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Einleitung

“...Bei Angiospasmen taucht wiederum die Frage auf, was Ursache und was
Wirkung ist, ob sich ein Circulus vitiosus entwickelt, der die GefalRkrampfe vermehrt
und die sklerotischen Veranderungen fortscheiten lasst.....

Der Schwerpunkt der Arteriosklerosefolgen liegt zweifellos im peripheren
Stromgebiet. Hierzu gehdort auch der Coronarkreislauf,... ”

Prof. Dr. med. Hans Lucke

Aus: Grundzuge der Pathologischen Physiologie, Springer-Verlag, Berlin, 1934

».Donc il nest pas vrais,... qu'on guérisse une plaie d’artillerie par I'application d'une
souris rotie, qu'un jeune sang convenablement infusé rende la jeunesse a de vielle
veines ;...

Victor Hugo

Aus : Notre-Dame de Paris, 1831
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Einleitung

1.1 Das Endothel
1.1.1 Funktion

Das Endothel ist das grofdte Organ des Menschen und wiegt in seiner Gesamtheit
ca. 1kg, besteht aus ca. 10.000 Milliarden Zellen und bedeckt eine Oberflache von
4.000-7.000m2". Urspringlich wurde das Endothel als funktionslose Zellreihe
angesehen, die die Grenze zwischen Gefal3lumen und Media bildet. Die Bedeutung
des Endothels riickte 1980 in den Mittelpunkt der Kreislaufforschung mit der
Beobachtung, dass Endothelzellen Stickstoffmonoxid (NO) als generellen Botenstoff
synthetisierenz. Die intensive Untersuchung von Endothelzellen seit ihrer
Entdeckung 1929 haben Aufschlisse Uber ihre Funktion und Rolle in der
Pathophysiologie von kardiovaskularen Erkrankungen, arterieller Hypertonie, Auto-
immunerkrankungen, Vaskulitiden, Kollagenosen und Herzinsuffizienz gebracht.
In den letzten Jahren wurde zudem das Potential der aus dem Knochenmark
stammenden Progenitorzellen (PC) zur Regeneration des Endothels intensiv
untersucht. Hieraus ergeben sich neue therapeutische Konzepte. Durch ihre
strategische Position zwischen Blut und Gewebe regulieren Endothelzellen sowohl
immunologische3 als auch nicht-immunologische Vorgange.
Die Funktion des Endothels umfasst:

Regulation des Stoffaustausches zwischen Gewebe und Blut,

Produktion von fur die Regulation des Blutdruckes wichtigen Substanzen,

z. B. Stickstoffmonooxid (NO) und parakriner Faktoren (Endothelin, Prosta-

glandine, Endothelium-derived-hyperpolarisation factor).

Beeinflussung der Aktivierung, Zelladhdsion und Transmigration von

Monozyten, Makrophagen, T-Zellen, antigenprasentierenden Zellen und

Granulozyten, sowie Thrombozyten (z. B. Expression und / oder Sekretion

von Adhasionsmolekilen, wie ELAM-1, ICAM-1, VCAM-1, oder

Stimulationsfaktoren (LOX, PECAM, Integrine, Selektine).

Regulation der Lipidaufnahme

Beeinflussung der Homoostase, Thrombolyse /Fibrinolyse tber Bildung von

Plasminogen Aktivator (t-PA), Thrombomodulin, Plasminogen Activator

Inhibitor (PAI-I), Plattchen-Aktivierender Faktor (PAF) und von-Willebrand-

Faktor (VWF).
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1.1.2 Biomechanische und humorale Faktoren des En  dothels

Alle Veranderungen im Blut — mechanischer Art wie Schubspannung, durch
Konzentrationsanderungen vasoaktiver Substanzen bzw. metabolische Faktoren —
werden durch das Endothel registriert und als Reaktion an die Gefallwand
weitergeleitet. Fur die geometrische Ausrichtung, Wachstum, Produktion von
parakrinen Faktoren, Wachstumsfaktoren, Expression von Adh&sionsmolekilen und
das Zelluberleben ist der Scherstress des Blutflusses, dem die Endothelzellen
kontinuierlich ausgesetzt sind, von entscheidender Bedeutung. Der laminare
Scherstress ist im Bereich von Bifurkationen und atherosklerotischen Plaques
gestort, wodurch sich das weitere Voranschreiten von atherosklerotichen Plaques
erklaren lasst. Die durch vaskulare Einflisse induzierte Genregulation beeinflusst
das lokale inflammatorische Milieu, bewirkt Vasorelaxation und Modulation von
GefaBRwachstum.

Bei der Entstehung der Friihform der Atherosklerose sind Endotheldysfunktion und
die lokalisierte Expression von Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1), das an
der Adhasion inflammatorischer Zellen am Endothel eine Rolle spielt, beteiligt. Nach
endothelialer Schadigung bewirken veranderte endotheliale Produktion und
Sekretion Inflammation, Vasokonstriktion und Plaqueformation. Die Messung von
Zytokinprofilen dient als ein Surrogatparameter fir den Endothelzellschaden und die
Progression der Atherosklerose. Die in vitro gemessenen Muster der Protein- und
Genexpression in Folge von Scherstress kénnen in drei Kategorien eingeteilt
werden: kurzfristiger Anstieg mit Abfall auf das Ausgangsniveau, eine biphasische
Antwort und ein anhaltender Anstieg. Konzentrationen des loslichen VCAM-1
(sVCAM-1) zeigten einen initialen Anstieg und anschlielenden Abfall, der nach der
Stimulation anhalt*®. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist ein potentes
Mitogen fur Endothelzellen und Chemoattraktant fir Monozyten und Progenitorzellen
(PC) . Sowohl Hypoxie als auch erhohte aktive Perfusion induzieren die
Hochregulierung von VEGF®. In vitro wird VEGF in Reaktion auf Scherstress, in vivo
nur nach aktiver Muskelkontraktion erhoht* °.

Da VEGF bislang keine Daten uber die Modulation von sVCAM-1 und VEGF beim
Menschen vorliegen, die Messung dieser Parameter jedoch als Surrogatparameter
fur den Endothelzellschaden genutzt werden, untersuchten wir den Einfluss der
aktiven und passiven Perfusionsanderung beim Menschen, wie in 3.1 dargestellit.

1.1.3 Risikofaktoren fir die Entstehung der Endothe  Idysfunktion
Der Begriff Endotheldysfunktion wird in erster Linie im Sinne einer klinischen

Beschreibung” benutzt. Es gibt hierflr keine klare Definition. Aus klinischer Sicht ist
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die endothelabhéangige Vasodilatation eine gut messbare Funktion, deren klinische
Bedeutung offensichtlich ist und die fur viele kardiovaskulare Risikofaktoren
untersucht worden ist'®. Zu den klassischen Risikofaktoren, die Endotheldysfunktion
auslosen, gehoéren Nikotinabusus, Hyperlipoproteindmie, arterieller Hypertonus,
Diabetes mellitus und genetische Disposition. Dariber hinaus wurden erhéhte
ADMA-Spiegel, Hyperhomozysteinamie, Herzinsuffizienz'* oder Immunreaktionen®
1214 wie bei TransplantatvaskuIopathiel3’ > oder bei viralen Infektionen'® *', als
Ausloser fur  Endotheldysfunktion  beschrieben.  Endotheldysfunktion — mit
konsekutiven Spasmen der Koronarien und resultierender Ischamie kann
andererseits direkt zu Herzinsuffizienz fuhren'® *°.

1.1.4 Marker der Endothelfunktion beim Menschen

Die endothelabhéngige Dilatation kann nichtinvasiv am Unterarm, in der
Mikrozirkulation der Haut und des Muskel, und invasiv an den Koronarien gemessen
werden. Es besteht eine enge Korrelation zwischen koronarer und peripherer
endothelabhéngiger Vasodilatation?®. Sie wird nach einer 3-mindtigen Kompression
durch die sich anschlie3ende reaktive Hyperiaimie21 oder nach intraarterieller Infusion
von Azethylcholin2 gemessen. Es lassen sich unterschiedliche Kompartimente des
Gefallsystems analysieren. KonduktanzgefalRe lassen sich durch Dilatation mittels
Ultraschall erfassen, durch Messung des Dopplersignals lassen sich
WiederstandsgefalRe (Arteriolen), und mittel Laserdoppler kutane und muskulare
Mikrozirkulation beurteilen'® 2. Verminderte endothelabhéngige Dilatation®® ist ein
Prognosemarker fir zukinftige kardiovaskulare Ereignisse24 und Herzinsuffizienz?®.
Jedoch ist die Endotheldysfunktion nicht nur bei der Genese der Atherosklerose
involviert. Auch bei immunologisch bedingten Erkrankungen kommt es zur
Endotheldysfunktion. Dies kann durch bakterielle oder virologische Infektionen® 7,
bedingt sein oder auch Folge einer chronischen subklinischen Immunantwort, wie
bei der TransplantatabstoRung sein. Koronare und periphere Endotheldysfunktion
bei Patienten mit myokardialer Viruspersistenz kdnnen unabhangig von myokardialer
Inflammation auftreten, sind jedoch bei gleichzeitiger Inflammation starker
ausgeprégt%.

Die Sekretion des Mitogens Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) erfolgt
endothelspezifisch. Hieriber werden Gefal3tonus, Permeabilitdt, Vasodilatation,
GefalRaussprossung, sowie Mobilisierung und das sogenannte ,homing“, das
Einwandern, von Endothelprognitorzellen7 gesteuert. VEGF interagiert mit dem
Endothel dber 2 membranibergreifende hochaffine Rezeptoren, fms-like
Tyrosinkinase (Flt-1) und Kinase Insert domain-containing receptor (KDR)27' % Im
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Gegensatz zu KDR existiert eine losliche Form der Flt-1 (sFlt-1), die von
Endothelzellen synthetisiert wird® *. Bei Anwesenheit von sFlt-1 im Serum werden
die messbaren Spiegel von VEGF deutlich reduziert®*’. Daruber hinaus verhindert
sFlt-1 die Signaltransduktion Gber die Bildung von Heterodimeren der
membranstandigen Flt-1 und KDR und agiert so als negativer dominanter Inhibitor in
vitro®. Erhohte Spiegel von VEGF finden sich bei Patienten mit Atherosklerose,
proliferativer Retinopathie, arteriellem Hypertonus, entziindlichen Erkrankungen und
kardialer Ischamie®**’. Gesunde Raucher zeigten erhohte sFlt-1-Spiegel im
Vergleich zu Nichtrauchern®,

Da Rauchen Endotheldysfunktion induziert, untersuchten wir die Hypothese, ob
VEGF und sFlt-1 im Plasma mit der Endothelfunktion korrelieren und als
Surrogatparameter gelten kdnnen. Diese Ergebnisse werden unter 3.2 subsumiert.

In vitro wird die Apoptose von Endothelzellen (EC) durch proatherosklerotische
Stimuli induziert, wahrend atheroprotektive Substanzen (Statine, Vitamin C), ebenso
wie Wandschubspannung, EC-Apoptose vermindern®. Im Tierexperiment ist EC-
Apoptose mit Endotheldysfunktion assoziiert’’.  Zirkulierende apoptotische
Mikropartikel ~sind beim akuten Koronarsyndrom erhdéht und haben
prokoagulatorische Eigenschaften**. Wenn EC sich von der GefaRwand ablosen,
fuhrt dies zur Denudierung. Denudierte Gefal3areale, die entweder durch
benachbarte EC oder durch Progenitorzellen (PC) gedeckt werden®?, sind Ursache
fur Endotheldysfunktion. Vermehrte EC-Apoptose wird letztendlich zu einer erhdhten
Replikation von benachbarten EC der GefalRwand fuhren, mit der Folge einer
vorzeitigen Alterung des Endothels®, oder zu einem Verbrauch des mutmaRlich
endlichen Vorrats an PC*. Die Apoptose von humanen Endothelzellen in vivo ist
noch nicht gezeigt worden. Wie unter 3.4 und 3.6 beschrieben, konnte die
Entwicklung der flusszytometrische Methode genutzt werde, um den
atherosklerostischern und inflammatorischen Einfluss auf die EC-Apoptose beim
Menschen zu untersuchen.

Auf der anderen Seite lassen sich PC in der Zirkulation nachweisen, die einen
Marker fur die endotheliale Regeneration darstellen®®. PC werden insbesondere
durch ischamische Stimuli*® aus dem Knochenmark mobilisiert und zirkulieren im
Blut*®. Sie sind beteiligt an dem Erhalt der endothelialen Integritét42, verbessern die
kardiale Regeneration47 und partizipieren an der Angiogenese48.

1.2 Bedeutung der Endothelprogenitorzell-vermittelt en endothelialen
Regeneration fur die Pathogenese der Atherosklerose
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Die Integritat und funktionelle Aktivitdt der endothelialen Einzelschicht spielen eine
wichtige Rolle in der Atherogenese. In vivo ist die Integritat der GefalRwand Ergebnis
von Endothelzellschaden und —regeneration. Denudierte GefaRabschnitte kdnnen
zum einen von benachbarten Endothelzellen, zum anderen durch Progenitorzellen
(PC) oder Vorlauferzellen aus dem Knochenmark reendothelialisiert werden.

PC weisen hinsichtlich der Regenerationsfahigkeit Stammzelleigenschaften auf, sind
jedoch auf einen kinftigen Funktionsbereich festgelegt. Es finden sich PC in
unterschiedlichen Organen, wie Herz, Muskulatur, Fettgewebe und Knochenmark.
Als endotheliale Progenitorzellen (EPC) werden im Blut zirkulierende Zellen
beschrieben, die zu Endothelzellen differenzieren. Da dieses Forschungsgebiet und
die Nomenklatur sich derzeit sehr dynamisch entwickeln, wird im Folgenden, bis auf
in der Originalpublikation (3.3), der Terminus Progenitorzelle verwendet werden.
Mehrere Studien haben eine Population von aus dem Knochenmark stammenden
Zellen identifiziert’, die sowohl aus mononukledren Zellen des Knochenmarks oder
Bluts™® isoliert werden konnen %°%. Es existieren unterschiedliche zirkulierende
Zellpopulationen, die an der endothelialen Regeneration teilnehmen’

Diese Zellen exprimieren eine Reihe endothelialer Oberflachenmarker®,
inkorporieren bei der Neovaskularisation®® und sind an der Reendothelialisierung
denudierter Gefal3areale beteiligt42. Klinische Studien zeigen, dass kardiovaskulare
Risikofaktoren die Anzahl zirkulierender PC reduzieren® ®. Diese Ergebnisse legen
die Hypothese  nahe, dass  zirkulierende PC einen endogenen
Reparaturmechanismus darstellen, der dem standigen Schaden durch
kardiovaskuléare Risikofaktoren entgegenwirkt und dysfunktionales Endothel ersetzt.
Aus diesem Grund wurden die Anzahl zirkulierender PC mit dem Voranschreiten der
atherosklerotische Krankheit korreliert. Hierdurch sollte die klinische Bedeutung des
endogenen Heilungspotentials von zirkulierendenden PC gezeigt werden. Dies wird
unter 3.3 beschrieben.

1. 3 Rolle von Statinen bei endothelialer Schadigun g und Regeneration

Die erwlnschten pleiotropen Effekte der potenten LDL-Cholesterinsenker 3-
Hydroxy-3-Methylglutanyl Coenzym A (HMG-CoA) Reduktase Inhibitoren (kurz:
Statine) bei der Verlangsamung der Progression der Atherosklerose schliel3en die
quantitative und qualitative Verbesserung der zirkulierenden PC mit ein®”. In vitro
reduzieren Statine die oxidative stressinduzierte PC-Apoptosess. In Tiermodellen
verbessern Statine die knochenmarksabhéangige Reendothelialisierungsg, erhdhen
die Mobilisierung von PC und verbessern die Neovaskularisierung nach
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experimentellem Herzinfarkten®® und die Funktion hibernierenden Myokards durch
die Mobilisierung von aus dem Knochenmark stammenden Progenitorzellengl.

Wegen des engen Zusammenhangs zwischen LDL-Cholesterin und der MACE-
Ereignisrate in gro3en Studien mit Statintherapien, wird die LDL-Reduktion als der
Schlusselmechanismus fir den klinischen glnstigen Effekt angesehengz. Ezetimibe
jedoch, ein potenter intestinaler Cholesterinabsorbtionshemmer, reduziert sowohl als
Monotherapie, wie in Kombination mit einem Statin signifikant das LDL-
Cholesterin®®°. Der Einsatz von Ezetimibe, erlaubt die Differenzierung zwischen
Lipidreduktion und potentiellen pleiotropen Mechanismen von Statinen. Atorvastatin,
nicht jedoch Ezetimibe, verbessert die fluldmediierte Dilatation und erhéht die Anzahl
von Progenitorzellen im Knochenmark und Blut im Tiermodel®®. Ebenso erhohte
eine 4-wochige Therapie mit Simvastatin, im Gegensatz zu Ezetimibe, die Anzahl
funktionell aktiver PC und verbesserte die endotheliale Funktion bei Patienten mit
Herzinsuffizienz”'.

Statine fuhren, im Gegensatz zur LDL-Reduktion durch Ezetimibe, bei Patienten mit
KHK, zu verminderter Thrombozytenaktivitat und Reduktion proinflammatorischer
Zytokinegs. Zusammenfassend zeigen diese grol3en Studien einen positiven Effekt
von Statinen bei Risikopatienten, der zum Teil unabhangig von der
Cholesterinreduktion sein kénnten. Es war das Ziel der unter 3.4 dargestellten
Untersuchungen, den von Statinen induzierten Effekt auf Marker der endothelialen
Regeneration und EC-Apoptose zu analysieren, im Vergleich zur alleinigen
Lipidreduktion durch Ezetimibe.

1.4 Immunologische Faktoren und Endotheldysfunktion

Atherosklerotische Verdnderungen sind durch sogenannte Schaumzellen,
lipidhaltige Makrophagen oder dendritische Zellen gekennzeichnet4g. Bereits Rudolf
Virchow konnte zeigen, dass Inflammation ursachlich an der Entstehung der
Atherosklerose™ beteiligt ist. Bereits in frihen atherosklerotischen Veréanderungen
wurden T-Zellen nachgewiesen5l’ *2_ Hierfur spricht auch, dass das Vorliegen einer
viralen Infektion bei Kindern mit Endotheldysfunktion assoziiert ist'’. Fur das neue
Auftreten einer atherosklerotischen Lasion sind die Inflammationsmarker CRP,
sVCAM-1, E-Selektin, IL-6 und Endotoxin unabh&ngige Pradiktoren®®. Bei der
instabilen Angina liegt eine generelle systemische Inflammation vor*,

Die chronische subklinische Entzindung mit Entwicklung der kardialen
Transplantatvaskulopathie (TVP) stellt eine Hauptlimitation im Langzeitverlauf der
Herztransplantation dar. Obwohl die Pathogenese multifaktoriell ist, legt die
Persistenz von inflammatorischen Zellen nahe, dass eine kontinuierliche
perivaskuldre Inflammation die Hauptursache in der Entwicklung der TVP ist *°. Dies
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fihrt zu konstanter EC-Schadigung®®. Nach der Herztransplantation initiieren

spezifische antigenprasentierende Zellen des Empfangers die Immunantwort, in dem
sie das Alloantigen den T-Zellen prasentieren®. Die T-Zell Aktivierung ist mit der
prompten und anhaltenden Expression des Oberflachenmarkers CD69 assoziiert™,
der auch wahrend einer akuten Abstof3ung im peripheren Blut erhdht ist®®. Auf der
anderen Seite hat eine spezifische Subpopulation, sogenannte tolerogene
dendritische Zellen®, die Méglichkeit dieser Immunantwort entgegenzuwirken®.
Tolerogene dendritische Zellen filhren zu verbessertem Uberleben des
Transplantats, entweder durch Depletion von alloreaktiven T-Zellen oder durch
Expansion von immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen (Treg) *®%. Im
Menschen werden diese Treg Uber die Oberflachenmarker CD4 und starke
Expression von CD25%, sowie Expression des forkhead/winged helix transcription
factor FOXP3 "* ™ definiert.

Treg sind immunosuppressiv Uber diverse Mechanismen: die Sekretion des
endothelprotektiven 1L-10"%, Expression von TGF-R", Induktion von Apoptose’ oder
kontaktabh&ngige Inhibition alloreaktiver T-Zellen™, oder durch Konversion anderer
T-Zellen in Tregs. Im Tierexperiment konnte das Voranschreiten der
Atherosklerose durch IL-10-produzierende T-Zellen verlangsamt werden’’. Hierdurch
konnte der Einfluss von Treg auf die vaskulédre Pathogenese gezeigt werden.

Da das hauptséchliche Vorliegen aktivierter T-Zellen die chronische perivaskulare
Entzindung vorantreiben koénnte, untersuchten wir die potentielle anhaltende
Aktivierung von T-Zellen in Bezug auf die Anzahl der tolerogenen Treg in Gegenwart
einer effektiven lang anhaltenden Immunsuppression. Bei fehlenden Daten Uber das
potentielle Einwandern in das Transplantat, haben wir dariber hinaus Anzahl
distinkter T-Zellsubpopulationen und dendritischer Zellen nach transkoronarer
Passage durch das Herztransplantat quantifiziert, wie in 3.5 dargestellt.

Akute oder chronische Entziindungen, wie bei bakteriellen oder viralen Infekten,
kdnnen eine Aktivierung des Endothels induzieren'® *’. Die Genese ist multifaktoriell
und unspezifisch. Von besonderem Interesse ist bei der viralen Schadigung des
Endothels das streng humanpathogene endothelspezifische Parvovirus B19% 1%,

1.5 Parvovirus B19 und endotheliale Schadigung und Regeneration
Das vaskulotrope Parvovirus B19 (B19V) — Erreger der Ringelrételn - ist der Erreger,

der am haufigsten (etwa 50%) mit einer inflammatorischen Kardiomyopathie (DCMi)
assoziiert ist™ '%.
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Das B19V besteht aus zwei Kapselproteinen und dem Nichtstrukturprotein NS-1.
NS-1 ist zytotoxischlol, transaktiviert Interleukin-6 (IL-6) und Tumor Nekrosis Faktora
(TNF0)'® und induziert STAT3-abhangig'® direkt die Apoptose™®*®, den
programmierten Zelltod, von Endothelzellen. Das Virus benétigt die Rezeptoren P-
Antigen, Blav-Integrin, sowie Ku80 und Ku70, um eine Zelle zu infizieren'®. Diese
Rezeptoren sind auf Endothelzellen, nicht jedoch auf Kardiomyozyten exprimiert.
Die kardiale Persistenz dieses vaskulotropen Virus induziert Endotheldysfunktion **
197 Diese ist assoziiert mit sekundarer Myokardschadigung und linksventrikulérer
Dysfunktion’®”, und kann die Klinischen Symptome der Angina pectoris und
eingeschrankten korperlichen Belastbarkeit hervorrufen®,

EC-Schadigung im Menschen fihrt zu Gefalerosion mit konsequenter
Endotheldysfunktion und erhéhter Anzahl zirkulierender EC*" 1% ™ Uber den
Mechanismus der Schadigung von PC durch B19V ist bisher nichts bekannt. B19V-
Persistenz im Knochenmark in erythroiden Vorlauferzellen ist bei einem Teil der
Patienten nach Infektion dokumentiert™ . PC mit endothelialem regenerativen
Potential reifen in der Knochenmarksnische heran'*®. Sowohl eine direkte
Schadigung von PC durch B19V, als auch eine indirekte Wirkung uber eine
funktionell eingeschrankte Knochenmarksnische sind vorstellbar. Dies kbnnte eine
fehlerhafte Mobilisierung von PC, dysfunktionale PC oder die Distribution des Virus
durch PC zur Folge haben.

Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass eine 6-monatige Therapie mit Interferon-3
(IFNR; Beneferon) die Elimination von entero- und adenoviralem Genom und
Verbesserung der linksventrikularen Funktion sowie des klinischen Zustandes™™*
bewirkte. Allerdings fuhrte die Gabe von IFN-B lediglich zu einer Reduktion der
Viruslast mit B19V, mit deutlicher Verbesserung der klinischen Symptomatik™*®. Uber
den genauen Wirkmechanismus des IFN-B auf Bl9V-assozierte endotheliale
Schéadigung liegen bislang keine Daten vor.

Wir untersuchten daher die Hypothese, dass B19V zu einer Beeinflussung der
endothelialen Regeneration fuhrt, und dass die Immunmodulation mit IFN-3 einen
Einfluss auf Endothelschadigung und —regeneration hat.
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2 Ziele und Fragestellungen

Es werden in der vorgelegten Arbeit folgende Frage n bearbeitet:

Fuhrt die aktive und passive Erhohung der Perfusion zu einer
Konzentrationsanderung des Adhasionsmolekiils sVCAM-1 und des Wachs-
tumsfaktors VEGF?

Korrelieren der endotheliale Wachstumsfaktor VEGF und sein loslicher
Rezeptor sFlt-1 mit der endothelabhdngigen Vasodilatation bei gesunden
Rauchern und Kontrollprobanden ohne kardiovaskulare Risikofaktoren?

Spielen Endothelvorlauferzellen eine Rolle bei der Progression der
Atherosklerose beim Menschen?

Werden die endotheliale Regeneration und die endotheliale Schadigung
durch LDL-Reduktion oder durch pleiotrope Effekte von Statinen beeinflusst?

Beeinflusst das chronisch inflammatorische Milieu nach Herztransplantation
die Balance zwischen aktivierten und regulatorischen T-Zellen?

Werden durch Parvovirus B19 induzierte endotheliale Schadigung und
Regeneration durch Immunmodulation beeinflusst?
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3 Originalarbeiten

3.1 Einfluss von erhohter Perfusion der Beine auf | osliches VCAM-1 und VEGF
bei gesunden Probanden

Schmidt-Lucke C, Reinhold D, Ansorge S, Klein HU, Schmidt-Lucke JA. Changes
of plasma concentrations of soluble vascular cell adhesion molecule-1 and vascular
endothelial growth factor after increased perfusion of lower extremities in humans.
Endothelium. 2003;10(3):159-65

Scherstress moduliert die vaskuldre Struktur und dessen Funktion durch
Verdnderung des endothelialen Zytoskeletts und durch Aktivierung von
Signalkaskaden. Erhdhte Konzentrationen von Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) finden sich bei Atherosklerose, kardialer und peripherer Ischamie und
experimentell nach aktiver Erhéhung der Perfusion. Spiegel des loslichen Vascular
Cellular Adhesion Molecule 1 (sVCAM-1) sind bei der inflammatorischen
Atherosklerose ohne direkte Korrelation zur Krankheitsaktivitat. In vitro induziert
erhdhter Scherstress eine biphasische Antwort von sVCAM-1.

Um zu untersuchen, ob beim Menschen eine Perfusionsanderung in vivo ebenfalls
eine Anderung der beiden atheroskleroseassoziierten Marker VEGF und sVCAM-1
bewirkt, wurden 2 unabhangige Studien durchgefuhrt. Hierzu wurde bei gesunden
Probanden sowohl eine passive, wie aktive Perfusionserhéhung veranlasst.

In der ersten Studie wurde bei 24 gesunden Probanden die endothelabhangige
Vasodilatation durch fluBmediierte Dilatation (FMD) und intraarterielle (i.a.) Infusion
von Azetylcholin und die endothelunabhénge Vasodilatation durch i.a. Infusion von
Nitroglycerin mittels Venenverschlul3plethysmographie der unteren Extremitaten
analysiert. In der zweiten Studie wurden 10 Probanden 30 Minuten submaximal
fahrradergometrisch belastet um eine Perfusionserhéhung der unteren Extremitaten
zu erreichen. Anschliel3end wurde den Probanden in beiden Studien Blut aus der V.
cubitalis zur Messung der systemischen Spiegel und aus der V. femoralis zur
Messung lokaler Veranderungen entnommen.

Die Ausgangs-Plasmakonzentrationen von VEGF und sVCAM-1 korrelierten mit der
endothelabhéngigen Vasodilatation. Die endothelabhéangige Vasodilatation bewirkte
keine Anderung der VEGF-Spiegel, wohingegen die Infusion von Nitroglyzerin einen
35%igen  Anstieg (p<0,05) bewirkte. Andererseits fuhrte die aktive
Perfusionserhéhung zu einem Abfall von VEGF nach 1 Stunde. Die lokalen sVCAM-
1 Spiegel wurden nach Erhdéhung des Scherstresses durch Azetylcholin um 31%
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(p<0,001) lokal und um 18% (p<0,05) systemisch vermindert. Hingegen bewirkte die
Perfusion von Nitroglyzerin eine ahnliche lokale und systemische Verminderung um
34% bzw. 36% (p<0,0019). Ahnlich wie die in vitro Experimente, zeigte sich durch
die aktive Perfusionserh6hung eine biphasische Konzentrationsanderung mit
initialem Anstieg und folgendem Abfall um 9% (p<0,01).

Die Ergebnisse dieser Studie belegten erstmals die Modulation von sVCAM-1 beim
Menschen. Veranderungen von VEGF und sVCAM-1 sind zeit-, konzentrations- und
substanzabhéngig. Die kurzwirksamen Veranderungen des Wachstumsfaktors
VEGF und des Adhasionsmolekils sVCAM-1, die Einfluss auf Atherosklerose und
Mobilisierung und Homing von Endothelprogenitorzellen haben, kénnen einen Teil
der belastungsinduzierten vaskularen Protektion erklaren.
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3.2 Konzentrationen von loslichem VCAM-1 und VEGF-R  ezeptor (sFlt-1) und
deren Endothelfunktion bei gesunden Rauchern

Schmidt-Lucke C, Belgore F, Reinhold D, Ansorge S, Klein HU, Schmidt-Lucke JA,
Lip GY. Soluble vascular endothelial growth factor, soluble VEGF receptor Flt-1 and
endothelial function in healthy smokers. Int J Cardiol. 2005 Apr 20;100(2):207-12.

Wie in der vorherigen Arbeit gezeigt, kann koérperliche Aktivitat und
Perfusionserh6hung mittels Nitroglyzerin die systemische Konzentration von VEGF
im Plasma signifikant beeinflussen.

In der folgenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die VEGF Konzentrationen im
Plasma durch chronischen Nikotinkonsum beeinflusst werden. AufRerdem sollte der
l6sliche VEGF-Rezeptor, sFlt-1, der eine antagonisierende Funktion ausubt,
untersucht werden. Der ELISA war gerade von der Arbeitsgruppe des
Kooperationspartner G. Lip etabliert worden.

Bei 22 gesunden Rauchern und 22 alters- und geschlechtsentsprechenden
Probanden ohne kardiovaskulare Risikofaktoren wurden endothelabhangige
Dilatation — gemessen mittels fluBmediierter Dilatation (FMD) und nach
intraarterieller Infusion von Azetylcholin (AMD) -, endothelunabhangige Dilatation
(NMD) der Beine mittels Venenverschlul3plethysmographie abgeleitet. Aus dem
Plasma wurden simultan die Konzentatrationen von VEGF und sFlt-1 durch einen
ELISA bestimmt.

Wahrend VEGF-Spiegel in beiden Gruppen vergleichbar waren, hatten Raucher
signifikant niedrigere sFlt-1 Werte (p<0,01). AMD war bei Rauchern niedriger als bei
den Kontrollprobanden (p<0,01). Raucher und Nichtraucher mit hoher (>12 ml/100
ml Gewebe/Minute) AMD zeigten signifikant niedrigere VEGF Konzentrationen
(p<0,001). Beide Gruppen zeigten eine inverse Korrelation zwischen VEGF und
AMD (Raucher: r= -0,6, p<0,01; Kontrollen: r= -0,71, p<0,005) und FMD (Raucher:
r= -0.56, p<0,05; Kontrollen: r=-0.58, p<0,005). Die Konzentrationen von sFlt-1
korrelierten nicht mit denen von VEGF oder mit der endothelabhéngigen Dilatation.
Mit den Daten dieser Studie konnte also gezeigt werden, dass gesunde Raucher
eine eingeschrankte AMD der Beine aufweisen, und eine inverse Korrelation
zwischen Plasma-VEGF, nicht aber von seinem Antagonisten sFlt-1, mit Markern der
Endothelfunktion vorliegt. Wir schlussfolgerten, dass VEGF, jedoch nicht sFlt-1 bei
der Pathogenese der Endotheldysfunktion bei gesunden Rauchern eine Rolle spielt.
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3.3 Reduzierte Anzahl zirkulierender Endothelprogen itorzellen beeinflussen
zukunftige kardiovaskulare Ereignisse: Beweis fur d ie klinische Relevanz des
endogenen vaskuldren Regenerationsprozesses

Schmidt-Lucke C, Rdssig L, Fichtlscherer S, Vasa M, Britten M, Kamper U,
Dimmeler S, Zeiher AM. Reduced number of circulating endothelial progenitor cells
predicts future cardiovascular events: proof of concept for the clinical importance of
endogenous vascular repair. