Absorption verandert, wurden die Werte von
8-Isoprostan photometrisch bestimmt. Die photometrischen Ergebnisse beinhalteten
eine Standardkurve, den Wert der unspezifischen Bindung, die Werte der maximalen
Bindung des Tracers an die Platte bei Abwesenheit von freiem Analysat sowie die Werte
der Totalaktivitat der an 8-Isoprostan gekoppelten Acetylcholinesterase. Photometrisch
direkt erfasst wurde die Menge an Acetylcholinesterase gekoppeltem 8-lIsoprostan.
Daher ist die Absorption proportional zu der Konzentration des Tracer und umgekehrt

proportional zu der Konzentration von 8-Isoprostan im Plasma.

Absorptionsrate = [ Traceransaz | = 1/ [ 8-Isoprostanpiasmal

Nach Abzug der Werte der unspezifischen Bindung konnte aus den Ubrigen Parametern
eine Standardkurve erstellt werden. Aus dieser konnte eine Formel zur Berechnung der
Konzentration von 8-Isoprostan im Plasma ermittelt werden.

Die 8-Isoprostan-Konzentration wurde in pg/ml angegeben.

3.2.6.6. Bestimmung der Konzentration des MCP-1

Auf eine mit spezifischen MCP-1 Antikérpern beschichteten Mikrotiterplatte wurden
nacheinander 100ul Standard Verdinnungspuffer und 100ul Standard, bzw. 50pl
Standard Verdinnungspuffer und 50ul Probe gegeben. Nach Zugabe von 50ul anti-
MCP-1 (Biotin Konjugat mit 15mM Natriumazid) inkubierte die abgedeckte Platte zwei
Stunden bei Raumtemperatur. Zur Entfernung der ungebundenen Probe wurde die
Platte sechsmal mit destilliertem Wasser gewaschen. AnschlieRend wurden 100l
Streptavidin-HRP Arbeitslésung hinzugefiigt und die Platte erneut 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren Waschvorgang wurden 100yl
Stabilized Chromogen als Farbsubstrat zugegeben. Durch Zugabe von 100pl
Stoplosung (1.5M Schwefelsaure) wurde im Anschluss an eine 30-minltige
Inkubationszeit die Reaktion beendet.

Die Bestimmung des Leerwertes erfolgte durch eine Absorptionsanalyse von 100ul

Stabilized Chromogen und 100ul Stoplésung ohne Probe.
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Die Mikrotiterplatte wurde innerhalb von zwei Stunden im ELISA-Reader bei einer
Absorption von 450 nm gemessen, die Probenergebnisse anschlielend zur Aufhebung
der Verdiinnung mit dem Faktor zwei multipliziert.

Die MCP-1-Konzentration wurde in pg/ml angegeben.

3.2.6.7. Bestimmung der Konzentration des sICAM-1

Auf eine mit spezifischen sICAM-1 Antikérpern beschichteten Mikrotiterplatte wurden
nacheinander 100ul Standard Verdinnungspuffer und 100ul Standard bzw. 100ul Probe
(1:10 verdinnt) gegeben. Nach Zugabe von 50ul anti-sICAM-1 (Biotin Konjugat mit
15mM Natriumazid) inkubierte die abgedeckte Platte 1 Stunde bei Raumtemperatur. Zur
Entfernung ungebundener Probe wurde die Platte viermal mit destilliertem Wasser
gewaschen. AnschlieRend wurden 100ul Streptavidin-HRP Arbeitslosung hinzugefigt
und die Platte erneut 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren
Waschvorgang wurden 100ul Stabilized Chromogen als Farbsubstrat zugegeben. Durch
Zugabe von 100ul Stoplésung (1.5M Schwefelsdure) wurde im Anschluss an eine 30-
minudtige Inkubationszeit die Reaktion beendet.

Die Bestimmung des Leerwertes erfolgte durch eine Absorptionsanalyse von 100ul
Stabilized Chromogen und 100ul Stoplésung ohne Probe.

Die Mikrotiterplatte wurde innerhalb von zwei Stunden im ELISA-Reader bei einer
Absorption von 450 nm gemessen, die Probenergebnisse anschlieRend zur Aufhebung
der Verdiinnung mit dem Faktor zehn multipliziert.

Die slACM-1 Konzentration wurde in ng/ml angegeben.

3.2.6.8. Bestimmung der Konzentration des IL-6

Auf eine mit spezifischen IL-6 Antikérpern beschichteten Mikrotiterplatte wurden
nacheinander 100ul Standard Verdinnungspuffer und 100ul Standard bzw. 100ul Probe
gegeben. Nach Zugabe von 50ul anti-IL-6 (Biotin Konjugat mit 15mM Natriumazid)
inkubierte die abgedeckte Platte zwei Stunden bei Raumtemperatur. Zur Entfernung
ungebundener Probe wurde die Platte viermal mit destillietem Wasser gewaschen.
AnschlieRend wurde 100ul Streptavidin-HRP Arbeitslosung hinzugefiigt und die Platte
erneut 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren Waschvorgang
wurden 100l Stabilized Chromogen als Farbsubstrat zugegeben. Durch Zugabe von

100ul Stoplésung (1.5M Schwefelsdure) wurde im Anschluss an eine 30-minttige
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Inkubationszeit die Reaktion beendet. Die Bestimmung des Leerwertes erfolgte durch
eine Absorptionsanalyse von 100yl Stabilized Chromogen und 100ul Stoplésung ohne
Probe. Die Mikrotiterplatte wurde innerhalb von zwei Stunden im ELISA-Reader bei
einer Absorption von 450 nm gemessen.

Die IL-6-Konzentration wurde in pg/ml angegeben.

3.2.6.9. Bestimmung der Konzentration des TNF-a

Auf eine mit spezifischen TNF-o Antikérpern beschichteten Mikrotiterplatte wurden
nacheinander 100ul Standard Verdinnungspuffer, 100ul Standard bzw. 100ul Probe und
100ul Inkubationspuffer gegeben. AnschlieRend wurde die abgedeckte Platte zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und zur Entfernung ungebundener Probe viermal
mit destillietem Wasser gewaschen. Nach Zugabe von 100ul anti-TNF-o. (Biotin
Konjugat mit 15mM Natriumazid) inkubierte die Platte 1 Stunde bei Raumtemperatur.
Danach wurde die Platte sechsmal gewaschen. AnschlieRend wurde 100ul Streptavidin-
HRP Arbeitslésung hinzugefugt und die Platte erneut 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach einem weiteren Waschvorgang wurden 100ul Stabilized Chromogen als
Farbsubstrat zugegeben. Durch Zugabe von 100ul Stoplésung (1.5M Schwefelsaure)
wurde im Anschluss an eine 30-minutige Inkubationszeit die Reaktion beendet.

Die Bestimmung des Leerwertes erfolgte durch eine Absorptionsanalyse von 100l
Stabilized Chromogen und 100ul Stoplésung ohne Probe.

Die Mikrotiterplatte wurde innerhalb von zwei Stunden im ELISA-Reader bei einer
Absorption von 450 nm gemessen.

Die TNF-a-Konzentration wurde in pg/ml angegeben.

3.2.6.10. Bestimmung der Konzentration des hoch-sensitiven CRP

Die Analyse dieses Plasmaparameters erfolgte durch einen immunologischen Latex-
sensitiven Tribungstest. Hierbei reagieren an Latex-Mikropartikel gebundenen CRP-
Antikérper mit dem Antigen der Probe unter Bildung eines Antigen-Antikorper-
Komplexes. Dieser wird nach Agglutination turbidimetrisch gemessen. Die Analyse
dieses Serumparameters erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Klinische
Chemie der Universitat zu Kéln und der Universitat des Saarlandes.

Die hs-CRP Konzentration wurde in mg/l angegeben.
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3.3. Statistik

Fur die Analyse der Untersuchungsergebnisse der Unterarmvenenverschluss-
Plethysmographie wurden die Baseline-Messungen sowie die Messungen der Endothel-
unabhangigen Vasodilatation gemittelt. FlUr die Analyse der Endothel-abhangigen
Vasodilatation wurde der Spitzenfluss-Wert in der Phase der reaktiven Hyperamie
verglichen.

