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Zusammenfassung

Inflammatorische Prozesse spielen bei der Atherosklerose eine wichtige
Rolle. Das Renin-Angiotensin-System mit seinen AT1- und AT2-Rezeptoren
ist fUr die Entwicklung der endothelialen Dysfunktion und Plaqueinstabilitat
von entscheidender Bedeutung.

In der vorliegenden prospektiven doppelblind plazebokontrollierten Studie
sollte durch die exemplarische Bestimmung potentieller |6slicher Biomarker
und zusatzlich zelluldr exprimierter Adhasionsmolekile die Angiotensin |l
vermittelte Inflammation anhand der Wirkung des ATi-Rezeptorblockers
Telmisartan (40 mg) im Vergleich zu Placebo auf Patienten mit gesicherter
stabiler KHK und milder Hypertonie gepruft werden. Das Kollektiv umfasste
21 Patienten in der Placebo- und 21 Patienten in der Telmisartangruppe. Der
Behandlungszeitraum belief sich auf 12 Wochen.

Bei der zellularen Expression der Adhéasionsmolekile (CD11a, CD11b,
CD31 und CD54) auf den untersuchten Monozyten und Lymphozyten konnte
bei dem aM/B2-Integrin (Mac-1, CD11b) auf Lymphozyten eine statistisch
signifikante Anderung zur Baseline nachgewiesen werden. Bei den 8slichen
Parametern (Adhasionsmolekile: sL-Selektin, s-ICAM-1; Zytokine: IL-4, IL-6,
IL-10, TNF-a, IFN-y; Chemokine: MCP-1; inflammatorische Proteine:
hsCRP) zeigte sich in der Telmisartangruppe eine Abnahme der
proinflammatorischen Zytokine IL-6, TNF-a und INF-y, wobei IFN-y mit einer
signifikanten Anderung zur Baseline vorlag (p<0,05; n=21).
Zusammenfassend kann nach der vorliegenden Studie postuliert werden,
dass der AT1-Rezeptorantagonist Telmisartan einen immunmodulatorischen
Effekt durch Down-Regulation proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und
IFN-y als auch durch verminderte Expression von aM/B2-Integrin auf T-
Lymphozyten hat. Durch zu erwartende verminderte Einwanderung in
atherosklerotische Plaques kénnte es somit zu einer Plagquesstabilisierung
kommen. Die verminderte Expression des aM/B2-Integrin kénnte auf einen
Angiotensin Il unabhangigen Mechanismus und damit auf einen mdglichen
pleiotropen Effekt von Telmisartan zurickgefihrt werden.



Telmisartan inhibits proinflammatory cytokine and the expression of
aM/B2 integrin in human T-lymphocytes

Inflammation plays a major role in atherosclerosis. The renin-angiotensin
system with the AT(1)- and AT(2)-receptors is important for the development
of the endothelial dysfunction and plaque instability.

This prospective double-blind placebo-controlled study should demonstrate
the influence of angiotensin Il depended inflammation by measuring special
soluble biomarkers and cell adhesion molecules. This effect is proved by the
angiotensin receptor blocker telmisartan versus placebo on patients with
stable coronary heart disease and mild hypertension. There were 21 patients
with placebo and 21 patients with telmisartan in the study group. The
treatment was limited for 12 weeks.

For the cellular expression of adhesion molecules (CD11a, CD11b, CD31,
CD54) in human monocytes and lymphocytes there was documented a
significant change of baseline for the aM/B2-integrin (Mac-1, CD11b) in
lymphocytes. The soluble markers (adhesion molecules: sL-selectin, s-
ICAM-1; cytokines: IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y; chemokines: MCP-1;
inflammatory proteins: hsCRP) has shown a decrease of the
proinflammatory cytokines IL-6, TNF-a and IFN-y by treatment with
telmisartan, IFN-y with a significant change of baseline (p<0,05; n=21).

The conclusion of this study can be, that the angiotensin receptor blocker
telmisartan could have an immunmodulatory effect by downregulation of
proinflammatory cytokines like TNF-a and IFN-y and a decrease of
expression of aM/B2-integrin in human T-lymphocytes. You can expect a
reduction of migration in atherosclerotic plagues with the possibility of
plaquestabilisation. The decreased expression of aM/B2-integrin could have
an angiotensin Il independent mechanism and could be a pleiotropic effect of

telmisartan.
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2.1.1

Einleitung

Atherosklerose und Inflammation

Allgemeiner Hintergrund

Bei der Atherosklerose spielen vaskular entzindliche Verdnderungen und
Autoimmunreaktionen eine zentrale Rolle. Fir die Entwicklung einer
Atherosklerose ist die endotheliale Dysfunktion von entscheidender
Bedeutung. Fir diese  kénnen  auBer einer  mechanischen
Endothelschadigung nicht nur erhdhte LDL-Plasma-Spiegel als Ursache
angeflhrt werden, sondern auch andere Mechanismen, wie z. B. durch
Rauchen verursachte freie Radikale, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus,
Hyperhomocysteindmie, genetische Veranderungen oder auch bakterielle
oder virale Entztindungen (ROSS, 1999).

Entzindliche = Veranderungen setzen das Vorhandensein  von
Entziindungsmediatoren in der Zelle voraus. Normales Endothel bindet in
der Regel keine Leukozyten (LIBBY, 2002). Im Rahmen einer endothelialen
Dysfunktion kommt es jedoch =zu einer erhéhten Adhasivitat und
Permeabilitdt des Endothels fir Leukozyten. Dies erméglicht die Migration
von Monozyten und T-Zellen aus der Blutbahn in die Zelle. Nach
Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen nehmen diese oxidiertes
LDL auf und entwickeln sich zu Schaumzellen (ROSS, 1999).

Durch den intrazellularen Entzindungsprozess werden Intimaproliferation,
das Wachstum glatter Muskelzellen, Atherombildung und thrombotische
Komplikationen beglnstigt. Entscheidend fur diese Vorgange sind auf der
einen Seite die vermehrte Expression von Adhéasionsmolekilen, Zytokinen,
Chemokinen, Metalloproteinasen und Wachstumsfaktoren, auf der anderen
Seite u.a. das Zusammenspiel mit Angiotensin Il, Endothelin, Prostaglandin
(PGly), reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Stickstoffmonoxid (NO).



2.1.2

Adhéasionsmolekiile

Adhasionsmolekule sind Molekile auf der Zelloberflache, die die Adhé&sion
mit anderen Zellen ermdglichen (BLANKENBERG, 2003). Sie werden
grundsatzlich auf fast allen Zellen exprimiert. Fir die Entwicklung einer
Atherosklerose sind die Adh&sionsmolekile der vaskuldren Endothelzellen
und der zirkulierenden Leukozyten entscheidend. Besonders im Bereich von
Arterienaufzweigungen kommt es im Rahmen von zunehmenden
Turbulenzen und Scherstress zu einer vermehrten Expression. Die erhéhten
Scherkrafte verringern u. a. die Bildung von endothelialem Stickoxid (NO),
das wiederum gefaBerweiternd und antiinflammatorisch wirkt (LIBBY, 2002).
Es wird die physiologische Hemmung der Expression von VCAM-1
unterdriickt und die Produktion von ICAM-1 induziert (NAGEL, 1994), was
eine erhdhte Adhésion, Migration und Akkumulation von Monozyten und T-
Lymphozyten zur Folge hat.

Die Migration von Monozyten wird vor allem durch das Chemokin MCP-1
(monocyte chemoatractant protein-1) (HANSSON, 2001) beeinflusst, die der
T-Lymphozyten durch die Interferon-y-induzierbaren Chemokine IP 10 (IFN-
inducible protein), Mig (monokine induced by IFN-y) und I-TAC (IFN-
inducible T-cell alpha chemoattractant) (MACH, 1999).

Die Adhéasionsmolekile sind in drei groBe Gruppen zu unterscheiden:
(siehe Abbildung 1)
- Selektine
(P-Selektin, E-Selektin, L-Selektin)
- Immunglobulin &hnliche Molekile
(ICAM-1, PECAM-1, VCAM-1, u.a.)
- Integrine
(LFA-1, Mac-1, VLA4, u.a.)
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Abb. 1:  Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothel

mit Bezug auf die Adh&sionsmolekdle

Selektine werden nach dem Ort ihrer Expression differenziert. So werden auf
Leukozyten L-Selektine, auf Endothelzellen E-Selektine und auf
Thrombozyten P-Selektine exprimiert. Sie binden an spezifische Liganden,
wie z.B. PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand). PSGL-1 ist fir P-Selektin
der starkste Ligand, aber in schwacherer Form auch fir E- und L-Selektin.
Die Expression der Selektine ist nicht konstant, sondern hangt z. B. bei den
L-Selektinen von der Aktivierung von Leukozyten, T- und B-Zellen sowie NK-
Zellen ab. Beim ruhenden Endothel liegen keine E-Selektine vor. Erst durch
eine Entziindungsreaktion kommt es durch Zytokine zur Genaktivierung und
damit zur Selektinexpression.

Uber rolling (Rollen) und tethering (Anbindung) entsteht aufgrund der
Liganden eine schwache Verbindung zwischen Leukozyten und
Endothelzellen (MOORE, 1995). Durch diese Bindung kommt es wiederum
zur Aktivierung der Leukozyten, zur Mobilisation von Integrinen und damit
zur Beeinflussung von Entzindungsprozessen und thrombotischen

Ereignissen.
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Integrine liegen in inaktiven Zellen in einer nicht adhasiven Form vor. Sie
bestehen aus verschiedenen a- und B-Ketten. Integrine haben in der Regel
mehrere Liganden. Erst durch eine Zellaktivierung kommt es zu einer
Strukturanderung der Integrine und damit zu einer erhdéhten Adhasivitat
(HUGHES, 1998).

Entscheidend fir die vaskuldren Prozesse sind die Integrine alL/B2
(CD11a/CD18, leucocyte functionassociated antigen-1, LFA-1), aM/p2
(CD11b/CD18, Mac-1) und a4/B1 (VLA4, CD49d/CD29), die mit ICAM-1,
VCAM-1 und PECAM-1 binden.

Bei den immunglobulindhnlichen Molekilen handelt es sich um Membran-
Glykoprotein-Rezeptoren, wie z. B. ICAM 1-3 (intercellular adhesion
molecule), VCAM -1 (vacular cell adhesion molecule) und PECAM-1 (platelet
endothelial cellular adhesion molecule).

ICAM-1 bindet u. a. an leukozytenspezifisches B2 Integrin (aL/B2, LFA-1,
CD11a/CD18) und an aM/p2 (Mac-1, CD11b/CD18). Wahrscheinlich ist die
Bindung an Mac-1 entscheidend fir rolling und tethering (DUNNE, 2003).
VCAM-1 wird auf Endothelzellen, Makrophagen, Myoblasten und
dentritischen Zellen exprimiert. Es bindet mit a4/B1 Integrin (VLA4,
CD49d/CD29) und erlaubt dadurch eine Leukozyteneinwanderung aus dem
GefaB in die Zelle (MATHENY, 2000).

Das auf Leukozyten, Thrombozyten und Endothelzellen exprimierte
PECAM-1 kommt vor allem zwischen den einzelnen Zellen vor und ist
verantwortlich flr die interzellulare Verbindung (Endothelzelle-Endothelzelle
oder Endothelzelle-Leukozyten) (NEWTON, 1997). Damit spielt es ebenfalls
eine Rolle bei der Leukozyteneinwanderung und hat eine Bedeutung bei
Thrombose, Entziindung, Wundheilung und Angiogenese (DE LISSER,
1997).

Lésliche Formen der Adhdsionsmolekile stehen als potentielle Biomarker
zur Risikostratifizierung einer KHK seit Jahren im Blickpunkt der Forschung.
Eine genaue Erklarung fir die nachweisbaren Blutspiegel von Iéslichen
Adhasionsmolekilen liegt derzeit noch nicht vor. Diskutiert werden
ansteigende Gentranskription, mMRNA-Anderungen, Translationsinderungen,
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vermehrte  Unterformen und vermehrte proteolytische Abscherung
(BLANKENBERG 2003).

U. a. durch Abscheren der Zellen entstehen somit l6sliche (soluble)
Isoformen, wie sICAM-1 oder sVCAM-1. sICAM-1 korreliert mit dem CRP
und gilt generell als proinflammatorischer Marker. In mehreren prospektiven
Studien (siehe Tabelle 1), wie z. B. in der HOPE-Studie, wurde gezeigt, dass
sICAM-1, wie auch Fibrinogen, bei gesunden Menschen als mdglicher
positiver Pradiktor fiur die Entwicklung einer KHK angesehen werden kann
(SMIEJA, 2001). In der PRIME Study zeigten sich erhdéhte sICAM-Werte
pradiktiv fir akute Koronarsyndrome wie Angina pectoris, Myokardinfarkt
und koronarischamischer Tod, sVCAM zeigte keine Korrelation zur KHK.
sICAM war bei KHK unabhdngig von weiteren Risikofaktoren. In
Kombination mit hs-CRP erhdht sich fir sICAM der pradiktive Wert (LUC,
2003).

Studie Parameter
spezifisch unspezifisch
WHS, Ridker (1998, 2000) sP-Selektin, sICAM-1, SAA, IL-6, CRP
PHS, Ridker (1997, 1998, 2000) sICAM-1, IL-6, CRP sVCAM-1
ARIC, Hwang (1997) sICAM-1 sVCAM-1
HOPE, Smieja (2001) sICAM-1, Fibrinogen hsCRP, IL-6
PRIME, Luc (2003) sICAM-1 sVCAM-1

Tabelle 1: Prospektive klinische Studien Uber Inflammationsmarker und das Risiko
kardiovaskularer Ereignisse in der Zukunft (WHS: Women’s Health Study; PHS:
Physician’s Health Study; ARIC: Atherosclerosis Risk in Communities (Study);
HOPE: Heart Outcomes Prevention Evaluation; PRIME: The prospective

epidemiological study of myocardial infarction)

Da sVCAM im ,ruhenden Endothel® nicht exprimiert wird, steigt der
Plasmaspiegel erst nach Endothelaktivierung an. Somit werden erhéhte
Werte besonders bei bekannter KHK und insbesondere auch beim akuten
Koronarsyndrom (ACS) gesehen.

Der sL-Selektin Wert fallt bei Gesunden mit zunehmendem Lebensalter,
korreliert aber mit der Leukozytenzahl (PONTHIEUX, 2004). sL-Selektin war
in einer kleinen Studie bei Patienten mit peripherer arterieller

Verschlusskrankheit im Vergleich zu Gesunden nicht signifikant erhdht
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2.1.3

(BLANN, 1996). Bei stabiler und instabiler AP, sowie bei akutem
Myokardinfarkt wurden erniedrigte Werte von L-Selektin und sL-Selektin im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe beobachtet. Eine Stimulation der
Leukozyten der Kontrollgruppe flhrte ebenfalls zu einer deutlichen Down-
Regulation. Somit spiegeln erniedrigte Spiegel von L-Selektin und sL-
Selektin einen chronisch entziindlichen Prozess wider (HAUGHT, 1996).
Ahnliche Ergebnisse zeigen auch Modelle bei Sepsis/SIRS, bei denen
erniedrigte sL-Selektin-Werte eine schlechte Prognose zeigten (SEIDELIN,
2002). Im Gegensatz dazu wurde im Blut aus dem Koronarsinus nach
Angioplastie ein erhdhter Level von sL-Selektin festgestellt (INOUE, 1999).
Entsprechend wurden erhdéhte sL-Selektin Spiegel auch bei verzégert
interveniertem oder nur mit PTCA versorgtem akutem Myokardinfarkt
gesehen, wobei eine rasche Intervention oder eine gleichzeitige
Stentversorgung zu keiner Erh6hung von sL-Selektin fihrte (LINK, 2004).

Zytokine

Bei den Zytokinen handelt es sich um Signalmolekile, die Uberwiegend von
Makrophagen und Lymphozyten produziert und exprimiert werden. Die
Aufgabe der Zytokine besteht in der Regulation von Immunreaktionen in
Verbindung mit anderen Zellen. Im Rahmen atherosklerotischer L&sionen
spielen insbesondere Interleukine (IL-1, IL-6, IL-10), der Tumornekrosefaktor
(TNF-a) und Interferone (z. B. IFN-y) eine wichtige Rolle. Die Aktivierung von
Makrophagen und T-Zellen fiihrt zu einer "Zytokinkaskade" (HANSSON,
2001).

Die Lymphozyten lassen sich in drei Hauptgruppen unterteilen: T-Zellen, B-
Zellen und NK-Zellen. Fir die Zytokinausschattung in atheromatdsen
Lasionen sind die CD4" T-Helferzellen von besonderer Bedeutung. Diese
kénnen nach Differenzierung aus naiven T-Helferzellen in Th1- und Th2-
Zellen unterteilt werden (MOSMANN, 1986).

TH1-Zellen exprimieren IFN-y, IL-2 und TNF-a, Th2-Zellen IL-4, IL-5, IL-10
und IL-13. Zusammenfassend kdnnen Th1i-Zellen als pro- und Th2-Zellen

als antiinflammatorisch angesehen werden.
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Die durch IFN-y stimulierten Makrophagen sezernieren das Zytokin IL-1, das
glatte Muskelzellen (SMC) zur IL-6 Produktion anregt (LOPPNOW, 1990).
IL-6 gilt ebenfalls als proinflammatorisches Zytokin und hat biologische
Funktionen, wie z.B. die Stimulation von Hepatozyten zur CRP-Produktion,
als hamatopoetischer Wachstumsfaktor oder auch als Aktivator der
Expression von Membranmolekilen. Im Tierversuch steigert IL-6 die
Expression von AT1-Rezeptoren, was zu einer erhéhten AT-ll-vermittelten
Vasokonstriktion fihrt (WASSMANN, 2004). Eine groBe Zahl von Studien
konnte zeigen, dass erhdhte Plasmaspiegel von IL-6 und CRP einen
positiven Pradiktor fir eine koronare Herzerkrankung darstellen (RATTAZZI,
2003).

TNF-a ist eines der am langsten bekannten Zytokine und wird vor allem von
Makrophagen und TH1-Zellen produziert. Es induziert auBer den Wirkungen
wie Fieber, Kachexie oder Produktion von Akutphaseproteinen insbesondere
auch proinflammatorische Verdnderungen in den Endothelzellen. Hierzu
gehdren u. a. die Expression von Adhasionsmolekilen, die Produktion und
Freisetzung von Zytokinen und prokoagulatorischen Substanzen und die
Aktivierung der induzierbaren NO-Synthase (iNOS). Diese produziert zum
einen das vasodilatierende, aggregationshemmende und antiproliferative
NO, zum anderen aber auch Peroxynitrit (ONOQO"), das GefaBspasmen und
Aggregation bewirkt (DEPRE, 1999).

Von den Th2-Zytokinen spielt das IL-10 eine wichtige Rolle in Bezug auf die
Atherosklerose. In atherosklerotischen Plagues liegt eine erhdhte
Expression von IL-10 vor. IL-10 kann sowohl die Aktivitdt von Makrophagen
als auch von Lymphozyten supprimieren. Es inhibiert zellulare Prozesse, die
nicht nur die Entstehung, sondern auch die Zusammensetzung und damit
verbundene Rupturgefahr von Plaques beeinflussen (MALLAT, 1999).

Eine weitere Population sind die Th3-Zellen, die IL-4, IL-10 und den stark
antiinflammatorisch wirkenden transformierenden Wachstumfaktor-g (TGF-
B) produzieren. Bei atheromatésen Lasionen bewirkt er die Stimulation der
Kollagensynthese, Entziindungshemmung und Plaquestabilisation (MC
CAFFREY, 1997). Im Tierversuch starben Mause mit einem Mangel an TGF-
B (TGF-B KO mice) in wenigen Wochen an einer fulminanten Sepsis
(KULKAMI, 1993).
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2.1.4

2.1.5

Chemokine:

Das monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) gilt als Prototyp der
Chemokine und bewirkt Gber seinen Rezeptor CCR2 die Einwanderung von
Monozyten und Macrophagen in frihe atherosklerotische Lasionen. Erhdhte
Spiegel von MCP-1 im Blut werden bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom, instabiler Angina pectoris und nach Koronarintervention
beobachtet (MATSUMORI, 1997; deLEMOS, 2003; SHEIKINE, 2004).

Andere:

HLA-DR (human leucocyte antigen) gehdrt zu den Klasse-lI-Molekilen des
Haupthistokompatibilitits-Komplexes (MHC) und wird von B-Zellen,
aktivierten T-Zellen, Monozyten, Makrophagen und dentritischen Zellen
exprimiert. In Verbindung mit HLA-DR erkennen die Zellen phagozytierte
Antigene. Dadurch wird die Entziindungsreaktion z. B. durch die Sekretion
von INF-y und IL-2 durch Th1-Zellen beglnstigt. HLA-DR positive T-Zellen
werden fast konstant in Plaques von Patienten mit Myokardinfarkt gefunden
(DE BOER, 2003; VAN DER WAL 1994). Bei Patienten mit instabiler Angina
pectoris wurden deutlich erhéhte HLA-DR Werte gefunden, bei stabiler
Angina pectoris gering und bei Gesunden nicht erhéhte Werte (LINDMARK
2001; SERNERI, 2004). Zur Erkennung von aktivierten Entziindungszellen
kénnen somit Antikérper fir HLA-DR herangezogen werden.

NK-Zellen sind wichtige Bestandteile des angeborenen Immunsystems,
insbesondere bei viralen Infektionen. Sie erkennen ihre Zielzellen auf zwei
Arten. Zum einen Uber den Fc-Rezeptor, der das an die Zielzelle gebundene
IgG bindet und damit die zytotoxische Aktivitat auslést. Zum anderen Uber
den "killer-activating receptor”, der die Zytotoxitat einleitet, oder den "killer-
inhibitory receptor”, der mit MHC Klasse-I-Molekilen die Zytolyse verhindert
(DELVES, 2000). NK-Zellen werden in atherosklerotischen Plaques
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gefunden, regulieren aber auch die Produktion einiger Zytokine, so dass
eine direkte Wirkung auf die Atherogenese bisher nicht sicher belegt werden
konnte (GETZ, 2002). Tiermodelle mit LDLr-/- Mausen haben die direkte
proatherogene Wirkung nahe legen lassen (SCHILLER, 2002; STEWART C.
WHITMAN, 2004). Bis heute ist die genaue Bedeutung der NK-Zellen bei der
Atherosklerose aber noch unbekannt.

Die Bedeutung des C-reaktiven Proteins als prognostischer Faktor fir
kardiovaskulare Komplikationen konnte in den letzten Jahren durch mehrere
Studien belegt werden (RATAZZI, 2003; RIDKER, 2004; LINK 2002). Die
CRP-Produktion in der Leber wird durch die Ausschittung des
proinflammatorischen Zytokins IL-6 beeinflusst (s. 0.). Es bleibt jedoch weiter
zu untersuchen, ob das CRP nur als Marker oder auch als direkter Ausldser
einer Atherosklerose anzusehen ist (HANSSON, 2005).

Angiotensin Il

Das Renin-Angiotensin-System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) gehért zu den endokrinen
Peptidsystemen. Das Haupteffektorpeptid stellt das Angiotensin |l dar.
Ausgangsprodukt ist das Angiotensinogen, das hauptsachlich in der Leber
synthetisiert wird. Das in den Nieren zur Regulation des Flussigkeits- und
Elektolythaushaltes und damit auch des Blutdruckverhaltens produzierte
Renin spaltet von Angiotensinogen das inaktive Dekapeptid Angiotensin |
ab. Das Angiotensin-Konversionsenzym (ACE), vor allem aus der Lunge und
den Hoden entstammend, spaltet wiederum ein Dipeptid von Angiotensin |
ab, so dass das aktive Angiotensin |l entsteht. ACE ist jedoch ein
unspezifisches Enzym und kann z. B. auch Bradykinin, Substanz P,
Enkephaline und die B-Kette von Insulin abbauen. Uber die Hemmung des
Bradykininabbaus durch ACE-Hemmer erklart sich z. B. der unter ACE-
Hemmer-Therapie haufig auftretende Reizhusten. Angiotensin Il bindet an

zwei verschiedene Rezeptoren, den AT+- und AT»>-Rezeptor (s.u.).
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Alle Proteine des RAS konnten in verschiedenen Organen wie Gehirn, Herz,
GefaBwand, Niere, Nebenniere, Eierstdcken und Hoden gefunden werden.
Somit muss aktuell zuséatzlich von einem lokalen RAS ausgegangen werden.
Eine pharmakologische Beeinflussung des RAS erfolgt Uber die ACE-
Hemmer und die Angiotensin-Rezeptorantagonisten.

Subtypen von Angiotensin Il Rezeptoren

Die Angiotensin Il Rezeptoren werden nach ihrer Affinitat fur Losartan und
CPG 42112A, PD 123177 und PD 123319 in AT;- und AT.-Rezeptoren
differenziert. Die Sartane stellen die Hauptliganden flr die AT{-Rezeptoren
dar. Beide Rezeptortypen sind im Gewebe unterschiedlich verteilt.

Der ATi-Rezeptor kommt bei adultem Gewebe vor allem in BlutgefaBen,
Herz, Leber, Nebennieren und Nieren vor. Er aktiviert die hauptsachlichen
durch AT Il vermittelten Wirkungen wie Vasokonstriktion, vaskulare und
kardiale Hypertrophie, Mediahypertrophie, erhdht Kontrakitilitdt des Herzens,
Arrhythmien, Sympatikusmodulation, renal tubulare NaCl-Ruckresorption,
Nephrosklerose, Osmoregulation, Baroreflexnemmung, Zellproliferation,
Entziindungsantwort und oxidativen Stress (UNGER, 2003; LEVY, 2004).

In adultem Gewebe ist der AT,-Rezeptor Uberwiegend in Gehirn und
Nebennieren, geringer in GefaBendothel, Myokard, Ovarien und Uterus
exprimiert. In fetalem Gewebe ist der AT,-Rezeptor weiter verbreitet, was
auf eine Bedeutung im Entwicklungs- und Differenzierungsprozess hinweist.
Insgesamt werden dem AT»>-Rezeptor die Mdglichkeit der Vasodilatation,
Antiproliferation, Antiangiogenese, Hemmung der Neointimabildung,
Zelldifferenzierung, Geweberegeneration und Apoptose zugeschrieben
(UNGER, 1999; LEVY, 2004). Der Effekt auf den Blutdruck ist aktuell noch
nicht eindeutig geklart. Bei einem Defekt des AT,-Rezeptors konnte eine
Blutdruckerhdhung gezeigt werden.

Bei der Blockade von ATi-Rezeptoren kommt es zu einer Erhdéhung von
Angiotensin Il, welches mit den AT,-Rezeptoren interagiert und somit eine
Blutdrucksenkung beginstigen kann (DE GASPARO, 2000). In
Tierversuchen wurden bezlglich Hypertrophie, Remodeling und Apoptose
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sowohl beginstigende, als auch inhibierende Effekte aufgezeigt, so dass
hierzu eine eindeutige Beurteilung noch nicht mdéglich ist. Zusammenfassend
scheint sich aber eine indirekte Langzeitstimulation von AT,-Rezeptoren
durch AT;-Rezeptorantagonisten begunstigend auf Myokardhypertrophie,
vaskulare Fibrose und Zunahme von Neovaskularisation in ischamischem
Gewebe auszuwirken (LEVY, 2004).

Proinflammatorische Wirkung von Angiotensin Il

Bei kardiovaskularen Erkrankungen, insbesondere bei der Entwicklung der
Herzinsuffizienz und Atherosklerose, spielen die inflammatorischen
Wirkungen des Angiotensin Il eine wichtige Rolle. In der HOPE-Studie war
dieser Effekt deutlich zu belegen (HOPE STUDY INVESTIGATORS, 2000).
Dies beruht vor allem auf dem AT1-Rezeptor vermittelten oxidativen Stress,
welcher wiederum eng mit der Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) durch Interaktion mit NAD(P)H-Oxidase und der endothelialen NO-
Synthase (eNOS) zusammenhéangt. ROS inaktivieren NO und fiihren zu
einer Erhdhung von Peroxy-Nitrit. Uber Monozyten (MCP-1-Expression,
CD11b/18-Expression), Endothelzellen (ICAM-1- und VCAM-1-Expression,
Zytokine, Wachstumsfaktoren), vaskulare glatte Muskelzellen (Kontraktion,
Migration, Proliferation, Apoptose, Zytokine, Wachstumsfaktoren und MMP),
Lipide (Oxidation, oxidiertes LDL, Lox-1-Expression) und das
Gerinnungssystem  (PAI-1, tPA) werden endotheliale Dysfunktion,
Plagueformation und Plaqueruptur verursacht (NICKENIG, 2002).

in vitro und in vivo Daten

Eine Vielzahl von Studien haben verschiedene Effekte von Angiotensin Il auf
unterschiedliche Zellkomponenten gezeigt. Im Mausmodell werden
klassischer Weise ApoE-/- Mause verwendet, bei denen das Genprodukt zur
Produktion von Apolipoprotein E fehlt, wodurch es zur Ausbildung einer
Atherosklerose kommt. Die Abh&angigkeit der Reaktion von Angiotensin Il auf

die gewahlten Parameter wurde meist durch eine selektive Blockade von
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ATq-, oder AT»>-Rezeptoren zurickgeflhrt.

Tabelle 2 aufgezeigt.

Verschiedene Ergebnisse sind in

Arterioscler
Thromb
Vasc Biol.
2000

AT Il Stimulation

Autor Studiendesign Parameter Ergebnisse
Laké-Futé Ratten Genexpression | Durch AT.-Rezeptorblockade tber
von c-fos, ET-1, | wachstumshemmenden und -férdernden
Circ AT Il + AT»-Rez- IGF-1, FGF-1, | Faktoren Aggravierung von LV-
2003 Antagonist VEGF und Hypertrophie, Herzinsuffizienz und
(PD123319) ANP, LV- Arrhythmieneigung
Hypertrophie
Hayek ApoE-/- Aortenlasion, Reduktion der Aortenlasion-Gré3e um
RR, 70%; antiatherogener Effekt Gber AT II-
Cardiovasc | Mause, ACE-Hemmer | oxLDL abhéangige Effekte (z.B. Inhibition LDL-
Res. 1999 Oxidation)
Chen hypercholester. Expression von | Durch ARB Reduktion der Intima-
Kaninchen ATq Rez.; proliferation, der Expression von P-Selektin
Biochem P-Selektin, und MCP-1 (unabhangig vom Serum-Lipid-
Biophys Res | AT;-Blockade MCP-1 Spiegel oder AT1-Rez.-Expression),
Commun. (Losartan) Steigerung der AT II-Spiegel
2001
Daugherty | ApoE-/- Mause Aortensklerose, | Durch AT Il Progress der Atherosklerose
Makrophagen, | (bei bestehender Hyperlipiddmie und
J Clin AT ll-Infusion far 1 Lymphozyten Atherosklerose unabhangig vom RR)
Invest. Monat Entwicklung von Aortenaneurysmata
2000 Erhéhung der Zahl lipidbeladener
Makrophagen und Lymphozyten
Tummala Ratten RR, Durch AT Il Induktion der Aktivierung von
VCAM-1 VCAM-1 in SMC, a. e. lber Aktivierung
Circ Norepinephrin- und Expression, von NF-kB (RR-unabhéangig)
1999 AT Il Infusion NF-kB
Pueyo Endothelzellen aus VCAM-1, Durch AT Il Stimulation der intrazellularen
Rattenaorta Superoxid (O2), | H2O2-Produktion, Oxidativer Stress mit

NF-kB,
I-kB

Reduktion von I-kB und Erhéhung von NF-
kB, mit Erhéhung der Expression von
VCAM-1

Rajagopalan

Ratten

Superoxid (O2),
RR

Durch AT Il Verdoppelung der vaskularen
Produktion von Superoxid (Oz') Gber

J Clin Norepinephrin- und NAD(P)H;
Invest. AT Il Infusion Durch ATi-Rezeptorblockade
1996 (Losartan) Normalisierung der Superoxidproduktion
Kranzhofer | humanen VSMC IL-6, Durch AT Il in SMC Uber AT{-Rez
IL-6mRNA, Stimulation der Zytokinproduktion (IL-6)
Arterioscl Stimulation mit AT II; | NF-kB und Aktivierung von NF-kB.
Thromb (Losartan; Pyrrolidine
Vasc Biol. dithiocarbamat)
1999
Schieffer Humane ischamische | AT I, Expression von AT Il, ACE und AT1-Rez in
oder dilatativen ACE, atherosklerotischen Koronararterien;
Circ Kardiomyopathien AT1-Rezeptor, |vermutliche Bildung von AT Il durch ACE
2000 IL-6 im Plaques ; Induktion in vitro von IL-6
AT lI-Stimulation durch AT I, in vivo enger raumlicher
in vitro Expression Zusammenhang von AT Il und IL-6
von RAS-Faktoren
Kalra ex vivo Herzen, Katze | NF-kB, Durch AT Il TNF-Synthese (ber
TNF mRNA, Aktivierung von NF-kB, Aktivator-Protein-1
Circ Stimulation mit AT Il | AP-1, (AP-1) und einen Proteinkinase C (PCK)
2002 (Losartan) PKC abhangigen Mechanismus
Sun geschadigten Herzen, | NF-kB, ICAM-1, | iber Gewebe-AT Il ATy-Rez.-abhangige
Ratten MCP-1, TNF-a, |vermittelte Entzindungsreaktion erst nach
J Lab Clin TGF-B, PAI-1 30 Tagen (bei unterdricktem Plasma AT II-
Med Suppression von Kollagen Typ | | Spiegel)
2004 plasmatischem AT Il
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und Renin
(Valsartan)

Tabelle 2: experimentelle Studien zur Wirkung von Angiotensin Il auf Atherosklerose

AT-Rezeptorantagonisten

Allgemeine pharmakologische Aspekte

AT4-Rezeptorantagonisten besetzen in therapeutisch eingesetzter Dosierung
mit hoher Selektivitat die AT{-Rezeptoren und verhindern damit die Wirkung
von Angiotensin Il an diesen, nicht aber an den AT,-Rezeptoren. Bei AT;-
Rezeptor vermittelter negativer Ruckkopplung zur Reninproduktion kommt
es durch Blockade der Rezeptoren zu einer gesteigerten Renin- und damit
auch Angiotensin 1l Produktion. ACE-Hemmer verringern dagegen die
Gesamtmenge von Angiotensin Il, so dass es hierbei zu einer verminderten
Aktivierung von AT4- und AT,-Rezeptoren kommt. Der méglichen Aktivierung
der AT>-Rezeptoren wird aber insbesondere der organprotektive Effekt der
AT-Rezeptorantagonisten zugeschrieben.

Angiotensin Il kann nicht nur dber den Weg des Angiotensin-
Konversionsenzyms, sondern auch Uber ACE-unabhangige Enzyme wie
Kathepsin G, Elastase oder Chymase gebildet werden. Lokale, ACE-
unabhangige Angiotensin Il Bildung wurde in letzter Zeit insbesondere im
Herzmuskel gefunden (SUN, 2004).

Durch die spezifische Blockade der ATi-Rezeptoren st die
Nebenwirkungsrate, insbesondere in Bezug auf den Reizhusten, der am
ehesten durch die Hemmung des Bradykininabbaus durch ACE-Hemmer
hervorgerufen wird, deutlich geringer als unter ACE-Hemmern. In
zahlreichen Studien bestétigte sich dieses glinstige Nebenwirkungsprofil
(ELITE 1I: Therapieabbruch unter ACE-Hemmer vs. ARB: 14,5% vs. 9,4%;
ValHeFT und CHARM-Alternative : Nebenwirkungen gleich denen von
Placebo).

Die Indikation der ATi-Rezeptorantagonisten reicht von der arteriellen
Hypertonie (Studien: LIFE, VALUE, SCOPE), der Herzinsuffizienz (ELITE II,
HEALL, Val-HeFT, CHARM, |-PRESERVE), dem Herzinfarkt (OPTIMAAL,
VALIANT), der diabetischen Nephropathie (RENAAL, IRMA 2, IDNT, ABCD-
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2V), dem Schlaganfall (ACCESS, LIFE) bis hin zur Sekundarpravention mit
antiproliferativer und antiinflammatorischer Wirkung (ONTARGET).

Die Substanzklasse der ATi-Rezeptorantagonisten, sogenannte Sartane,
haben zum einen Klasseneffekte, zum anderen unterscheiden sie sich in
einzelnen Details. Ein Teil der Substanzen liegt in der aktiven Wirkform vor
(Irbsartan, Valsartan, Eprosartan und Telmisartan), andere werden erst in
vivo zu den aktiven Metaboliten umgewandelt (Candesartan, Olmesartan,
Losartan). Die Halbwertzeiten unterscheiden sich ebenfalls deutlich und
betragen zwischen 5-7 Stunden (Eprosartan) bis zu 24 Stunden
(Telmisartan).

Pharmakologische Besonderheiten von Telmisartan

Telmisartan zeigt eine rasche Resorption mit Spitzenkonzentrationen im
Plasma nach 0,5-2 Stunden. Bei hohem Verteilungsvolumen und starker
Plasmaproteinbindung hat es mit 24 Stunden die langste Halbwertzeit aller
AT1-Rezeptorantagonisten (KAKUTA, 2005). Die Elimination erfolgt fast
ausschlieBlich Uber die Leber, die renale Ausscheidung ist unbedeutend.
Eine Interaktion mit dem Cytochrom P-450 liegt nicht vor.

Im PROTECTION Programm (WEBER, 2003) zeigt sich die effektive
Blutdrucksenkung durch Telmisartan insbesondere in der 24-Stunden
Messung. Die Zusammenfassung von insgesamt 9 verschiedenen Studien
mit Telmisartan soll bezlglich Endorganprotektion weitere Ergebnisse
bringen. Bezlglich der zerebralen Effekte bei der Genesung nach
Schlaganfall spielt die Blut-Hirn-Schranke eine wichtige Rolle. Hier scheint
Telmisartan ein gutes Penetrationsvermdgen zu besitzen (UNGER, 2003).
Eine weitere Studie, TELMAR, soll die Wirkung von Telmisartan auf die
Reduktion linksventrikularer Hypertrophie unabhangig vom
Blutdruckverhalten aufzeigen (FRIEDRICH, 2003). AuBerdem wird
Telmisartan Uber die Aktivierung von peroxisome proliferator-activated
receptor-gamma (PPARy) eine zentrale Rolle in der Pravention und
Behandlung des metabolischen Syndroms, Diabetes mellitus und der
Atherosklerose zugesprochen (KURTZ, 2005).
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Antiinflammatorische Wirkung von AT -Rezeptorantagonisten

Wie bereits oben erwahnt, wurden viele experimentelle und bisher relativ
wenige klinische Studien zur Wirkung von Angiotensin |l mit selektiver AT-
und AT.-Rezeptorblockade durchgefihrt. Es konnte der Zusammenhang
zwischen proinflammatorischen Effekten, Angiotensin und damit auch der
Angiotensin-Rezeptor-Antagonisten aufgezeigt werden. Die ATi-Rezeptor
vermittelte Wirkung mit Induktion eines oxidativen Stresses spielt dabei die
zentrale Rolle (s. 0.). Ein Zusammenfassung wichtiger Studien erfolgt in
Tabelle 3.

Wirkung auf Adhasionsmolekiile

AuBer den experimentellen Wirkungen von AT;-Rezeptorantagonisten auf
die Expression von Adh&sionsmolekilen kann aus den bisherigen klinischen
Studien bei Hypertonie, KHK und Hypercholesterinamie eine Wirkung auf
manche Adhéasionsmolekile abgeleitet werden. Fir die Gruppe der
Selektine  zeigte sich fiir sE-Selektin keine Anderung (PRASAD 2001;
GRANINGER, 2004), fur sL-Selektin eine Erh6hung der Spiegel (PRASAD,
2001). Bei den Integrinen war nur eine geringe Reduktion von LFA-1
aufgefallen (PRASAD, 2001). Von den immunglobulindhnlichen Molekilen
war sVCAM-1 (NAVALKAR, 2001; PRASAD, 2001; GRANINGER, 2004) und
sICAM-1 normal (PRASAD, 2001) bis vermindert (GRANINGER, 2004).

Wirkung auf Zytokine
Bei den Zytokinen waren unter AT;-Rezeptorantagonisten die Spiegel von
TNF-a, IL-1 und IL-6 signifikant reduziert (NAVALKAR, 2001; KOH, 20083;

FLISER, 2004; SCHIEFFER, 2004; TREVELYAN, 2004). Der IL-10-Spiegel
stieg unter Therapie an (SCHIEFFER, 2004).

23



Autor Studiendesign Parameter Ergebnisse

Kahn 47 Pat. mit KHK LDL-Oxidations-Zeit | Verzogerungszeit fir die LDL-Oxidation
Oy um 32% steigend;

JACC Irbesartan vs. Monozytenbindung, | Thiobarbiturat reaktive Substanzen-

2001 Placebo CD 11b Aktivitat reduziert sich um 36%;
Thiobarbiturat Monozytenbindungskapazitat und Oz
reaktive Substanzen | Spiegel reduziert

Navalkar 33 Pat. mit KHK sTNF-aRlI héhere Spiegel bei KHK- als bei Kontroll-

vs. Kontroll- VCAM-1 Gruppe;

JACC gruppe ohne KHK | Oy Irbesartan reduziert Level von VCAM-1 um
2001 36%, STNF-a um 54% und Oz um 52% mit
Irbesartan Maximum nach 12 Wochen

Prasad 31 Pat. mit KHK | sICAM-1 Keine Anderung der l6slichen
sVCAM-1 Adhésionsmolekile (sICAM-, sVCAM-1,

Am Heart J Losartan PECAM-1 sE-Selektin);

2001 sE-Selektin Expression von L-Selektin unter Losartan
L-Selektin auf Monozyten, Lymphozyten und
LFA-1, Mac-1 Granulozyten erhéht;

VLA-4, CD11c andere Adhasionsmolekile und CRP nicht
CcD18, CRP signifikant verdndert
Dohi 132 Pat. mit CRP Unter Candesartan reduzierte Spiegel von
Hypertonie 8-Epi-Prostaglandin | CRP, 8-Epi-Prostaglandin F2a und 8-

Hypertens F2a Hydroxydeoxy-Guanosin im Ggs. zu

Res. Candesartan vs. | 8-Hydroxydeoxy- anderen Antihypertensiva als Zeichen

2003 Antihypertensiva | Guanosin antiinflammatorischer Wirkung und

oxidativem Stress

Koh 45 Pat. mit CRP, MCP-1 Candesartan reduziert signifikant Spiegel

Hypertonie TNF-a, PAI-1 von MAD, MCP-1, TNF-a und PAI-1;

JACC MMP Keine Reduktion von CRP, MMP und

2003 Candesartan vs. | Fibrinogen Fibrinogen

Placebo Malondialdehyd

Murakami 36 Pat. mit AMI MCP-1 Bei gleichem Ausgangswert Anstieg von

vs. Gesunde Vascular endothelial | MCP-1 und VEGF bei AMI-Gruppe;

Cardiovasc growth factor Anstieg von MCP-1 und VEGF im Serum

Drug Ther. Perindopril vs. (VEGF) und durch Produktion von PBMC sowohl in

2003 Candesartan vs. | (im Serum und auf | Kontroll-, als auch in Behandlungsgruppe

Placebo PBMC)

Takeda 1231 Pat. mit hs-CRP hs-CRP bei KHK-Pat. deutlich hdher;

stabiler vs. 226 Reduktion des hs-CRP in beiden Gruppen

Atheroscler. Pat. ohne KHK durch Statine;

2003 Reduktion des hs-CRP in der KHK-Gruppe

ASS / ACE-H/ durch ACE-Hemmer, ARB;
ARB / Statine nicht durch ASS

Graninger 27 Pat. mit Hyper- | sSICAM-1 Bei Hypercholesterinamie sICAM-1 und

cholesterinamie; | sVCAM-1 sVCAM-1 bei Losartan und Enalapril leicht

J Cardiovasc sE-Selektin erniedrigt;

Pharmacol. Losartan vs. ICAM-1 sE-Selektin und ICAM-1 auf Leukozyten

2004 Enalapril vs. unverandert

Placebo
Schieffer 48 Patienten mit | IL-6 Enalapril und Irbesartan reduzieren die
KHK und IL-10 Serum-MMP-9 Aktivitat;
JACC Hypertonie hsCRP erhéhen die IL-10 Konzentration
2004 MMP-9 vergleichbar;
Irbesartan vs. Irbesartan reduziert hsCRP, IL-6 und
Enalapril Plattchenaggregation

Trevelyan Mannliche IL-1, IL-6 Freigabe von IL-1 Rezeptoragonist
Patienten vor IL-8, IL-10 reduziert sich unter Enalapril (E) um 29%,

Am J Cardiol. | Bypass-Op -174 G/C und unter Losartan (L) um 31%;

2004 -572 G/C IL-6 Gen- | IL-6 unter E um 17%, unter L um 20%;
Enalapril, Polymorphismus -174 G/C Genotyp produziert 20% mehr
Losartan oder IL-6, davon reduzierte E die Freigabe um
Kontrolle 51%, L geringer
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Tabelle 3: Klinische Studien zur Wirkung von AT;-Rezeptorantagonisten auf Parameter
von Inflammation bei Atherosklerose

Wirkung auf Chemokine

Als Hauptreprasentant der Chemokine wurde (berwiegend das MCP-1
untersucht. Erhéhte MCP-1 Werte bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt
konnten weder durch ACE-Hemmer, noch durch ATi-Rezeptorantagonisten
beeinflusst werden (MURAKAMI, 2003). Ahnliche Beobachtung wurden auch
bei hypertensiv diastolischer Herzinsuffizienz unter Therapie mit AT;-
Rezeptorantagonisten gefunden (YOSHIDA, 2004). Bei rein arterieller
Hypertonie konnte in der EUTOPIA Studie eine Senkung der MCP-1 Werte
unter Olmesartan beobachtet werden (FLISER, 2004).

Wirkung auf proinflammatorische Proteine

Eine Senkung des CRP, bzw. hs-CRP Spiegels durch die Behandlung mit
einem ATi-Rezeptorantagonisten ist in einigen Untersuchungen bei KHK,
Hypertonie und Herzinsuffizienz belegt (TAKEDA, 2003; UEHARA, 2003;
FLISER, 2004; SCHIEFFER, 2004; YASUNARI, 2004).

Fragestellung

Auswirkungen des ATi-Rezeptorantagonisten Telmisartan in vivo auf die
Expression von Adhasionsmolekilen, Zytokinen, Chemokinen und

proinflamatorischen Proteinen ?

Es sollten anhand einer prospektiv, placebokontrollierten, doppelblind
randomisierten Studie Erkenntnisse (Uber die im peripheren Blut
nachweisbare Expression von Adhasionsmolekilen, Zytokinen, Chemokinen
und proinflammatorischen Proteinen erbracht werden. Die Therapie mit
einem AT-Rezeptorantagonisten in der Studienmedikationsgruppe sollte
mdgliche Veranderungen der gemessenen Parameter im Vergleich zur

Placebo-Gruppe aufzeigen. Dadurch kénnten sich ggf. weitere
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Therapieoptionen von ATi-Rezeptorantagonisten, bzw. neue Erkenntnisse
Uber pathomechanistische Vorgénge ergeben.

Die vorliegende Arbeit untersuchte Patienten mit gesicherter KHK und milder
arterieller Hypertonie. Eine zugelassene Begleitmedikation sicherte die
Blutdruckeinstellung beider Gruppen auf gleichem Niveau, so dass eine
blutdruckunabhéngige Beurteilung der Wirkung der AT;-Rezeptor-

antagonisten mdéglich war.

Klinische Studie, Methoden, Materialien

Klinische Studie

Studiendesign, Patienten

Die vorliegende Studie war als doppelblinde, randomisierte,
placebokontrollierte Studie geplant. Die ethischen Grundsatze fir die
medizinische Forschung am Menschen beziehen sich auf die Deklaration
des Weltarztebundes von Helsinki (1964, Revision 2000). Nach Vorlage bei
der Ethik-Kommission der Landesarztekammer Rheinland-Pfalz erging am
20.06.2001 ein positives Votum.

Es wurden Patienten mit gesicherter koronarer Herzerkrankung und milder
bis maBiger arterieller Hypertonie eingeschlossen. Eine Untersuchung an
gesunden Probanden erfolgte in diesem Rahmen nicht. Jeder Teilnehmer

musste eine Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme unterschreiben.

Einschlusskriterien

Eingeschlossen  wurden  Patienten (Gber 18 Jahre mit einer
koronarangiographisch gesicherten koronaren Herzerkrankung. Zusatzlich
musste eine behandelte arterielle Hypertonie mit systolischen
Blutdruckwerten von kleiner/gleich 160 mmHg und diastolischen
Blutdruckwerten von kleiner/gleich 95 mmHg vorliegen. Ferner musste es

nach Kklinischen Kriterien verantwortbar gewesen sein, eine etwaige
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vorbestehende antihypertensive Therapie mit einem ACE-Hemmer oder
ATi-Rezeptorantagonisten sowie eine lipidsenkende Therapie mit Statinen
fur die Dauer der Studie zu unterbrechen.

Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen wurden Patienten mit folgenden Erkrankungen / Zustéanden:
akutes Koronarsyndrom; akute oder chronische Herzinsuffizienz mit einer
Ejektionsfraktion des linken Ventrikels von weniger als 45%;
symptomatische Herzklappenerkrankung; Infektionserkrankungen;
pramenopausale Frauen ohne sichere Empfangnisverhitung; stillende
Matter; sekundare Hypertonie; Blutdruckwerte Gber 160/95 mmHg bei einem
der Besuche; Nieren- und Leberfunktionsstérungen; bilaterale
Nierenarterienstenosen oder funktionelle Einzelnieren; Z.n.
Nierentransplantation; Hypo- oder Hyperkalidmie; Hyponatridmie;
Volumenmangel, primarer Hyperaldosteronismus; hereditare
Fructoseintoleranz; Gallenwegsobstruktion; Entwicklung eines Angio6dems
wahrend vorangegangener Therapie mit einem ACE-Hemmer oder AT;-
Rezeptorantagonisten; Medikamenten- oder Alkoholabusus; Teilnahme an
anderen Studien wahrend des letzten Monats; bekannte Allergie gegen die
Studienmedikation; jegliche andere Griinde, die die Gabe der
Studienmedikation nicht zulassen.

Zwischenausschlusskriterien

Zwischenausschlusskriterien waren das Auftreten von Erkrankungen oder
Zustéanden wahrend der Studienteilnahme, die primare Ausschlusskriterien
darstellen (s. 0.). Insbesondere stellten Blutdruckerhéhungen von mehr als
160/95 mmHg bei einem der Besuche ein Zwischenausschlusskriterium dar.

Abbruchkriterien

Die Studie konnte jederzeit vom Patient ohne Angabe von Grinden und
ohne Nachteil fir seine weitere Behandlung abgebrochen werden. Vom
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Studienarzt wurde die Studie abgebrochen, sobald eine relevante
Nebenwirkung auf die Studienmedikation oder Erkrankungen / Zustande der

Zwischenausschlusskriterien auftraten

Begleitmedikation

AuBer ACE-Hemmern, AT;-Rezeptorantagonisten und Statinen waren alle
antihypertensiven, kardiovaskuldaren und sonstigen Begleitmedikamente
zuldssig. Soweit ohne Gefahr fir den Patient mdglich, war in der
Randomisierungsphase = das  Absetzen der ACE-Hemmer, AT;-
Rezeptorantagonisten und Statinen méglich.

Prifplan

Wahrend des ersten Besuches wurden eine eingehende Anamnese und
kérperliche  Untersuchung erhoben. Dadurch wurden Ein- und
Ausschlusskriterien auf Eignung zur Studienteilnahme gepruft. Nach
Feststellung der Eignung und eingehender Aufklarung konnte vom Patient
die Einverstandniserklarung unterschrieben werden. Zu diesem Zeitpunkt
wurde erganzend ein 12-Kanal-EKG und eine Basis-Laboruntersuchung
(Blutbild, klinische Chemie) durchgefiihrt.

Nach weiteren zwei bis vier Wochen wurde im Rahmen des zweiten
Besuches nochmals eine eingehende Anamnese und korperliche
Untersuchung vorgenommen. Ferner wurde Blut flur die geplanten
Laboruntersuchungen abgenommen.

Nach dieser Screeningphase wurde die Randomisierung (40 mg
Telmisartan, oder Placebo) vorgenommen. Die Therapiephase betrug 84
Tage. Wahrend dieser Zeit fanden die Besuche 3,4 und 5 statt. Bei Besuch 3
und 4 wurde eine eingehende Anamnese, insbesondere im Hinblick auf die
Vertraglichkeit der Studienmedikation oder etwaiger Nebenwirkungen und
eine korperliche Untersuchung durchgefiihrt. Bei abschlieBendem Besuch 5
erfolgte zusatzlich ein EKG und eine Blutentnahme.

Zur Begutachtung der sekundaren Endpunkte Blutdruckverhalten und
klinischer Verlauf wurden bei jedem Besuch der Blutdruck gemessen und
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eine klinische Erhebung der Parameter Angina pectoris, Herzinsuffizienz,
akute Koronarereignisse durchgeflhrt, sowie Krankenhausaufenthalte

aufgrund kardialer Ereignisse festgehalten.

Methoden

Blutdruckmessung:

Die Blutdruckmessung erfolgte am sitzenden Patient nach 3-mindtiger
Ruhephase mit einer an den Oberarmumfang angepassten Blutdruck-
Manschette (in der Regel 12 x 24 cm). Nach der Methode nach Riva-Rocci
wurde die Manschette 30 mmHg bis Gber den Punkt des Verschwindens des
palpierten Radialispulses aufgepumpt und dann entsprechend bei
langsamem Ablassen auskultatorisch der systolische und diastolische Wert
bestimmt. Bei der Erstuntersuchung erfolgte eine Messung an beiden

Oberarmen zum Ausschluss einer Seitendifferenz.

Blutabnahme

Die Blutentnahme erfolgte bei freiwilligen Probanden und bei den
Studienpatienten nach schriftlicher Einverstandniserklarung aus der
Kubitalvene mit Hilfe von zwei 9 ml Serum-Monovetten , zwei 9 ml EDTA K-
Plasmamonovetten, einer 2,7 ml EDTA K-Plasmamonovette und einer 2,7 ml

Lithium-Heparin Monovette.

Probenaufbereitung

Far die Untersuchungen wurden die Blutproben der Studienpatienten gekihlt
direkt in das Labor gebracht und dort entsprechend weiter bearbeitet (s.u.).
Das Blut von zwei 9 ml EDTA-Monovetten wurde mit 2500 x g far 10 Minuten
zentrifugiert und danach das Serum in sechs 1,5 ml Eppendorf R6hrchen
abgefillt und bei —80°C eingefroren.

Fir die Human-FACS-Farbung der Oberflachenmarker ist es erforderlich,
Lymphozyten zu isolieren und stérende andere Zellen, z. B. Erythrozyten zu
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eliminieren. Hierflr stehen verschiedene Methoden, wie Lyse von Vollblut
oder Dichtegradiententrennung mittels Ficoll-Paque. Beide Methoden sind
gleich effektiv, die Trennung durch Lyse jedoch deutlich weniger aufwendig
und schonender (RENZI, 1987; ASHMORE, 1989). Die Summe der Bindung
monoklonaler Antikdrper differiert je nach Methode. Am hdchsten liegt sie
bei gefrorenen peripheren Blut-Lymphozyten, gefolgt von lysiertem Vollblut
und am geringsten bei Ficoll-Trennung (ISLAM, 1995). Durch die
Bearbeitung des Blutes ex vivo treten Veranderungen der Expression von
Oberflachenmarkern auf. Die geringste Anderung scheint bei lysiertem
EDTA-Vollblut bei einer Verarbeitungstemperatur von 4 °C vorzuliegen
(LUNDAHL, 1995).

Bestimmung von leukozytaren Adhasionsmolekiilen, Zytokinen,
Chemokinen, proinflammatorischen Proteinen und NK-Zellen

Der Nachweis vaskular entzindlicher Prozesse kann auf verschiedene Art
erfolgen. So kodnnen z.B. funktionelle (Blutfluss) und morphologische
(Kollateralisierung) Parameter, Modelle mit ApoE-/- Mausen, histologische,
immunhistochemische  (Immunfloureszenzmikroskopie) oder  andere
Verfahren Aussagen treffen.

Um die Effekte von Telmisartan in vivo auf die leukozytare / endotheliale
Interaktion erkennen zu kénnen, wurden in dieser Untersuchung von den
aus der Literatur bekannten proinflammatorischen serologisch bestimmbaren
Markern exemplarisch Vertreter der jeweiligen Gruppen ausgewahlt. Diese
sind in der Tabelle 4 mit dem Vorkommen, den charakteristischen
Merkmalen und der jeweiligen Bestimmungsmethode aufgefiihrt.
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Funktion /

Parameter Vorkommen . Bestimmungsmethode
Eigenschaft
Selektine
] . Plasma (l6slich) Tethering
sl (Leukozyten) Rolling ELISA
Integrine
LFA-1 (CD11a; .
aL/B2-Integrin) Leukozyten Adhasion FACS
MAC-1 (CD11b; .
aM/B2-Integrin) Leukozyten Adhésion FACS
Ig-dhnliche Molekiile
0 L Plasma (l6slich) .
s-ICAM-1 (Leukozyten, Endothel) Adhasion ELISA
4 Leukozyten 5o
ICAM-1 Endothelzellen Adhésion FACS
PECAM-1 Leukozyten, Thrombozyten, Migration FACS
Endothelzellen
Zytokine
IL-4 Plasma, Th2-Zellen antiinflammatorisch CBA
. Plasma, Leukozyten . .
IL-6 glatte Muskelzellen, u.a. proinflammatorisch CBA
Plasma, Th2-Zellen " .
IL-10 Makrophagen antiinflammatorisch CBA
TNF-a Plasma, Thi-Zellen proinflammatorisch CBA
Makrophagen
IFN-y Serum, Th1-Zellen proinflammatorisch CBA
Chemokine
MCP-1 Plasma, Endothel, Migration ELISA

Monozyten / Makrophagen

proinflammatorisch

Inflammatorische Proteine

postiver Pradiktor fur

Immunkomplex-

el | Plasma kardiovask. Ereignisse | Nephelometrie
andere

FCyRIII Plasma zytotoxische Aktivitat FACS

Tabelle 4: Charakterisierung der verwendeten leukozytaren Adhdsionsmolekiile,

Zytokine, Chemokine, proinflammatorischen Proteine und anderer
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Human-FACS-Farbung flir Oberflachenmarker auf periphere
blutmononukleéare Zellen (PBMNC) aus EDTA Voliblut

Bei der Aufbereitung der Patientenproben wurde die Human-FACS-Farbung
aus EDTA-Vollblut angewandt. Zur Differenzierung der Monozyten und
Lymphozyten wurden je 10 pyl CD14-Antikérper und CD3-Antikérper in die
FACS-Roéhrchen vorgelegt. Danach kamen jeweils 10 pl der zweiten
Antikérper zur weiteren Differenzierung hinzu. Zu jeder Antikdrpermischung
wurden 100 yl EDTA-Vollblut hinzu pipettiert. Nach 15-mindtiger Inkubation
im Dunklen erfolgte eine Zerstérung der Erythrozyten durch je 2 ml
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hypotoner FACS-Lysing-Solution (1:10 verdiinnt). Nach erneuter Inkubation
fir 10 min und Zentrifugieren fir 10 min wurde der Uberstand bis auf einen
kleinen Rest abgesaugt. Nach zweimaliger Reinigung mit Cell-Wash und
entsprechendem Zentrifugieren und Absaugen wurde zur Herstellung der
Messldésung letztmalig 1 ml Cell-Wash hinzugefigt.

Cytometric Bead Array (CBA) zur Bestimmung I6slicher Zytokine

Unter dem Cytometric Bead Array (CBA) versteht man eine Methode zur
Bestimmung von léslichen Substanzen, wie z. B. Zytokine aus Zelliberstand
oder Serum. Fir jedes Zytokin gibt es eine Population von Capture-Beads
(Polymerkigelchen) mit unterschiedlicher Fluoreszenzintensitat. Der Zytokin
— Capture Bead — Komplex bindet wiederum einen spezifischen Detektions-
Antikdrper mit einer anderen Fluoreszenzintensitat. Vom Prinzip handelt es
sich um einen "Sandwich-ELISA", wobei der Capture-Antikérper aber nicht
an einer Mikrotiterplatte bindet. Die Messung erfolgt Uber die
Durchflusszytometrie. Uber eine Eichgerade kénnen auBer qualitativen auch
quantitative Ergebnisse erzielt werden.

Flr die Zytokinbestimmung in der vorliegenden Studie wurde der CBA-KIT
der Firma BD verwendet. Hierzu wurde nach Produktanleitung zuerst das
Cytometer Setup erstellt, indem je 50 pl Cytometer Setup Beads in die
Réhrchen A, B und C pipettiert wurden. In Réhrchen B kamen 50ul FITC-
positiv Kontrolle, in Réhrchen C PE-positiv Kontrolle hinzu. Nach Inkubation
erfolgte die Zugabe von 450 ul Waschpuffer in Réhrchen A und 400 ul in B
und C. Mit diesen Mischungen war die Cytometer-Einstellung méglich.

Zur Quantifizierung war es zusatzlich erforderlich, eine Verdinnungsreihe
der Zytokinstandards zu erstellen. Hierfir wurde lyophilisiertes human
Th1/Th2 Zytokin Standard mit 200 pl Assay Diluent rekonstituiert und nach
Inkubation von 15 Minuten ein Top Standard mit Assay Diluent mit einer
Konzentration von 5 ng/ml hergestellt. Es folgte das Anlegen einer
Verdinnungsreihe bis 1:256 und einer Negativ-Kontrolle.

Flr die Praparation der Studienproben wurden zuerst 50 pl des Mastermix
aus je 10 ul der einzelnen Capture Beads hergestellt. Danach wurden je 50
pl der Proben hinzupipettiert und fir 1,5 Stunden im Dunkeln inkubiert. Nach
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Hinzugabe von je 50 ul PE-Detektionsreagenz erfolgte eine erneute
Inkubation far 1,5 Stunden. Die Proben wurden dann mit 1 ml Waschpuffer
gewaschen und abzentrifugiert. Zum Messen wurden nochmals 300 ul
Waschpuffer hinzugegeben.

FACS-Analyse

Eine FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) — Analyse entspricht in der
Funktionsweise einer Durchflusszytometrie. Hierbei werden suspendierte
Einzelzellen durch einen Lichtstrahl (Laser) gefihrt und geben in
Abhangigkeit vom Zelltyp und der Probenmarkierung charakteristische
Signale ab, die mittels Detektoren nachgewiesen werden kénnen. Durch die
PartikelgroBe entsteht ein Vorwartsstreulicht (FSC), durch die Granularitat
bzw. Komplexitdt ein Seitwartsstreulicht (SSC) und die spezifische
Fluoreszenz eine entsprechende Fluoreszenzintensitdt. Anhand dieser
Phanomene sind charakteristische Verteilungen der Zellen reproduzierbar
(siehe Abb. 2).

Rl = L t (10.000 Ereigni:
R2 = Monozyten (1.000 Ereignisse)

Abb. 2:  Beispiel fiir FSC / SCC - Auftrennung in der Punktwolken-Darstellung

Die Wellenlange der Fluoreszenzen ist von den jeweils eingesetzten
Fluorochromen abhangig. Diese adsorbieren die Energie des Laserstrahles
und geben sie wieder in Form bestimmter Wellenlangen frei. In der
vorliegenden Studie wurden die Fluorochrome Fluoreszinisothiocyanat
(FITC) und Phycoerythrin (PE) verwendet, die beide von blauem Laser zur

Fluoreszenz angeregt werden, aber ein unterschiedliches
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Emissionsspekirum haben. Das Streu- und Fluoreszenzlicht wird in
getrennten Systemen jeweils zu Photodetektoren geleitet, dort in
elektronische Spannungsimpulse umgewandelt und digitalisiert an den
Computer Ubermittelt.

FUr die semiquantitative Beurteilung eines spezifischen Antikérpers muss
eine ausreichend starke Fluoreszenzintensitat vorliegen. Dies wird mit der
dimensionslosen mittleren Fluoreszenzintensitat (MFIl) bezeichnet. Sie trifft
jedoch nur eine Aussage flir die Gite der Messung, nicht aber Uber die
prozentuale Verteilung des Adhasionsmoleklls auf der Zelle. Fir die
statistische Auswertung wird die prozentuale Angabe herangezogen.

ELISA zur Bestimmung von MCP-1, s-ICAM-1 und sL-Selektin

Fir die Bestimmung von MCP-1 und der I6slichen Parameter s-ICAM-1 und
sL-Selektin wurde ein enzyme linked immunoabsorbent assay (ELISA)
angewandt. Hierbei bildet der zu untersuchende Stoff einen Komplex mit
spezifischen Antikérpern, die auf einer Mikrotiterplatte aufgebracht sind.
Durch Hinzugabe eines zweiten monoklonalen Antikérpers und der
Entfernung Uberschissiger Antikérper und weiterer Zellen bildet sich ein
Antikérper-Antigen-Antikérper-Komplex  (Sandwich-Prinzip). An diesen
Komplex wiederum bindet ein Enzym, das durch die Farbreaktion des zuletzt
zugegebenen Substrates sichtbar gemacht wird. Die Farbreaktion wird in
einem ELISA-Reader bei einer Wellenlange zwischen 405 und 492 nm
bestimmt. Sie ist direkt proportional zur Konzentration des nachgewiesenen
Stoffes.

Auf spezifisch beschichtete Mikrotiterplatten (je mit MCP-1-Antikérper,
sICAM-1 Antikérper und sL-Selektin Antikdrper) wurden zuerst je 100 pl
Standard Verdinnungspuffer, danach 100 ul Standard, bzw. 100 ul Probe
(1:10 verdinnt) gegeben. Nach Zugabe von 50 pl anti-sICAM-1, bzw. anti-
sL-Selektin wurden die Platten fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Mittels viermaligem Waschen wurden ungebundene Proben entfernt. Nach
Hinzufigen von 100 pl Streptavidin-HRP Arbeitslésung wurde die Platte
erneut 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem
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3.3.

3.3.1.

3.3.2

3.3.3

Waschvorgang wurden 100 pl Stabilized Chromogen als Farbsubstrat
hinzugegeben. Nach erneuten 30 Minuten Inkubation wurde die Reaktion
durch Hinzugabe von 100 ul Stoplésung beendet.

Durch eine Absorptionsanalyse von 100 ul Stabilized Chromogen und 100 pl
Stoplésung wurde der Leerwert ermittelt.

Die Mikrotiterplatten wurden dann innerhalb von zwei Stunden im ELISA-
Reader bei einer Absorption von 450 nm gemessen. Die Ergebnisse wurden

in pg/ml MCP-1, pg/ml s-ICAM-1 und pg/ml sL-Selektin angegeben.
Bestimmung der Konzentration des hs-CRP

In Zusammenarbeit mit dem Institut fir Klinische Chemie der Universitat des
Saarlandes erfolgte die Bestimmung des hs-CRP mittels immunologischem
Tribungstest  (Immunkomplexnephelometrie), womit  eine  untere
Nachweisgrenze 0,1-0,2 mg/I mdglich war.

Materialien

Medikamente

Telmisartan (Micardis®), Boehringer Ingelheim, Deutschland

Die in der Studie verwendeten Medikamente wurden freundlicherweise von
der Firma Bohringer Ingelheim als doppelt verblindete Medikation Verum vs.
Placebo zu Verfligung gestellt.

Angiotensin Il

Reagenzien

FACS Lysing Solution (BD, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)
FACS-Flow (BD)

FACS-Clean (BD)
FACS-RINSE (BD)
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CellWASH (BD)

PBS

CD14-FITC (BD)

CD3-PE (BD)

CDS-FITC (BD)

CD11a-PE (Beckmann / Coulter, Krefeld, Deutschland)
CD11a-FITC (Beckmann / Coulter)

CD11b-PE (Beckmann / Coulter)

CD11b-FITC (Beckmann / Coulter)

CD16-PE (BD)

CD31-PE (BD)

CD54-PE (BD)

CD62L-PE (BD)

CD86-PE (BD)

Anti-Mouse-lgG-PE (Sigma Aldrich)

Simul-Test CD45-FITC / CD14-PE (BD / Pharmingen)
Simul-Test CD3-FITC / CD16 + CD56 (BD / Pharmingen)

Assay Diluent (BD)
Lyophilisiertes human Th1/Th2 Zytokin Standard (BD)
Capture-Bead-Reagenzien (BD)

(IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10)
Wasch Puffer (modifiziertes PBS) (BD)
PE-Detektionsreagenz (BD)

MCP-1 ELISA-Kid, R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
SICAM-1 ELISA-Kid, R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
SL-Selectin ELISA-Kid, R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland

3.3.4 Gerate

EDTA-Monovetten
VACUTAINER® Blutréhrchen (BD)
Eppendorf Réhrchen 1,5 ml (Eppendorf, Wesselin-Berzdorf, Deutschland)
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Zentrifugen: Labofuge 400R, Heraeus, Osterode, Deutschland
Vakuum concentrator 5301, Eppendorf, Deutschland
Megafuge 2.0 R, Heraeus, Osterode, Deutschland

Vortex Mixer

FACSCalibur Flow Cytometry System (BD)

Cellquest software system (BD)

ELISA-Reader (Bio-Rad, Minchen, Deutschland)

Statistik

Bei der Analyse eines Varianz-Modells kénnen Anderungen der Héhe von
Parametern flr die Therapie- und Placebo-Gruppe statistisch signifikant
dann erfolgen, wenn fir jede Gruppe mindestens je 20 pra- und
posttherapeutische Werte vorliegen. Die Daten der primaren Endpunkte
werden als  Mittelwert und  Standardfehlert  angegeben. Die
Gruppenvergleiche zwischen der Telmisartan- und Placebo-Gruppe
erfolgten mittels des Mann-Whitney U-Tests (Wilcoxon Rangsummentest) flr
die unpaaren Proben und des Wilcoxon Vorzeichenrangtests fur die
gepaarten Proben. Unterschiede wurden bei einem p-Wert von < 0,05 als

signifikant angesehen.

Ergebnisse

Insgesamt wurden 42 Patienten (21 Patienten Telmisartan, 21 Patienten
Placebo) in einem Zeitraum von 27 Monaten (01/02 - 03/04)
eingeschlossen. Es bestanden zu Studienbeginn zwischen den zwei
Gruppen keine signifikanten Unterschiede bezlglich Alter,
Geschlechtsverteilung, BMI kardiovaskularem Risikoprofil, Bluthochdruck,
Herzfrequenz und antihypertensiver Begleitmedikation (siehe Tabelle 5). Alle
Patienten konnten bis zum Studienende behandelt werden. Abbriche
wegen schwerwiegender Ereignisse, administrativer Probleme oder Non-

Compliance traten nicht auf.
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Placebo- Telmisartan p
gruppe -gruppe
n 21 21 n.s.
Alter (Jahre) 58.5+11.6 56.4+ 71 n.s.
Mann / Frau (n/n) 17/4 17/4 n.s.
Body mass index (kg/m®) 26.9+2.9 27.3+3.6
Kardiovaskulére Vorerkrankung
Hyperlipidamie (n) 18 17 n.s.
Diabetes mellitus (IDDM / NIDDM) (n) 0/2 1/3 n.s.
Nikotinkonsum (Nie-/ Ex-/ Raucher) (n) 6/12/3 6/13/2 n.s.
Koronare Herzerkrankung (Jahre) 2.1+3.1 25+3.9 n.s.
Arterielle Hypertonie — Dauer (Jahre) 6.9+5.8 84+53 n.s.
Hédmodynamische Parameter
Herzfrequenz (bpm) — Ausgangswert 65.1+7.5 66.5+9.5 n.s.
Herzfrequenz (bpm) — 12 Wochen 65.8 +6.3 64.8+9.5 n.s.
Systolischer Blutdruck (mmHg) - 136.5+ 14.1 140.0+£13.2 n.s.
Ausgangswert
Systolischer Blutdruck (mmHg) — 12 133.5+12.3 1345+ 15.4 n.s.
Wochen
Diastolischer Blutdruck (mmHg) - 81.5+5.3 82.2+45 n.s.
Ausgangswert
Diastolischer Blutdruck (mmHg) — 12 799177 79675 n.s.
Wochen
Antihypertensive Begleittherapie
Betablocker 13 13 n.s.
Ca-Antagonisten 3 1 n.s.
Diuretika 5 3 n.s.
Nitrate 1 1 n.s.
Tabelle 5: Patientencharakteristik: Alter, Geschlecht, BMI, kardiovaskulare
Vorerkrankungen, hamodynamische Parameter und antihypertensive

Begleittherapie. Die Daten zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen
der Placebo- und der Telmisartan-Gruppe

Die laborchemischen Parameter, absolute Zellzahl und prozentuale zellulare
NK-Zellen,

inflammatorischen

Expression von  Leukozyten, T-Lymphozyten, sowie

Adhasionsmolekulen, Zytokinen, Chemokinen und

Proteinen sind in Tabelle 6 aufgefuhrt.

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde zum Teil von der
Firma Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co.KG durchgefihrt und in die
Beurteilung mit einbezogen. In Tabelle 6 werden die einzelnen Parameter
beziiglich der Anderung zur Baseline mittels ihres p-Wertes beurteilt.
Signifikanz lag bei einem p-Wert < 0,05 vor. Es zeigte sich, dass nur fiir die
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Mac1-Expression auf Lymphozyten und die Plasmakonzentration von IFN-y

Signifikanzniveau erreicht wurde.

Placebo-Gruppe

Telmisartan-Gruppe

Zeitpunkt (Tag) Baseline | 12 Wochen Baseline | 12 Wochen

Zellzahl

NK-Zellen

» Prozent der Lymphozyten (%) 129+15 13,2+2,3 13,7+£2,0 16,6+ 2,2

Adhésionsmolekiile

LFA-1-Expression auf Lymphozyten

» zellulare Expression (%) 96,0 + 96,3 + 95,1 + 91,1+

LFA-1-Expression auf Monozyten

» zellulare Expression (%) 99,9 + 100 + 99,3 + 100,0 +

MAC-1-Expression auf Lymphozyten

» zellulare Expression (%) 21,7+29 27,4+45 28,6 +5,5 19,1+ 2,7

MAC-1-Expression auf Monozyten

» zellulare Expression (%) 100,0 + 100,0 + 100,0 + 100,0 +

PECAM-1-Expression auf Lymphozyten

» zelluldre Expression (%) 40,3 + 42,1 + 41,9+ 40,6 +

PECAM-1-Expression auf Monozyten

» zelluldre Expression (%) 99,8 + 99,8 + 99,7 + 99,9+

ICAM-1-Expression auf Lymphozyten

» zellulare Expression (%) 27,2+ 34,6 + 31,9+ 322+

ICAM-1-Expression auf Monozyten

» zellulare Expression (%) 99,1+ 99,8 + 99,1+ 99,5+

s-ICAM-1-Plasmakonzentration

» absolute Menge (pg/ml) 14,5+ 0,2 13,1+£0,2 155+£0,3 13,3£0,2

sL-selectin- Plasmakonzentration

» absolute Menge (pg/ml) 0,9+0,1 0,9+0,1 0,8+0,1 0,9+0,1

Zytokine, Chemokine, inflammatorische Proteine

TNF-a-Plasmakonzentration

» absolute Menge (pg/ml) 1,2+ 0,3 1,7£0,4 1,4+£0,4 1,1+£0,4

IFN-y-Plasmakonzentration

» absolute Menge (pg/ml) 27,2+3,4 31,2+3,6 32,0+3,7 24,8+3,3

IL-4-Plasmakonzentration

» absolute Menge (pg/ml) 3,5+1,0 59+1,6 1,5+0,5 27+£1,0

IL-6-Plasmakonzentration

» absolute Menge (pg/ml) 3,0+£0,6 51+1,2 3,1£0,5 3,0£0,5

IL-10-Plasmakonzentration

» absolute Menge (pg/ml) 1,3+0,4 1,9+0,5 1,0+0,3 1,5+0,4

hs-C-Reactives Protein

» absolute Menge (mg/l) 50+1,4 4,0+£0,7 25+0,6 1,4+0,3

MCP-1-Plasmakonzentration

» absolute Menge (pg/ml) 1,4+0,1 1,4+0,1 1,5+0,5 1,4 0,1

Fc-y-Rlll-Expression auf Lymphozyten

» zellulare Expression (%) 3,7+ 51+ 25+ 48+
Tabelle 6: Absolute Werte und Standardabweichung der Serummarker zum

Ausgangszeitpunkt und nach 12 Wochen
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Parameter P-Wert
LFA-1-Expression auf Lymphozyten 0,633 n.s.
LFA-1-Expression auf Monozyten 0,362 n.s.
MAC-1-Expression auf Lymphozyten 0,031 signifikant
MAC-1-Expression auf Monozyten 1,000 n.s.
PECAM-1-Expression auf Lymphozyten 0,191 n.s.
PECAM-1-Expression auf Monozyten 0,865 n.s.
ICAM-1-Expression auf Lymphozyten 0,466 n.s.
ICAM-1-Expression auf Monozyten 0,311 n.s.
s-ICAM-1-Plasmakonzentration 0,057 n.s.
sL-selectin- Plasmakonzentration 0,620 n.s.
TNF-a-Plasmakonzentration 0,191 n.s.
IFN-y-Plasmakonzentration signifikant
IL-4-Plasmakonzentration n.s.
IL-6-Plasmakonzentration 0,302 n.s.
IL-10-Plasmakonzentration 0,807 n.s.
hs-C-Reactives Protein 0,646 n.s.
MCP-1-Plasmakonzentration 0,093 n.s.
Fc-y-Rlll-Expression auf Lymphozyten 0,563 n.s.

Tabelle 7: Nichtparametrische Analyse der priméaren Endpunkte (immunologische Marker)
nach dem Wilcoxon Rangsummentest (= Mann-Whitney U-Test) und Wilcoxon
Vorzeichenrangtest; P-Wert < 0,05 entspricht Signifikanz

Adhasionsmolekule:

Aus der Gruppe der Integrine und Ig-&hnlichen Molekile lag die Expression
von LFA-1 (Placebo: 99,9/100; Telmisartan 99,3/100; p=0,362) Mac-1
(100/100; 100/100; p=1,000), PCAM-1 (99,8/99,8; 99,7/99,9; p=0,865) und
ICAM-1 (99,1/99,8; 99,1/99,5; p=0,311) auf Monozyten jeweils bei fast
hundert Prozent und zeigte in der Anderung zur Baseline keinen
signifikanten Unterschied zur Placebo- und Telmisartan-Gruppe. Bei den
Lymphozyten war die Expression von LFA-1 (96,0/96,3; 95,1/91,1; p=0,633)
ebenfalls nahe hundert Prozent, bei Mac-1(21,7/27,4; 28,6/19,1; p=0,031),
PCAM-1 (40,3/42,1; 41,9/40,6; p=0,191) und ICAM-1 (27,2/34,6; 31,9/32,2;
p=0,466) deutlich niedriger. Nur fiir Mac-1 war eine signifikante Anderung
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zur Baseline festzustellen. Die unterschiedliche Expression passt zu bereits
erhobenen Daten (DIB, 2000)

CD11b Expression auf Lymphozyten und Anderung zur Baseline
% CD11b-Expression

40 1

301
] < 0,05
201
Il Placebo
[ Telmisartan

1

201

Baseline 12 Wochen Anderung zur Baseline

Abb.3: Mac-1 (CD11b) Expression auf Lymphozyten und Anderung zur Baseline

Bei den l6slichen Adhasionsmolekiilen lag aus der Gruppe der Selektine der
sL-Selektin Wert (0,9/0,9 ng/ml; 0,8/0,9 ng/ml; p=0,620) nach friheren
Untersuchungen (INOUE, 1999; PONTHIEUX, 2004) im Erwartungsfenster,

eine signifikante Anderung zur Baseline lag nicht vor.

sL-Selektin Plasmakonzentration und Anderung zur Baseline

sL-Selektin Plasmakonzentration (pg/ml)

]
91
8]
7]
.67
5]
4]
3]
2]
1]
0

Il Placebo
[ Telmisartan

n.s.
I

T T

Baseline 12 Wochen Anderung zur Baseline

Abb. 4:  sL-Selektin Plasmakonzentration und Anderung zur Baseline
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Bei der Plasmakonzentration fir sICAM (14,5/13,1 pg/ml; 15,5/13,3 pg/ml;
p=0,057) konnte ein geringer Trend, jedoch noch keine Signifikanz in Bezug

auf die Anderung zur Baseline beobachtet werden.

sICAM-1 Plasmakonzentration und Anderung zur Baseline
sICAM-1 Plasmakonzentration (pg/ml)

18-
161
14
12
10-

8_-

61

Il Placebo
n.s. [ Telmisartan

|

T

Baseline 12 Wochen Anderung zur Baseline

Abb. 5: sICAM-1 Plasmakonzentration und Anderung zur Baseline

Bei den Zytokinen waren die Anderung zur Baseline von TNF-a (1,2/1,7
pg/ml; 1,4/1,1 pg/ml; p=0,191), IL-4 (3,5/5,9 pg/ml; 1,5/2,7 pg/ml), IL-6
(3,0/5,1 pg/ml; 3,1/3,0 pg/ml; p=0,302) und IL-10 (1,3/1,9 pg/ml; 1,0/1,5
pg/ml; p=0,807) nicht signifikant.

TNF-a Plasmakonzentration und Anderung zur Baseline

TNF-a Plasmakonzentration (pg/ml)

2,54
2 -
151 n.s.
11 . Placebo
1 [ Telmisartan
5 1
5] [
-1 T - - -
Baseline 12 Wochen Anderung zur Baseline

Abb. 6: TNF-a Plasmakonzentration und Anderung zur Baseline
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IL-6 Plasmakonzentration und Anderung zur Baseline

IL-6 Plasmakonzentration (pg/ml)

6 -

5 -
1 n.s.

4 -

3__ [l Placebo

2 - [ Telmisartan

1_

0+
-1 4

-2

Baseline 12 Wochen Anderung zur Baseline

Abb. 7:  IL-6 Plasmakonzentration und Anderung zur Baseline

FOr IFN-y (27,2/31,2 pg/ml; 32,0/24,8 pg/ml) zeigt sich eine deutliche
Reduktion der Plasmaspiegel unter Therapie mit Telmisartan, entgegen der
Placebogruppe mit leichtem Anstieg der Spiegel.

IFN-y Plasmakonzentration und Anderung zur Baseline

IFN-y Plasmakonzentration (pg/ml)
40
35 1
30
25 1
20 1
151
10 4

5 4
0 <

o - | H:

I
-10

Il Placebo
[ Telmisartan

Baseline 12 Wochen Anderung zur Baseline

Abb. 8:  IFN-y Plasmakonzentration und Anderung zur Baseline

Bei dem exemplarischen Vertreter der Chemokine konnten bei den
Plasmaspiegeln von MCP-1 (1,4/1,4 pg/ml; 1,5/1,4 pg/ml; p=0,093), bei den
proinflammatorischen Proteinen wie hsCRP (5,0/4,0 mg/l; 2,5/1,4 mg/l;

43



p=0,646) und bei Fc-y-Rlll (3,7/5,1%; 2,5/4,8%; p=0,563) als Ausdruck
zytotoxischer Aktivitat keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Diskussion

Wie aus vielfaltigen Untersuchungen bereits bekannt, spielen
inflammatorische Prozesse bei der Atherosklerose eine wichtige Rolle
(LIBBY, 2002; ROSS, 1999). In Verbindung mit der Pathogenese kommt das
Renin-Angiotensin-System mit seinen AT1- und AT2-Rezeptoren in allen
Stadien der Atherosklerose vor. Dies ist flr die Entwicklung der
endothelialen Dysfunktion und Plaqueinstabilitdt von entscheidender
Bedeutung (NICKENIG AND HARRISON, 2002; LEVY, 2004).

Im Serum I6sliche Adhasionsmolekiile, Chemokine und Zytokine standen im
Blickpunkt vieler Studien (siehe Tabelle 1). In der vorliegenden prospektiven
doppelblind plazebokontrollierten Studie sollte durch die Bestimmung
solcher I@slicher Parameter und zuséatzlich zellular exprimierter
Adhésionsmolekille die Angiotensin Il vermittelte Inflammation anhand der
Wirkung des ATi-Rezeptorblockers Telmisartan (40 mg) im Vergleich zu
Placebo auf Patienten mit gesicherter stabiler KHK und milder Hypertonie
geprift werden. Es ist dabei einzuschranken, dass es sich rein um die
Bestimmung serologischer Marker handelt und keine funktionellen oder
immunhistologischen Untersuchungen erfolgten. Da die inflammatorischen
Prozesse sich auf verschiedenen Ebenen abspielen, konnten somit nur
partielle Phdnomene aufgezeigt werden.

Bei der zellularen Expression von Adhasionsmolekilen (CD11a, CD11b,
CD31 und CD54) auf den untersuchten Monozyten und Lymphozyten konnte
bei dem aM/B2-Integrin (Mac-1, CD11b) auf Lymphozyten eine statistisch
signifikante Anderung zur Baseline nachgewiesen werden. Bei den 18slichen
Parametern (Adhasionsmolekile: sL-Selektin, s-ICAM-1; Zytokine: IL-4, IL-6,
IL-10, TNF-a, IFN-y; Chemokine: MCP-1; inflammatorische Proteine:
hsCRP) zeigte sich in der Telmisartangruppe eine Abnahme der
proinflammatorischen Zytokine IL-6, TNF-a und INF-y, wobei IFN-y mit einer
signifikanten Anderung zur Baseline vorlag (p<0,05; n=21). Dies bestéatigten
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ahnliche in vitro (siehe Tabelle 2: KRANZHOFER, 1999; SUN 2004) und in
vivo (siehe Tabelle 3: NAVALKAR, 2001; KOH, 2003; SCHIEFFER, 2004;
TREVELYAN, 2004) Ergebnisse. Unterschiede kénnen u. a. auf die
Untersuchungsmethode, die Fallzahl, das Patientenkollektiv und die
Therapie (Medikament, Dosis) zurtickgefuhrt werden.

Im Rahmen der leukozytaren-endothelialen Interaktion  spielen
Adhasionsmolekiile eine entscheidende Rolle. In der Gruppe der Integrine
liegen diese in inaktiven Zellen in einer nicht adhasiven Form vor. Erst durch
eine Zellaktivierung kommt es zu einer Strukturdnderung der Integrine und
damit zu einer erhéhten Adhasivitat (HUGHES, 1998).

Die Angiotensin Il vermittelte T-Zell-Aktivierung ist bei bisher noch geringen
Kenntnissen Gegenstand aktueller Untersuchungen. Man kann davon
ausgehen, dass ATi-Rezeptoren auBBer auf den bekannten Geweben auch
auf den T-Zellen exprimiert werden (RODRIGUEZ-ITURBE 2001). Aktivierte
T-Lymphozyten werden beim Menschen in atheromatésen Veranderungen
gefunden und kénnen im Rahmen entzindlicher Prozesse bis zur
Ausbildung von Plaques und Plaqueruptur fihren (HANSSON 2001; LIBBY
2002). In friheren in vitro Studien und Tiermodellen wurde eine Angiotensin
[I Stimulation mit vermehrtem Auftreten von Th1 Zellen im peripheren Blut in
Verbindung gebracht (FERNANDEZ-CASTELLO, 1987; SHAO, 2003).
Aktivierte zirkulierende T-Zellen wurden bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom gefunden (LIUZZO, 2000; CALIGIURI, 2000).

In einem weiteren Tiermodell (mesenteriale postkapillare Venen von Ratten)
konnte bei Monozyten und polymorphkernigen Leukozyten unter Angiotensin
[I Stimulation ohne antihypertensiven Effekt eine deutliche Zunahme des
Rolling/Tethering, der Adhasion und der Migration beider Zellreihen
festgestellt werden. Dieser Effekt konnte sowohl durch AT;-, als auch durch
AT,-Rezeptorantagonisten und am effektivsten durch die Gabe beider
unterdriickt werden. Es zeigte sich unter Angiotensin Il Stimulation jedoch
kein signifikanter Anstieg der CD11b/CD18 Expression auf Monozyten und
polymorphkernigen Leukozyten (PIQUERAS, 2000). In einer Folgearbeit lag
unter Angiotensin [l Stimulation ein &ahnliches Ergebnis vor, mit der
zusatzlichen Differenzierung, dass bei Arterien Gberwiegend Monozyten und
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Lymphozyten, bei Venen vermehrt polymorphkernige Leukozyten adharent
waren. Durch selektive Blockade der p2-Integrine war aber eine Reduktion
der Adharenz um 83% zu beobachten (ALVAREZ, 2004). Hieraus war zu
vermuten, dass Angiotensin Il nicht Gber vermehrte Expression, sondern

Uber die Aktivierung von p2-Integrinen wirkt.

In der aktuellen Untersuchung stellte sich nun die Frage, ob zum einen die
Anderung der Expression von aM/B2-Integrin und zum anderen die
Aktivierung der Lymphozyten als antiinflammatorische Wirkung von
Telmisartan angesehen werden kann.

Als zentraler Faktor flr Rolling und Tethering ist bei verminderter Expression
aM/B2-Integrins aufgrund dessen, unabhangig des Aktivierungszustandes,
von einer verminderten Lymphozyteneinwanderung auszugehen. Wie oben
erwahnt, muss die Expression jedoch nicht zwingend Angiotensin Il
abhangig sein (PIQUERAS,2000; Alvarez, 2004), so dass hier auch ein
pleiotroper Effekt des AT1-Rezeptorblockers Telmisartan mdoglich sein
kdénnte.

Zur Frage der Aktivierung von Lymphozyten soll im weiteren auf die Zytokine
eingegangen werden. Im Rahmen des durch vermehrte Expression und
Aktivierung der AT1-Rezeptoren vermittelten oxidativen Stresses werden
Veranderungen proinflammatorischer Zytokine beschrieben (NICKENIG
AND HARISSON 2002). Vaskulare glatte  Muskelzellen und
polymorphkernige Leukozyten sind wichtige Expressionsorte fir diese
Zytokine. Auch auf peripheren Angiotensin Il-stimulierten Blut-Monozyten
war dosisabhangig eine vermehrte Expression von IL-6, TNF-a und erhéhte
Adhésion an Endothelzellen festgestellt worden (HAHN, 1994). Es konnte
gezeigt werden, dass Angiotensin Il dosisabhangig Gber die Aktivierung der
Transkription des Nuklearfaktors kB die IL-6 Ausschittung steigert
(KRANZHOFER, 1999).

Bei Angiotensin |l stimulierten Ratten wurde ein Anstieg des Th1 Zytokin
IFN-y beobachtet, der unter Gabe eines AT1-Rezeptorantagonisten wieder
abgefallen war (SHAO 2003). Wie bereits in verschiedenen Studien zu
sehen (NAVALKAR, 2001; KOH, 2003; FLISER, 2004; SCHIEFFER, 2004;
TREVELYAN, 2004), konnte auch in der vorliegenden Studie in vivo unter
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Telmisartan eine  Reduktion der proinflammatorischen  Zytokine,
insbesondere IFN-y beobachtet werden. Dies kann als Ausdruck einer
veminderten Aktivierung der Lymphozyten angesehen werden. Dass im
Gegensatz zu anderen Untersuchungen fir TNF-a und IL-6 unter
Telmisartan nur ein Trend und keine Signifikanz beziiglich der Anderung zur
Baseline nachgewiesen werden konnte, kann an der geringen entzindlichen
Aktivitdt des Patientenkollektivs (stabile KHK, milde Hypertonie) liegen.
Hierfir sprechen die geringen Ausgangswerte der proinflammatorischen
Parameter (hs-CRP, IL-6, TNF-a, IFN-y).

Da aktivierte T-Lymphozyten in atheromatésen Plaques gefunden werden
und fur die Unterhaltung der Entziindungsreaktion bis hin zur Plaqueruptur
verantwortlich sind (CALIGIURI, 2000; HANSSON, 2001; LIBBY, 2002),
kann zusammenfassend nach der vorliegenden Studie postuliert werden,
dass der AT1-Rezeptorantagonist Telmisartan diesen Entziindungsprozess
durch die Down-Regulation proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und
IFN-y als auch durch die verminderte Expression des Adhéasionsmolekils
aM/B2-Integrin (Mac-1, CD11b) reduzieren kann. Es ist zu erwarten, dass
durch diesen immunmodulatorischen Effekt weniger T-Lymphozyten in
atherosklerotische Plaques einwandern kdnnen und es damit zu einer
Plaquesstabilisierung fuhren kann. Die verminderte Expression des aM/B2-
Integrin kénnte auf einen Angiotensin Il unabh&ngigen Mechanismus und
damit auf einen méglichen pleiotropen Effekt von Telmisartan zurlckgefiihrt

werden. Weitere Untersuchungen diesbezlglich sind geplant.
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