Alle erhobenen Ergebnisse wurden als Absolutwerte angegeben oder vor und nach der
Therapie verglichen und als Veranderung in Prozent ausgedriickt. Sdmtliche Angaben
erfolgten als Mittelwerte + Standardfehler der Mittelwerte (SEM). Die statistische
Analyse wurde mittels ANOVA Test durchgefiihrt. (Graph Pad Prism, Version 3.0). Die
post-hoc Analyse wurde mit dem Newman-Keuls Multiple Comparison Test
durchgeflhrt. Zur Validierung eines eventuellen Einflusses des Blutdruckes und des
Lipidstatus auf den Blutfluss wurde eine multivariate Regressionsanalyse durchgefiihrt
(SPSS, Version 10.0). Differenzen mit einem p-Wert von <0,05 wurden als statistisch

signifikant angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1. Validierung der Unterarmblutflussmessung

Zum Nachweis der endothelialen Dysfunktion bei hypercholesterindmischen Patienten
wurde die reaktive Hyperamie bei einem Normalkollektiv bestimmt (n=7; LDL-
Cholesterin < 130 mg/dl) und diese Ergebnisse mit einem hypercholesterinamischen
Kollektiv verglichen (n=6; LDL-Cholesterin > 160 mg/dl). Hierbei wurde bei Probanden
mit normwertigen Cholesterinwerten ein durchschnittlicher Spitzenflusswert der
reaktiven Hyperamie von 25.4+2ml/100ml Unterarm/min ermittelt. Das Ergebnis der
Hypercholesterinamie-Gruppe war mit einem Wert von 17.0£1 ml/100ml Unterarm/min
signifikant erniedrigt (Abbildung 3). Es zeigt sich somit eine eingeschrankte
Endothelfunktion bei hypercholesterinamischen Patienten im Vergleich zu einem

normocholesterinamischen Kollektiv.
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Abbildung 3: Vergleich der plethysmographischen Unterarmblutflussmessung (reaktive
Hyperémie) hypercholesterindmischer Patienten (n=6) und

normocholesterindmischer Probanden (n=7) (* = p<0.05 = statistisch signifikant)

Zur Validierung der Reproduzierbarkeit der Messergebnisse wurden bei 13 Probanden
an drei aufeinanderfolgenden Tagen die reaktive Hyperamie und der basale Blutfluss

bestimmt (Abbildung 4). Zwischen den Messwerten der einzelnen Tage gab es sowohl
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bei der reaktiven Hyperamie als auch im basalen Blutfluss keine signifikanten
Unterschiede. Somit zeigt sich eine gute Reproduzierbarkeit der Parameter des

Unterarmblutflusses.
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Abbildung 4: Reproduzierbarkeit der reaktiven Hyperdmie und der basalen Blutflussmessung in

der plethysmographischen Unterarmblutflussmessung bei 13 Probanden an drei

aufeinanderfolgenden Tagen
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4.2. Patientencharakteristik

Insgesamt wurden 47 Patienten in diese Studie eingeschlossen (17 Placebo, 13
Felodipin, 17 Candesartan). Eine exakt gleiche Verteilung in die einzelnen
Randomisierungsgruppen konnte aufgrund einer erhohten Abbruchrate im Felodipin
Kollektiv nicht erzielt werden. Bezlglich des Alters, der Geschlechtsverteilung, der
Anzahl an Diabetikern und Rauchern sowie der Ausgangsblutdruckwerte gab es keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (Tabelle 2).
Wichtig zu erwahnen ist, dass die Patienten entweder nicht unter einer arteriellen
Hypertonie litten oder durch medikamentdse antihypertensive Therapie normotensiv

eingestellt waren.

Placebo Felodipin Candesartan p
(n=17) (n=13) (n=17)
Alter (Jahre) 55.2+1.8 58.4+1.7 58.1+1.8 NS
Mannlich 16 12 16
Weiblich 1 1 1
Diabetes 1 0
Raucher 4 2 2
Blutdruck (mmHg)
Systolisch 130.0+2.9 131.7+£3.9 138.1+£3.8 NS
Diastolisch 77.2+2.1 80.8+2.0 80.0+2.4 NS

Tabelle 2: Patientencharakteristik der Ausgangswerte des Alters, des Geschlechtes, der Anzahl
der Diabetiker und Raucher sowie des Blutdruckes (NS = statistisch nicht
signifikant)
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Der Unterarmblutfluss, die Lipidparameter sowie die zu analysierenden Serummarker
zeigten ebenfalls zwischen den Behandlungsgruppen am Tag 0 der Untersuchung keine

signifikanten Unterschiede (Tabelle 3).

Placebo Felodipin Candesartan p
(n=17) (n=13) (n=17)

Lipidwerte (mg/dl)
Cholesterin 261.1+7.1 259.6+7.0 256.7+4.4 NS
LDL-Cholesterin 48.8+3.3 47.8+1.8 45.4+2.0 NS
HDL-Cholesterin 186.8+7.0 181.616.6 183.9+3.8 NS
Triglyceride 168.7+17.2 196.0+14.5 181.8£17.9 NS
Serummarker
8-Isoprostan (pg/ml) 199.5+42.6 256.1+50.2 237.3+48.3 NS
MCP-1 (pg/ml) 126.4+23.4 142.8+29.2 168.7+35.0 NS
sICAM-1 (ng/ml) 108.6+18.9 137.8+26.5 138.7+25.2 NS
hs-CRP (mg/l) 7.3£2.6 3.8+1.7 7.6£2.7 NS
IL-6 (pg/ml) 8.0+2.6 6.9+1.8 7.0£1.7 NS
TNF-a (pg/ml) 16.3+1.4 16.9+1.8 15.9+1.6 NS
tPA (ng/ml) 9.4+1.1 10.2+1.1 10.1+1.3 NS
PAI-1 (ng/ml) 11.9+1.7 14.9+4.7 15.343.2 NS
Blutfluss (ml/100
ml Unterarm/min)
Basaler Blutfluss 2.1+0.2 2.1+0.1 2.310.2 NS
Reaktive Hyperamie  20.5+1.3 22.7+1.8 20.440.9 NS

Tabelle 3: Patientencharakteristik der Ausgangswerte des Lipidstatus, der Serummarker und

des Blutflusses (NS = statistisch nicht signifikant)
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Ebenfalls zeigten sich hinsichtlich der kardiovaskuldren Vorerkrankungen und der
eingenommenen Begleitmedikation keine signifikanten Unterschiede in den einzelnen

Behandlungsgruppen (Tabelle 4).

Placebo Felodipin Candesartan
(n=17) (n=13) (n=17)
Vorerkrankungen
Koronare Herzerkrankung 11 6 11
Arterielle Hypertonie 10 6 11
Periphere arterielle 1 1 0
Verschlusskrankheit
Schlaganfall 1 1 0
Medikamente
Thrombozyten- 13 7 12
aggregationshemmer
Betarezeptorenblocker 11 6 12
Diuretika 0 4 1
Nitrate 0 0 1
Alpharezeptorenblocker 0 3 1
Schildrisenhormone 1 1 1
Vit.K-Antagonisten 0 0 1
Antidiabetika 1 0 1

Tabelle 4: Patientencharakteristik der Vorerkrankungen und der eingenommenen

Begleitmedikation

Insgesamt zeigt sich daher ein Patientenkollektiv ohne signifikante Unterschiede in den
drei Behandlungsgruppen hinsichtlich der Vorerkrankungen, der Begleitmedikation, der
Ausgangswerte flr die Lipide, des arteriellen Blutdruckes, der zu analysierenden

Serummarker und des Blutflusses.
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4.3. Unterarmblutfluss

Abbildung 5 zeigt die prozentuale Veranderung der Ischamie induzierten Endothel-
abhangigen Vasodilatation. Im Vergleich zur Kontroll- und zur Felodipin-Gruppe wurde
die reaktive Hyperamie als Mal} der Endothel-abhangigen Vasodilatation unter Therapie
mit Candesartan signifikant verbessert. Es kam hier zu einem prozentualen Anstieg der
reaktiven Hyperamie (Spitzenfluss) von 31.0+9.3%, in den Kontrollgruppen lediglich zu
einem Anstieg von 8.3+4.5% in der Felodipin-Gruppe und 5.3+5.1% in der Placebo-
Gruppe. Die basalen Blutflusswerte sowie die Nitroglycerin-induzierte Endothel-

unabhangige Vasodilatation wurden durch keine Behandlung beeinflusst (Tabelle 5).
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Abbildung 5: Prozentuale Verdnderung der reaktiven Hyperdmie (Spitzenfluss) in den drei

Behandlungsgruppen (* = p<0.05 = statistisch signifikant)
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Placebo Felodipin Candesartan p
(n=17) (n=13) (n=17)

Veranderung in %

Blutfluss (ml/100
ml Unterarm/min)

Basaler Blutfluss +10.845.3 +7.1+7 1 +15.848.1 NS
Reaktive Hyperamie +5.3+5.1 +8.3+4.5 +31.049.3  p<0.05
Nitroglycerin +5.0+3.1 +6.9+3.6 -2.5+4.1 NS

Tabelle 5: Prozentuale Verdanderung des Blutflusses in den drei Behandlungsgruppen, (NS =
statistisch nicht signifikant, p<0.05 = statistisch signifikant)

Es zeigte sich eine selektive Verbesserung der Endothel-abhangigen Vasodilatation
durch Candesartan, nicht jedoch durch Placebo oder Felodipin. Die anderen
Messparameter des basalen Blutflusses und der Nitrat-induzierten Endothel-

unabhangigen Vasodilatation wurden durch keine Substanzgruppe beeinflusst.

37



Der Blutdruck sowie die Lipidparameter wurden durch die Medikation nicht alteriert
(Tabelle 6). Eine multivariate Regressionsanalyse zeigte, dass Veranderungen im
Blutdruck und im Lipidstatus keinen Einfluss auf die Endothel-abhangige Vasodilatation

hatten.

Placebo Felodipin Candesartan p
(n=17) (n=13) (n=17)

Veranderung in %

Blutdruck (mmHg)

Systolisch +4.0+3.1 -1.0£3.0 -4.3£3.2 NS
Diastolisch +5.8£3.6 +1.0£3.5 -3.4£2.8 NS

Lipidwerte (mg/dl)

Cholesterin -1.2+3.8 -3.5+2.6 -1.3+1.3 NS
LDL-Cholesterin -4.3+4 .4 -4.3+2.7 -4.9+1.9 NS
HDL-Cholesterin -2.2+3.5 +1.314.9 -0.7£2.4 NS
Triglyceride +15.3+10.1 +0.3+9.2 +14.8+10.6 NS

Tabelle 6: Prozentuale Verdnderung des Blutdruckes und der Lipidwerte in den drei

Behandlungsgruppen (NS= statistisch nicht signifikant)
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4.4. Entziindungsparameter und Gerinnungsfaktoren

Unter der Therapie mit Candesartan kam es zu einer signifikanten Reduktion der
Plasmakonzentrationen von sICAM-1 (Abbildung 6) und MCP-1 (Abbildung 7). IL-6, hs-
CRP, TNF-a, PAI-1 sowie tPA wurden durch die Studienmedikation nicht signifikant
verandert (Tabelle 7 und 8).
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Abbildung 6: Prozentuale Verdnderung der Plasmakonzentration von sSICAM-1 in den drei

Behandlungsgruppen (* = p<0.05 = statistisch signifikant)
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Abbildung 7: Prozentuale Verdnderung der Plasmakonzentration von MCP-1 in den drei

Behandlungsgruppen (* = p<0.05 = statistisch signifikant)

Placebo Felodipin Candesartan P
(n=17) (n=13) (n=17)
Veranderung in %

Serummarker
MCP-1 +19.7£11.7  +27.5+11.8 -18.1+4.8 p<0.05
sICAM-1 +33.9+13.1 +12.5+11.7 -22.6+8.9 p<0.05
hs-CRP -7.5t20.3 +7.6+25.9 -24.0£17.5 NS
IL-6 -39.6+£15.1 -48.1£11.1 -25.2+18.8 NS
TNF-a +8.1+6.2 +1.3+6.4 +6.845.2 NS
Tabelle 7: Prozentuale Verdnderungen der Inflammationsmarker in den drei

Behandlungsgruppen (p<0.05 = statistisch signifikant, NS = statistisch nicht
signifikant)
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Placebo Felodipin Candesartan

p
(n=17) (n=13) (n=17)
Verdnderung in %
Serummarker
tPA Expression +17.7+11.0  +30.6+13.5 +36.7+14 .4 NS
PAI-1 Expression +134.3+47.7 +102.4+45.0 +161.7+38.5 NS
Tabelle 8: Prozentuale Verdanderungen der Gerinnungsmarker in den drei

Behandlungsgruppen (NS = statistisch nicht signifikant)

4.5. Oxidativer Stress

Zur Analyse des oxidativen Stresses wurde der Serummarker 8-Isoprostan analysiert.

Dieser wurde unter der AT-Rezeptorantagonisten-Therapie um 12,7+5,8% im Vergleich

zum Ausgangswert reduziert. In der Kontroll-Gruppe zeigte sich ein Anstieg um

12,9+5,7%, in der Felodipin-Gruppe ein Anstieg von 15,916,5% (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Prozentuale Verdnderung der Plasmakonzentration von 8-Isoprostan in den drei

Behandlungsgruppen (* = p<0.05 = statistisch signifikant)
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Zusammenfassend zeigte sich unter der Therapie mit dem AT;-Rezeptorantagonisten
eine signifikante Steigerung der Endothel-abhangigen Vasodilatation sowie eine
signifikante Reduktion der Inflammationsparameter sICAM-1 und MCP-1. Ebenfalls kam

es zu einer signifikanten Abnahme des oxidativen Stresses, gemessen am Parameter 8-

Isoprostan.
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5. Diskussion

5.1. Endotheliale Dysfunktion, Hypercholesterinamie und AT;-

Rezeptorexpression

Grundlage der koronaren Herzerkrankung ist die Atherosklerose der Koronararterien.
Die  Atherosklerose ist eine entzindliche Erkrankung und wird durch
Entziindungsmediatoren in ihrem Ausmal} bestimmt (Ross 1999). Ein initiales Ereignis
in der Entwicklung der Atherosklerose ist die Monozyteninfiltration, die unter anderem
durch MCP-1 vermittelt wird (Gerrity 1981, Ross 1993). MCP-1 lasst sich in
atherosklerotischen Lasionen nachweisen und spielt eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der Atherosklerose (Nelken et al. 1991).

Ein weiterer Entzindungsmarker ist das Adhasionsmolekul ICAM-1. Es vermittelt sowohl
die Leukozyten-Leukozyten-Interaktionen als auch die Leukozyten-Endothel-
Interaktionen. Weitere Komponenten des Immunsystems wie die Zytokine IL-6 und TNF-
a spielen ebenfalls eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose. Zytokine
sind eine Gruppe nicht-enzymatischer, l6slicher Proteine, die als Mediatoren fungieren
und vor allem von Makrophagen, Endothelzellen und natirlichen Killer-Zellen gebildet
werden (Tedgui 2005, Ogiwara et al. 2004, Witkowska et al. 2004, lkata et al. 2000).

Das Gerinnungssytem hat gleichfalls einen wesentlichen Effekt auf die Atherosklerose.
TPA hemmt die ROS-Produktion in Entziindungszellen und senkt somit den oxidativen
Stress (Stringer 2000). TPA-Konzentrationen korrelieren positiv mit zuklnftigen
koronaren Ereignissen (Thompson et al. 1995, Hamsten et al. 1985, Ridker et al. 1993).
Dies wird durch die gleichzeitige Zunahme des PAI-1 erklart. PAI-1 bildet mit tPA einen
Komplex und verringert dadurch die Aktivitat des freien und physiologisch aktiven tPA
(Jannson et al. 1993).

In einer Vielzahl von prospektiven Studien wahrend der letzten Jahre konnte ein
Zusammenhang zwischen systemisch messbaren Inflammationsmarkern wie den
Zytokinen IL-6 und TNF-a, Adhasionsmolekulen wie sSICAM-1 und verschiedenen Akute-
Phase-Proteinen, wie zum Beispiel dem mittels eines hochsensitiven Assays
bestimmten C-reaktiven Protein, und konsekutiven kardiovaskularen Endpunkten
gezeigt werden. Diese erwahnten Proteine kdnnen daher als Prognoseparameter fir die
Atherosklerose und das kardiovaskulare Risiko angesehen werden. So zeigten Danesh
et al. 2002 in einer Metaanalyse, dass Personen, deren hs-CRP-Konzentrationen sich in
der obersten Tertile der Verteilung (> 3 mg/l) befanden, ein mehr als doppelt so hohes

Risiko fiir ein zuklnftiges koronares Ereignis besitzen als diejenigen, deren hsCRP-
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Konzentrationen in der untersten Tertile lagen (< 1mg/l). Diese Assoziation liegt in
derselben GroRenordnung wie diejenige fiur die klassischen Risikofaktoren Nikotin,
Hyperlipoproteindmie, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und koérperliche Inaktivitat
und war statistisch unabhangig von diesen Faktoren. HSCRP ist mdglicherweise auch
ein Marker fir ein erhdhtes Risiko am plétzlichen Herztod zu versterben (Albert et al
1999).

SICAM-1 korreliert signifikant mit der Intima-Media-Dicke, einem friihzeitigen Marker der
Atherosklerose, sowie mit etablierten kardiovaskularen Risikofaktoren, wie Nikotin,
Hypertonus und niedrigem HDL-Cholesterin (Rohde et al. 1998, Rohde et al. 1999).
Ikata et al. (2000) bezeichneten sICAM-1 als eigenstandigen Risikomarker der
Atherosklerose.

MCP-1 kann ebenfalls als ein Risikomarker der KHK angesehen werden. In
atherosklerotischen Lasionen konnte im Vergleich zu normalen arteriellen Gefalien eine
Uberexpression von MCP-1 nachgewiesen werden (Nelken et al. 1991). Die Bedeutung
von MCP-1 zeigt sich nicht nur in chronischen Gefallveranderungen, sondern auch bei
Restenosierung dilatierter KoronargefalRe. Cipollone et al. zeigten 2001, dass die MCP-
1-Plasmakonzentrationen nach perkutaner transluminaler Koronarangioplastie bei
Patienten, bei denen es zu einer Restenosierung des Gefalles kam, signifikant hher
waren. Patienten die einen cerebralen Insult oder einen akuten Myokardinfarkt erlitten
hatten, zeigten in einer weiteren Untersuchung durch Arakelyan et al. 2005 erhéhte
Werte fir MCP-1.

Desweiteren kann IL-6 als Prognosemarker der KHK angesehen werden. So zeigten
sich bei Patienten mit instabiler Angina pectoris hbhere IL-6-Konzentrationen als bei
Patienten mit stabiler Angina pectoris (Biasucci et al. 1996).

Die endotheliale Dysfunktion spielt in der Atherogenese eine wichtige Rolle (Vogel
1997). Die endotheliale Dysfunktion ist der erste und essentielle Schritt in der
Atheroskleroseentwicklung (Ross 1999) und ein unabhangiger prognostischer
Risikomarker der koronaren Herzerkrankung. Sie ist gekennzeichnet durch
proinflammatorische und prokoagulatorische Prozesse sowie eine verminderte Endothel-
abhangige Vasodilatation. Patienten, die wahrend eines Beobachtungszeitraumes ein
kardiales Ereignis erlitten, hatten im Vorfeld bereits eine signifikant erhohte
vasokonstriktorische Antwort auf Acetylcholin und somit eine schwere endotheliale
Dysfunktion (Schachinger et al. 2000). Bei normaler Endothelfunktion bewirkt
Acetylcholin Uber muskarinerge cholinerge Rezeptoren eine Vasodilatation (Vogel
1997). Eine schwere endotheliale Dysfunktion in leichtgradig veranderten oder normalen
Koronararterien fihrt zu vermehrtem Auftreten kardialer Ereignisse wie Infarkt,

Revaskularisation oder Tod (Suwaidi et al. 2000).
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Der entscheidende Mechanismus der endothelialen Dysfunktion ist die verminderte NO-
Bioverfugbarkeit. Dieser Verlust resultiert durch eine verminderte NO-Produktion oder
aus einer Inaktivierung von NO durch freie Sauerstoffradikale wie O, (Harrison 1997b).
Oxidativer Stress beschreibt eine Stoffwechsellage, bei der es zu einer Verschiebung
des Gleichgewichtes von Sauerstoffradikalen und antioxidativen Substanzen zugunsten
der Sauerstoffradikale kommt. Eine vermehrte Produktion von ROS sowie eine
abgeschwachte endogene Synthese von Antioxidantien oder verminderter Funktion
antioxidativer Enzyme fihrt zur Oxidation biologischer Makromolekile wie DNA,
Proteine und Lipide, die dadurch in ihrer Funktion beeintrachtigt werden. ROS entstehen
durch Reduktion von molekularem Sauerstoff. Eine der wichtigsten Quellen der ROS-
Produktion in den GefalRzellen sind die NAD(P)H-Oxidase und die Xanthinoxidase
(Griendling et al. 2000, Cai et al. 2000).

Unter physiologischen Bedingungen produziert die endotheliale NO-Synthase (eNOS) in
Endothelzellen aus L-Arginin unter Entstehung des Nebenproduktes L-Citrullin NO
(Palmer et al. 1988, Bredt et al. 1991, Pollock et al. 1991). Eine Verschiebung des
Gleichgewichtes von NO und ROS in Richtung NO bewirkt eine gestiegene NO-
Bioverfugbarkeit. Hierflr bendtigt die eNOS den Cofaktor Tetrahydrobiopterin (BH,). Im
Tierversuch mit transgenen Mausen, bei denen die BHs-Konzentration um 60% reduziert
war, wurde eine verminderte NO-Freisetzung zugunsten einer Erhdhung der Superoxid-
Produktion durch die eNOS nachgewiesen (van Hinsbergh 2001). Der Mangel an BH,4
fuhrt folglich zu einer Dysfunktion der eNOS verbunden mit der Bildung von ROS und
verminderter NO-Bioverflgbarkeit (Cai et al. 2000, Harrison et al. 2003).

Neben diesen beschriebenen Entstehungswegen gibt es noch weitere Quellen der ROS-
Produktion, wie z.B. die Cytochrom P450-Isoenzyme, die mitochondriale Atmungskette,
die Autooxidation von reduzierten Verbindungen wie Oxy-Hamoglobin oder Thiolen und
die peroxisomale Oxidation von Fettsauren (Souza et al. 2003).

Zu den Antioxidantien zahlen die exogenen Substanzen wie Vitamin E, Vitamin C, Beta-
Carotin und N-Acetylcystein. In der Gruppe der antioxidativen Enzyme befinden sich
neben der Katalase, der Thioredoxin Reduktase, der Glutathion-Peroxidase vor allem
die Superoxid Dismutasen (SOD) (Mates et al. 1999). Superoxid Radikale werden
normalerweise durch SOD inaktiviert. Diese Enzyme katalysieren die Oxidation eines
Superoxid-Anions zu molekularem Sauerstoff und die Reaktion eines zweiten
Superoxid-Anions zu Wasserstoffperoxid. Uber eine Radikal/Radikal-Reaktion kann
unter Entstehung des toxischen Peroxynitritis Superoxid aber schneller eine Bindung mit
NO eingehen und dieses inaktivieren. Die Radikalfreisetzung innerhalb und aullerhalb
der Zellen flhrt sowohl zur Aktivierung bestimmter Signalwege als auch zur Induktion
Redox-sensitiver Gene wie MCP-1, ICAM-1 und IL-6. ROS bewirken verschiedene
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Veranderungen im Gewebe von Blutgefallen, die mit Wachstum der glatten Muskulatur,
Koagulation, Inflammationsreaktionen und Beeintrachtigung der Endothel-vermittelten
Vasorelaxation einhergehen kénnen (Griendling et al. 2000).

Ein wichtiger Regulator der vaskularen ROS-Produktion ist Angiotensin Il. Die Wirkung
dieses Haupteffektors des Renin-Angiotensin-Systems wird durch spezifische
Rezeptoren vermittelt, hierbei vor allem Uber die Aktivierung des AT-Rezeptors in
glatten Gefalmuskelzellen und Endothelzellen. Dieser Rezeptor ist verantwortlich fr
alle wesentlichen bekannten pathologischen Effekte von Angiotensin Il wie
Vasokonstriktion, Ablagerung von extrazelluldaren Matrixmolekilen, vaskulare
Inflammation durch vermehrte Expression von MCP-1, Adhasionsmolekilen und
proinflammatorischen Zytokinen, Zellproliferation und -migration. Angiotensin Il stimuliert
Uber den ATq-Rezeptor die Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase, die flir den Hauptteil der in
GefaBwanden produzierten ROS verantwortlich ist (Griendling et al. 1994). Die
Aktivierung des Enzyms erfolgt biphasisch, der initiale Schritt ist die Stimulation des AT-
Rezeptors durch Angiotensin I, der zu einer Aktivierung der Proteinkinase C und
dadurch zu einer raschen Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase und zur Superoxid-
Produktion fuhrt. In der zweiten Phase stimulieren die Superoxid Radikale die SRC-
Tyrosinkinase, gefolgt von der Aktivierung des epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) und
der Stimulierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase, die schlie3lich die GTPase rac 1 und
den gesamten NAD(P)H-Oxidase Komplex aktiviert (Seshiah et al. 2002). Eine
gesteigerte NAD(P)H-Oxidase Aktivitat ist mit abgeschwachter NO-vermittelter
Vasorelaxation assoziiert, entsprechend einer endothelialen Dysfunktion (Guzik et al.
2000). Eine Angiotensin ll-induzierte Hypertonie fuhrt zu einer gesteigerten NAD(P)H-
Oxidase-Aktivitdt, einer verdoppelten vaskularen O,-Produktion und 2zu einer
endothelialen Dysfunktion (Rajagopalan et al. 1996).

Die AT;-Rezeptor-Aktivierung flhrt zu weiteren Effekten auf oxidative Enzymsysteme
wie die eNOS und die Xanthinoxidase. Es konnte nachgewiesen werden, dass die
Applikation von Angiotensin Il zu einer oxidativen Inaktivierung von BH4 und damit zu
einer dysfunktionellen eNOS mit vermehrter ROS Produktion fihrte (Chalupsky et al.
2005). Gleichfalls bewirkt Angiotensin Il eine vermehrte Aktivierung der Xanthinoxidase
(Harrison et al. 2003).

Die Expression des AT -Rezeptors wird durch unterschiedliche Agonisten beeinflusst.
Die Regulation dieses Rezeptors ist fir die Pathogenese der Atherosklerose von grofier
Bedeutung, da das Ausmall der AT -Rezeptor-induzierten Vasokonstriktion,
Zellproliferation und ROS-Produktion entscheidend von dem Ausmald der Expression
dieses Rezeptors in der GefaRwand abhangt. Eine gesteigerte Expression des AT;-

Rezeptors vermittelt vermehrt die biologischen Effekte des Angiotensin Il (Lassegue et
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al. 1995, Nickenig et al. 1996, Nickenig et al. 1997b Nickenig et al. 1998a, Nickenig et al.
1998b).

Die Hypercholesterindmie zahlt zu den wichtigsten kardiovaskularen Risikofaktoren, und
ist mit vaskularem oxidativen Stress und endothelialer Dysfunktion assoziiert (Vogel
1997). Neuere Studien haben ergeben, dass die Hypercholesterinamie sowohl in vitro
(glatte Gefallmuskelzellen) als auch in vivo (Kaninchen, hypercholesterindmische
Patienten) zu einer Uberexpression des AT-Rezeptors und zu den damit verbundenen
Konsequenzen wie vermehrte Vasokonstriktion, Zellproliferation und ROS-Produktion
fuhrt (Nickenig et al. 1997b, Nickenig et al. 1999). Hier ergibt sich ein mdglicher
Zusammenhang zwischen Hypercholesterinamie, AT,-Rezeptor-Expression, oxidativem

Stress und Induktion der endothelialen Dysfunktion als pathogenetisches Konzept.
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5.2. Nutzen der Inhibition des AT,-Rezeptors

In groen Klinischen Studien wie der Scandinavian Simvastin Survival Studie, der
WOSCOP-Studie und der CARE-Studie konnte eindrucksvoll demonstriert werden, dass
die Cholesterin-senkende Therapie mit HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren (sogenannten
Statinen) bei Patienten mit Hypercholesterinamie und/oder koronarer Herzkrankheit zu
weniger Myokardinfarkten und Schlaganféllen sowie zu einer Reduktion der Mortalitat
fuhrt (Tonkin 2001). Anderson et al. (1995a) zeigten, dass die Therapie mit einem Statin
eine Absenkung des LDL-Cholesterinspiegels und eine deutliche Verbesserung der
endothelialen  Funktion  (Acteylcholin-induzierte  koronare = Endothel-abhangige
Vasodilatation) bewirkte. In einer weiteren Studie wurde mittels intraarterieller
Acetylcholin-Infusion und Unterarmvenenverschluss-Plethysmographie nachgewiesen,
dass durch eine Statin-Therapie eine signifikante Verbesserung der Endothelfunktion bei
Hypercholesterindmie erzielt werden kann (O’Driscoll et al. 1997). Dieser Effekt stellte
sich nach einer vierwdchiger Therapie ein. Andere Ergebnisse zeigten jedoch auch
einen wesentlich schneller einsetzenden Effekt der Statine auf die Gefalfunktion. So
konnte in einer weiteren Studie an hypercholesterindmischen Patienten bereits nach drei
Tagen ein Verbesserung der Endothelfunktion erzielt werden (John et al. 2005).
Ahnliche Ergebnisse wiesen Tsunekawa et al. 2001 in einer Studie an 27 Diabetikern mit
leichter Hypercholesterinamie nach. Hier konnte nach dreitdgiger Therapie mit
Cerivastatin ebenfalls eine signifikante Verbesserung der Endothel-abhangigen
Vasodilatation gezeigt werden. Diese Effekte schienen sogar rascher aufzutreten als der
begleitende Abfall des LDL-Cholesterinspiegels. Wassmann et al. (2003b) wiesen nach,
dass Statine bereits nach 24 Stunden zu einer Verbesserung der koronaren
endothelialen Funktion fuhren kdnnen, ohne dass die messbaren Cholesterinspiegel
beeinflusst waren. Subgruppenanalysen aus der WOSCOP- und CARE-Studie zeigten,
dass trotz ahnlicher Cholesterinspiegel statinbehandelte Individuen ein niedrigeres
Risiko fur kardiovaskuldre Ereignisse haben als vergleichbare placebobehandelte
Individuen. Diese Analysen legen nahe, dass der protektive Effekt von Statinen Gber den
Cholesterin-senkenden Effekt hinaus durch direkte Wirkungen auf die Gefallwand, die
sogenannten pleiotropen Effekte der Statine, unterstitzt wird.

Neuere experimentelle Studien zeigen, dass Statine cholesterinunabhangig direkt eine
vermehrte Expression der eNOS bewirken (Wassmann et al. 2002a, Wassmann et al.
2002b, Laufs et al. 1998).

In  Tieruntersuchungen fihrte eine Statinbehandlung zu einer Reduktion
inflammatorischer Zellen in der Gefallwand (Shimizu 2003). Statine verringern in

Leukozyten die Synthese von MCP-1 (Kiener 2001). Ahnliche Befunde zeigten sich auch
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in kultivierten glatten Muskelzellen (Knapp et al. 2000). In einer klinischen Studie an 74
hypercholesterinamischen Patienten bewirkte sowohl eine hoch- als auch eine
niedrigdosierte Statin-Therapie eine signifikante Reduktion von IL-6 und sICAM-1
(Nawai et al. 2003). Ahnliche Ergebnisse mit einer signifikanten Abnahme von IL-6,
sICAM-1, CRP und TNF-a unter Therapie mit Atorvastatin zeigten Ascer et al. 2004 bei
68 Patienten mit einer Hypercholesterinamie.

Ein weiterer wichtiger Nutzen der Statin-Therapie ist der antioxidative Effekt. Eine
Behandlung mit Statinen flihrte zu einer signifikanten Reduktion des oxidativen Stresses
mit verminderter ROS-Produktion (Wassmann et al 2002b, Wassmann et al. 2003a). Die
verminderte ROS-Produktion entsteht unter anderem durch eine Inhibition der NAD(P)H-
Oxidase und eine darliber vermittelte verringerte Produktion von Superoxid (Takayama
et al. 2004). Zudem konnte eine erhdhte Expression des antioxidativen Enzyms
Katalase nachgewiesen werden (Wassmann et al. 2002a). Ein wichtiger Effekt ist eine
Hemmung der Rac-1 GTPase, die fur die Aktivierung der NAD(P)H-Oxidase benétigt
wird (Wassmann et al. 2001b). Die erwahnten positiven Effekte der Behandlung mit
HMG-CoA-Reduktase-Hemmern lassen sich jedoch nicht nur bei Hypercholesterindmie,
sondern auch bei normwertigen Lipidspiegeln nachweisen (De Caterina et al. 2002,
Rikitake et al. 2001). Bei normocholesterinamischen hypertensiven Ratten wurde unter
Statin-Therapie eine signifikante Verbesserung der Endothelfunktion erzielt. Hier konnte
ebenfalls eine verminderte ROS-Produktion nachgewiesen werden (Wassmann et al.
2001a). Interessanterweise bewirkt eine Statin-Therapie in vitro und in vivo eine
deutliche Verminderung der Genexpression des AT:-Rezeptors (Wassmann et al.
2001a, Wassmann et al. 2001b).

Die Hypercholesterinamie fiihrt zu vermehrtem oxidativen Stress und endothelialer
Dysfunktion. In diesem Zusammenhang spielt der AT,-Rezeptor eine wichtige Rolle, da
er bei der Hypercholesterinamie Uberexprimiert ist und oxidativen Stress und eine
vermehrte Inflammation bewirkt (Nickenig et al. 1997a, Nickenig et al. 1997b, Nickenig
et al. 1999). Statine bewirken nicht nur eine Senkung der Lipidspiegel bei
Hypercholesterinamie, sondern vermindern direkt den oxidativen Stress und die
Expression des AT+-Rezeptors und verbessern die Endothelfunktion. Hierbei handelt es
sich um einen wesentlichen Therapieeffekt der Statine. Moglicherweise ist der AT;-
Rezeptor ein molekularer Schlisselmechanismus der Hypercholesterindmie-assoziierten
endothelialen Dysfunktion.

Die Uberprifung dieser Hypothese sollte in Form der vorliegenden klinischen Studie bei
hypercholesterinamischen Patienten mit endothelialer Dysfunktion erfolgen. Es wurden
47 normotensive hypercholesterindmische Patienten mit verminderter Endothel-

abhangiger Vasodilatation in der plethysmographischen Erstuntersuchung randomisiert
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und doppelblind mit einem AT,-Rezeptorantagonisten, einem Calciumantagonisten oder
Placebo fur 6 Wochen behandelt. Danach wurde erneut plethysmographisch die
Endothel-abhéngige und die Endothel-unabhangige Vasodilatation untersucht.
Zusatzlich wurden Marker der Inflammation, des oxidativen Stresses und der
Blutgerinnung bestimmt.

In dieser Studie bewirkte die 42-tdgige Behandlung hypercholesterindmischer Patienten
mit dem AT -Rezeptorantagonisten Candesartan eine Verbesserung der Endothel-
abhangigen Vasodilatation. Dies zeigte sich in einem Anstieg der Ischamie-induzierten
reaktiven Hyperamie. In der Placebo-Gruppe und der Felodipingruppe zeigten sich keine
signifikanten Effekte. Der basale Blutfluss und die Nitroglycerin-induzierte Endothel-
unabhangige Vasodilatation wurden durch die medikamentése Therapie nicht signifikant
beeinflusst. Ein wichtiger Punkt ist, dass das Patientenkollektiv normotensiv war und der
Lipidstatus und die Blutdruckwerte durch die Medikation nicht signifikant verandert
wurden. Die signifikante Verbesserung der Endothel-abhangigen Vasodilatation zeigt
daher einen selektiven Effekt der ATi-Rezeptorblockade unabhangig von einer
Beeinflussung des Lipidprofils und des Blutdrucks.

Die Messung der Endothel-abhangigen Vasodilatation kann auf invasivem oder nicht-
invasivem Wege erfolgen. Im Koronarsystem wird sie meist mittels Acetylcholin-Infusion
untersucht. Acetylcholin wird dabei in steigender Dosierung selektiv intrakoronar
infundiert und Anderungen des Lumendiameters mit quantitativer Angiographie
gemessen (Ludmer et al. 1986). Die Reaktionen reichen von geringer Dilatation oder
keiner Kaliberanderung bis zur ausgepragten Vasokonstriktion. Die Acetylcholin-
Methode ist invasiv, aufwendig und nur bei solchen Patienten mdglich, bei denen eine
Indikation zur Koronarangiographie besteht. Die periphere Endothelfunktion der
Brachialarterie kann nicht-invasiv mit hochauflésendem Ultraschall untersucht werden.
Hierbei werden Diametermessungen von einer Intima-Media-Grenze zur anderen
enddiastolisch durchgefihrt (Celermajer et al. 1992). Der Vorteil dieser Methode liegt in
ihrer Nicht-Invasivitat, der Nachteil darin, dass eine systemische Arterie stellvertretend
fur das Koronarsystem untersucht wird. Untersuchungen zeigten jedoch, dass die Fluss-
vermittelte Dilatation der Brachialarterie gut mit funktionellen Veranderungen der
Koronararterien korreliert (Anderson et al. 1995b, Neunteufel et al. 1997). Die in der
vorliegenden Studie benutzte Messmethode der Venenverschluss-Plethysmographie
analysiert den Unterarmblutfluss als Surrogatparameter fiir die Endothelfunktion. Diese
Methode ist eine in klinischen Untersuchungen haufig benutze Messtechnik zur
Bestimmung der Endothelfunktion, vor allem wegen der Nicht-Invasivitat und der einfach
zu beherrschenden Messtechnik (Cortella et al. 2000, Higashi et al. 2001a, Higashi et al.
2003).
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Die als Goldstandard angesehene Referenzmethode zur Bestimmung der Endothel-
abhangigen Vasodilatation ist die intraarterielle Acetylcholin-Infusion. Acetylcholin hat
eine duale Wirkung auf die GefalRwand, die aus einer Endothel-abhangigen
vasodilatorischen Komponente durch Freisetzung von NO und aus einer direkten
vasokonstriktorischen Komponente auf die glatte GefalRmuskulatur besteht.
Untersuchungen zeigten, dass die Stérung der endothelialen Vasodilatation nicht nur
atherosklerotische  GefalRe betrifft, sondern auch in vollig glattwandigen
Koronarsegmenten von Patienten mit Atherosklerose in anderen Gefaligebieten und bei
Patienten mit atypischer Angina und normalem Koronarangiogramm auftreten kann
(Werns et al. 1989, Vrints et al. 1992). In der vorliegenden Arbeit wurde die reaktive
Hyperamie nach finfmindtiger Ischamie als wichtigster Parameter zur Bestimmung der
Endothel-abhangigen Vasodilatation eingesetzt. Diese Methode weist Einschrankungen
im Vergleich zu der intraarteriellen Acetylcholin-Infusion auf. Der Hyperamie-induzierte
Blutfluss ist nicht ausschlief3lich abhangig vom Endothel, da zusatzlich zu den Endothel-
abhangigen vasoaktiven Substanzen noch andere lokale metabolische Faktoren zur
Vasodilatation nach Ischamie beitragen kénnen. Weiterhin kénnte die Platzierung der
Messeinheit, das Alter der in die Studie eingeschlossenen Patienten sowie
Einflussfaktoren wie Nikotin oder Stress die Beziehung zwischen hyperdmischen
Unterarmblutfluss und Endothel-vermittelter Vasorelaxation beeinflussen. Trotzdem wird
diese Messmethode als eine valide und reproduzierbare nicht-invasive
Untersuchungstechnik und als ein verlasslicher Parameter fur die Endothelfunktion
angesehen. Zudem bedeutet sie wegen der fehlenden intraarteriellen Injektion eine
geringere Belastung fir den Probanden und ist weniger zeitaufwendig. In den in der
vorliegenden Arbeit durchgeflhrten Voruntersuchung zur Validierung der Messmethode
wurde bei hypercholesterindmischen Patienten und normocholesterindmischen
Probanden der Blutfluss in der reaktiven Hyperamie bestimmt. Hier zeigte die
Hypercholesterinamie-Gruppe einen signifikant erniedrigten Wert im Vergleich zum
normocholesterinamischen Kollektiv. Die gute Reproduzierbarkeit der Methode lief3 sich
bei 13 Probanden mit Messungen an drei aufeinanderfolgenden Tagen unter gleichen
Untersuchungsbedingungen nachweisen. Hier konnten keine signifikanten Unterschiede
in den Basalmessungen und den Messungen der reaktiven Hyperamie nachgewiesen
werden.

Die Resultate dieser Arbeit stimmen mit bereits verdffentlichen Forschungsergebnissen
Uberein. Tierexperimentelle Studien bei hypercholesterindmischen Kaninchen zeigten,
dass eine Behandlung mit einem AT-Rezeptorantagonisten - ohne die Lipidspiegel oder
den Blutdruck zu verdndern - zu einer Normalisierung der Freisetzung freier

Sauerstoffradikale aus der Gefallwand, zu einer Aufhebung der endothelialen
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Dysfunktion und zu einer verminderten atherosklerotischen Plaquebildung fuhrt
(Warnholtz et al. 1999). Bei hypercholesterinamischen Affen flhrte eine AT;-
Rezeptorblockade durch Losartan zu einer signifikanten Reduktion des Ausmalles der
Jatty-streak“—Lasionen in der Aorta, den Koronararterien und den Carotiden sowie zu
einer Reduktion der Inflammation ohne Veranderungen des Plasma-Cholesterinspiegels
und des Blutdruckes (Strawn et al. 2000). Wassmann et al. zeigten 2004, das eine
pharmakologische AT;-Rezeptorblockade bzw. eine genetische Disruption des AT;-
Rezeptors eine  signifikante  Reduktion  atherosklerotischer Lasionen  bei
hypercholesterindmischen Mausen bewirkte. Bei hypercholesterinamischen Schweinen
bewirkte eine AT:-Rezeptorblockade mit Losartan eine signifikante Verbesserung des
koronaren Blutflusses. In der gleichen experimentellen Studie konnte Enalapril aus der
Gruppe der ACE-Hemmer ebenfalls eine Fluss-Verbesserung erzielen, allerdings in
geringerem Ausmal} als Losartan (Schwemmer et al. 2000).

Weitere Studien mit ACE-Hemmern zeigten ahnliche Ergebnisse. Eine medikamenttse
Therapie mit dem ACE-Hemmer Delapril zeigte ebenfalls eine verminderte Progression
der Atherosklerose und eine Verbesserung der endothelialen Dysfunktion bei
hypercholesterinamischen Ratten (Hernandez et al. 1998). Ahnliche Ergebnisse zeigten
Weckler et al. 2003 fur die Substanz Ramipril.

Klinische Patientenstudien zeigten bisher eine Verbesserung der Endothelfunktion durch
AT -Rezeptorantagonisten bei endothelialer Dysfunktion anderer Genese, wie z.B. bei
arterieller Hypertonie oder bei manifester KHK. So zeigten Prasad et al. 2000, dass eine
AT -Rezeptorblockade sowohl kurz- als auch langfristig durch eine Steigerung der NO
Bioverflugbarkeit eine verstarkte Endothel-abhangige Vasodilatation bei
normocholesterindmischen, atherosklerotischen Patienten bewirkt. Auch in dieser Studie
hatte die AT-Rezeptorblockade keinen Einfluss auf die Endothel-unabhangige
Vasorelaxation. In einer weiteren klinischen Studie bei Patienten mit essentieller
arterieller Hypertonie verbesserte der AT -Rezeptorantagonist Losartan die endotheliale
Dysfunktion, wohingegen der p—Blocker Atenolol keinen Effekt bewirkte (Schiffrin et al.
2000).

Klinische Studien mit ACE-Hemmern zeigten ebenfalls eine Verbesserung der
Endothelfunktion bei hypercholesterinamischen Patienten durch Therapie mit Lisinopril
(Lee et al. 1999). Bei Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung konnten Mancini et
al. 1996 in der TREND-Studie (Trial on Reversing ENdothelial Dysfunction) eine
verbesserte endotheliale Dysfunktion unter Therapie mit Quinapril nachweisen.

In der Pharmakologie der ACE-Hemmer und der AT;-Rezeptorantagonisten finden sich
mehrere Unterschiede. Durch die direkte Blockade am AT-Rezeptor haben AT;-

Rezeptorantagonisten den Vorteil, dass die Wirkung von Angiotensin Il unabhangig vom
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Syntheseort mit hdherer Effektivitdt unterbunden wird als durch ACE-Hemmer. Als
potentiell wichtig erweist sich die Selektivitdt der AT,-Rezeptorantagonisten. Die
potentiell glinstigen Wirkungen des AT,-Rezeptors wie Vasodilatation und Hemmung
des Wachstums glatter GefaRmuskelzellen werden nicht gehemmt, bzw. sogar verstarkt.
Ein weiterer Nachteil der ACE-Hemmer besteht im sogenannten Escape-Phanomen.
Hierunter versteht man bei langfristiger medikamentoser Therapie mit einem ACE-
Hemmer die starkere Nutzung alternativer Stoffwechselwege zur Produktion von
Angiotensin II.

Fir andere antihypertensive Medikamente wurde gleichfalls gezeigt, dass bei
hypertensiven Patienten die endotheliale Funktion positiv beeinflusst werden kann. In
einer Studie, die den Einfluss von Irbesartan und Atenolol bei Patienten mit nicht
behandelter Hypertonie untersuchte, zeigten beide Medikamente eine Verbesserung des
Endothel-abhangigen Unterarmblutflusses (Von zur Mihlen et al. 2001). In einer
weiteren Studie zeigte sich bei der Therapie von unbehandelten Hypertonikern mit
Amlodipin ein Trend zu einer Verbesserung der endothelialen Funktion von
WiderstandsgefalRen, wohingegen Atenolol keinen Effekt zeigte (Schiffrin et al. 2002). In
mehreren weiteren Arbeiten zeigten Calciumantagonisten im Vergleich zu ACE-
Hemmern und AT -Rezeptorantagonisten keine positiven Effekte auf die
Endothelfunktion (Higashi et al. 1998, Higashi et al. 2001b, Clarkson et al. 2001). In den
meisten Studien wurden Patienten mit einer unbehandelten arteriellen Hypertonie
eingeschlossen, die hier vorgelegte Studie hingegen untersuchte normotensive
Patienten (Patienten ohne bzw. mit suffizient medikamentds eingestellter arterieller
Hypertonie). Eine Senkung erhéhter Blutdruckwerte kann per se schon zu einer
Verbesserung der endothelialen Funktion fuhren. Dies wurde in der vorgelegten Arbeit
jedoch ausgeschlossen, da die Blutdruckwerte durch die Behandlung nicht signifikant
verandert wurden.

Die Blockade des AT:-Rezeptors bewirkte in der vorgelegten Studie eine signifikante
Reduktion des oxidativen Stresses. In dieser Studie wurden 8-lIsoprostane als Marker
der Lipidperoxidation in vivo bestimmt. 8-Isoprostane werden nichtenzymatisch durch
freie Sauerstoffradikale aus der in der Zellmembran verankerten Arachidonsaure
gebildet und durch die Phospholipase A, von den Membranlipiden abgespalten und in
den Blutkreislauf freigesetzt (Morrow 2005). Durch die vermehrte Expression und
Aktivierung des AT -Rezeptors im Rahmen der Hypercholesterindmie und der damit
verbundenen vermehrten Stimulation der NAD(P)H-Oxidase kommt es zu einer
gesteigerten Produktion freier Sauerstoffradikale, was durch AT:-Rezeptorblockade

unterbunden werden kann.
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Die Reduktion der 8-lsoprostane war in dieser Studie bei hypercholesterindmischen
Patienten selektiv fir den AT-Rezeptoranatagonisten Candesartan nachweisbar, unter
Therapie mit der Vergleichsmedikation mit Felodipin oder Placebo zeigte sich kein Effekt
auf den oxidativen Stress. Warnholtz et al. zeigten 1999 im Tierexperiment, dass die
Hypercholesterindmie mit einer gesteigerten NAD(P)H-Oxidase vermittelten Superoxid-
Produktion einhergeht und dass die Behandlung hypercholesterinamischer Tiere mit
einem AT,-Rezeptorantagonisten die Aktivitat der NAD(P)H-Oxidase und die Produktion
von Superoxid normalisiert. Desweiteren zeigten Mervaala et al. 2001 eine signifikante
Abnahme des 8-Isoprostans durch Therapie mit Losartan bei hypertensiven doppelt
transgenen Ratten mit humanen Renin und humanen Angiotensinogen-Genen im
Tierexperiment. Eine Behandlung mit Superoxid Dismutase oder einem Inhibitor der
Xanthin-Oxidase verbesserte signifikant die Angiotensin |l induzierte vaskulare
Dysfunktion.

Patientenstudien, die den Einfluss eines AT -Rezeptorantagonisten auf die
Hypercholesterinamie-induzierte Induktion von oxidativem Stress untersuchen, wurden
bisher nicht durchgefiuhrt. Lediglich die Effekte einer AT;-Rezeptorblockade bei
hypertensiven, normocholesterinamischen Patienten wurden genauer analysiert. So
zeigten Koh et al. 2003, dass eine Blockade des AT;-Rezeptors die endotheliale
Dysfunktion verbessert und zu einer Reduktion des oxidativen Stresses und
inflammatorischer Zytokine fuhrt. Hingegen wurden die Effekte von ACE-Hemmern auf
den oxidativen Stress bei Hypercholesterinamie naher betrachtet. So fihrte bei
Patienten mit einem metabolischem Syndrom die vierwdchige Behandlung mit dem
ACE-Hemmer Quinapril zu einer signifikanten Reduktion von 8-Isoprostanen (Khan et al.
2004).

Die frihe Atherosklerose ist gekennzeichnet durch die MCP-1 vermittelte Monozyten-
Chemotaxis in der GefalRwand. Die Monozyten-Adhasion wird vermittelt durch
Adhasionsmolekiile wie ICAM-1 (Ross 1999). Die AT;-Rezeptor-bedingte Freisetzung
freier Sauerstoffradikale induziert MCP-1 und ICAM-1 (William et al. 1999, Sato et al.
1999). Erhohte Konzentrationen dieser Serumparameter sind assoziiert mit dem
Voranschreiten der Atherosklerose (Ridker 2000a). In der vorgelegten Studie wurden die
Serumkonzentrationen beider Inflammationsparameter signifikant durch die Therapie mit
dem ATi-Rezeptorantagonisten Candesartan gesenkt, nicht aber durch Felodipin oder
Placebo. Diese Resultate zeigen antiinflammatorische Effekte durch den AT;-
Rezeptorantagonismus und bestatigen bereits verdffentlichte Ergebnisse im
Tierexperiment. So bewirkte die AT;-Rezeptorblockade in hypercholesterindmischen
Affen — ohne Reduktion des Plasmacholesterins — einen signifikanten Abfall der MCP-1-

Konzentrationen (Strawn et al. 2000). In normocholesterindmischen Ratten flhrte
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Angiotensin Il zu einem Anstieg der MCP-1-Genexpression, der durch die Therapie mit
dem AT;-Rezeptorantagonisten Losartan wieder aufgehoben wurde (Chen et al. 1998).
Eine durch manuelle Manipulation an Gefallwanden von Mausen hervorgerufene
Steigerung der MCP-1-Expression konnte durch Behandlung mit dem AT;-
Rezeptorantagonisten Olmesartan wieder rickgangig gemacht werden (Li et al. 2004).
Proudfoot et al. zeigten 2003 einen durch AT:-Rezeptorantagonisten induzierten
Rickgang der MCP-1-Produktion in frisch isolierten menschlichen Monozyten. Eine
klinische Studie mit hypertensiven Patienten zeigte nach zweimonatiger Therapie mit
Candesartan eine signifikante Reduktion des Plasmaspiegels fir MCP-1 (Koh et al.
2003).

In einer tierexperimentellen Studie an normotensiven Ratten fihrte die 28-tagige
Behandlung mit Candesartan zu einer signifikanten Reduktion des sICAM-1 (Ando et al.
2004). Eine Studie mit Patienten, die unter einer moderaten arteriellen Hypertonie litten
und die mit dem AT,-Rezeptorantagonisten Losartan therapiert wurden, zeigten im
Vergleich zur Placebo-Gruppe eine signifikante Reduktion der sICAM-1-Konzentration
(Sardo et al. 2004). Desweiteren konnten Tsutamoto et al. 2000 in einer klinischen
Studie den Nachweis erbringen, dass eine zweiwdchige Therapie mit dem AT;-
Rezeptorantagonist Candesartan bei herzinsuffizienten Patienten zu einer signifikanten
Abnahme des Serumspiegels von sICAM-1 fihrte.

AT -Rezeptorantagonisten bewirken demnach eine reduzierte Freisetzung der
Inflammationsparameter MCP-1 und sICAM-1, die eine wichtige Rolle in der
Pathophysiologie und Prognose der Atherosklerose spielen.

Andere Serumparameter der Entziindung (hs-CRP, TNF-a, IL-6) wurden in der
vorgelegten Studie durch die Behandlung mit einem der Studienmedikamente nicht
signifikant verandert. Die Produktion von CRP wird durch TNF-o und IL-6 induziert.
Diese sind ebenfalls Marker flr die Progression der Atherosklerose. (Albert et al. 1999,
Ridker et al. 2000b). Momentan existieren keine Studien in vivo, die eine klare und
eindeutige Beziehung zwischen der ATi-Rezeptoraktivierung und Serumspiegeln von
TNF-a, IL-6 oder CRP beschreiben. Bezlglich des Effektes einer AT -Rezeptorblockade
auf die Inflammationsmarker TNF-a, IL-6 und hsCRP liegen kontroverse Daten in der
Literatur vor. Schieffer et al. zeigten 2004, dass der AT-Rezeptorantagonist Irbesartan
eine Reduktion von hsCRP und IL-6 bewirken kann. Sardo et al. (2004) konnten zwar
nach zwolfwochiger AT -Rezeptorblockade mit Losartan einen signifikanten Abfall von
sICAM-1 nachweisen, die Serumspiegel von TNF-o. wurden unter der Behandlung
jedoch nicht signifikant verandert. Hingegen ergab eine 24woéchige Therapie mit
Irbesartan bei normotensiven Patienten mit koronarer Herzerkrankung eine signifikante

Reduktion der TNF-o. Serumkonzentrationen (Navalkar et al. 2001). Eine zweimonatige
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Therapie mit Candesartan zeigte in einer weiteren Studie an arteriellen Hypertonikern
keinen Effekt auf die CRP-Serumkonzentrationen, wohingegen MCP-1 signifikant
reduziert wurde (Koh et al. 2003). Prasad et al. zeigten 2001 ebenfalls, dass eine
achtwoéchige Therapie mit Losartan keinen Einfluss auf die Serumkonzentrationen von
CRP hat. Yasunari et al. (2004) erbrachten hingegen den Nachweis, dass eine
langerfristige Therapie (acht Monate) mit einem AT-Rezeptorblocker bei hypertensiven
Patienten mit linksventrikularer Hypertrophie zu einem signifikanten Abfall der CRP-
Konzentration fuhren kann.

Die sechswdchige Behandlungsphase in der hier vorliegenden Studie mit Candesartan
konnte zu kurz gewesen sein, um signifikante Beeinflussungen von hsCRP, IL-6 und
TNF-o zu bewirken. Desweiteren konnten signifikante Veranderungen wegen
interindividueller und intraindividueller Messschwankungen nicht erkannt worden sein.
Die in der vorliegenden klinischen Studie untersuchten Messparameter der
Blutgerinnung tPA und PAI-1 wurden hinsichtlich ihrer Aktivitdt und Expression durch
kein Studienmedikament signifikant beeinflusst. Diese Ergebnisse stimmen teilweise mit
den differierenden Resultaten aktueller Studien Uberein. So hatten Angiotensin-
Infusionen bei gesunden Probanden mit oder ohne Vorbehandlung durch einen AT4-
Rezeptorantagonisten keine Auswirkung auf die gemessene Plasmakonzentration und
Aktivitdt von PAI-1 (Lottermoser et al. 2004). Nagata et al. zeigten 2001, dass eine
Therapie mit dem ACE-Hemmer Captopril zu einer Abnahme der PAI-1 Synthese in
menschlichen Monozyten fiihrte, wohingegen der AT;-Rezeptorantagonist Candesartan
keinen Effekt bewirkte. Ein dhnliches Ergebnis erbrachten die Versuche von Katoh et al.
2000. Hierbei konnten im Tierversuch die durch Vorbehandlung mit einem NO-
Synthase-Inhibitor erhéhten PAI-1 Konzentrationen selektiv nur durch den ACE-Hemmer
Imidapril gesenkt werden, die Behandlung mit dem AT -Rezeptorantagonisten
Candesartan zeigte hier ebenfalls keinen Effekt. In einer Studie mit hypertensiven
Patienten erbrachte die Therapie mit einem AT-Rezeptorantagonisten zwar eine
Reduktion des PAI-1-Plasmaspiegels, diese war jedoch im Vergleich zur Abnahme der
PAIl-1-Konzentration unter ACE-Hemmer-Gabe von deutlich geringerer Dauer (Brown et
al. 2002). Hingegen zeigte eine weitere Studie mit hypertensiven Patienten, die fir einen
Zeitraum von zwei Monaten mit Candesartan behandelt wurden, eine signifikante
Reduktion von PAI-1 (Koh et al. 2003). Eine durch die Gabe von Furosemid ausgeldste
Steigerung der PAIl-1-Konzentration konnte in einer anderen Studie durch die
gleichzeitige Gabe eines AT-Rezeptorantagonisten vermieden werden (Sawathiparnich
et al. 2003). Es liegen hier also kontroverse Daten aus klinischen Studien mit AT;-

Rezeptorantagonisten vor.

56



Annlich sieht die Datenlage fiir den Einfluss einer AT;-Rezeptorblockade auf tPA aus.
Eine sechswochige Therapie mit dem ACE-Hemmer Benazepril bewirkte keinen Effekt
auf die Aktivitat von tPA (Fogari et al. 2003). Infusionen von Angiotensin (1-7) zeigten in
einer Studie von Wilsdorf et al. keine Auswirkungen auf die Freisetzung von tPA (2001).
Ebenfalls konnte im Tierexperiment durch Angiotensin II-Behandlung keine Veranderung
der tPA-Expression erzielt werden (Nishimura et al. 1997). Eine weitere Studie zeigte
hingegen, dass die Therapie mit dem AT:-Rezeptorantagonisten Losartan zu einem
Anstieg von tPA in menschlichen glatten GefaBRmuskelzellen flihrte (Papakonstantinou et
al. 2001).

Ahnlich wie bei den durch die Medikation der vorliegenden Studie nicht alterierten
Entziindungsparameter hsCRP, IL-6 und TNF-a kénnten auch bei diesen
Gerinnungsparametern die kurze Behandlungsdauer oder intra- bzw. interindividuelle
Variabilitaten fir das Studienergebnis verantwortlich sein. Desweiteren stellt sich auch
die grundsatzliche Frage, inwiefern der ATq-Rezeptor Gberhaupt in Zusammenhang mit
der Expression und Aktivitat von tPA und PAI-1 steht.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende klinische Studie bei Patienten mit
Hypercholesterindmie-induzierter endothelialer Dysfunktion, dass die selektive Blockade
des AT-Rezeptors mit Candesartan im Gegensatz zu einer Behandlung mit Felodipin
oder Placebo die Endothelfunktion verbessert und eine Reduktion des oxidativen
Stresses und der vaskularen Inflammation unabhangig von Blutdruck und Lipidstatus

bewirkt.

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen neue Erkenntnisse zur
Bedeutung der AT;-Rezeptoraktivierung bei  Hypercholesterinamie-induzierter
endothelialer Dysfunktion. Die Uberexpression des AT;-Rezeptors bei verschiedenen
kardiovaskularen Risikofaktoren wie arterieller Hypertonie, Hypercholesterinamie,
Diabetes mellitus und Ostrogendefizienz ist ein wichtiger pathogenetischer
Mechanismus der endothelialen Dysfunktion und der Entwicklung der Atherosklerose.
Uber die vermehrte Vasokonstriktion, die verschlechterte Endothelfunktion, den
erhohten oxidativen Stress, die vermehrte Inflammation und Zellproliferation wirkt sich
die gesteigerte Expression und Aktivierung des AT:-Rezeptors unglnstig auf die
Entwicklung der Atherosklerose aus (Nickenig et al. 1997a, Nickenig et al. 1997b,
Nickenig et al. 1998a, Prasad et al. 2000, Schiffrin et al. 2000).

Der AT,-Rezeptorantagonismus verbessert die endotheliale Dysfunktion unabhangig von

Blutdrucksenkung und Beeinflussung des Lipidprofils bei Patienten mit
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Hypercholesterindmie. Die hier gewonnenen Ergebnisse kdnnten die Grundlage fur
neue Therapiekonzepte zur Behandlung der vaskularen Dysfunktion und evtl. auch der
Atherosklerose darstellen. In gro3en klinischen Studien wie der HOPE (Heart Outcomes
Prevention Evaluation) - Studie (1996) und der EUROPA (EUropean trial on Reduction
Of cardiac events with Perindopril in stable Artery coronary disease) - Studie (2003)
konnte eine signifikante Verbesserung der Prognose bei Patienten mit erhéhtem
kardiovaskularen Risikoprofil oder manifester koronarer Herzerkrankung durch die
medikamentdse Therapie mit ACE-Hemmern erzielt werden (Fox et al. 2003, The Hope
Study Investigators 1996). Ahnliche Ergebnisse sind méglicherweise auch fiir die AT;-
Rezeptorantagonisten zu erwarten. Endpunktstudien in Bezug auf Morbiditat und
Mortalitdt stehen noch aus, sind jedoch schon initiert - wie beispielsweise die
ONTARGET (ONgoing Telmisartan Alone and in combination with Ramipril Global
Endpoint Trial)-Studie. Diese Studie mit etwa 28.000 Patienten ist eine der gréflten
klinischen Studien zur Erforschung der Rolle eines AT:-Rezeptorantagonisten zum
Schutz vor Schlaganfall, Herzinfarkt und kardiovaskularen Todesursachen. Die
ONTARGET-Studie, die auf der HOPE -Studie basiert, wird seit Herbst 2001 an in ca.
700 verschiedenen Studienorten weltweit Gber funf Jahre lang durchgefuhrt werden. Die
Ergebnisse dieser Studie werden den Stellenwert der AT -Rezeptorantagonisten fur die

Pravention und Therapie kardiovaskularer Erkrankungen mafRgeblich festlegen.
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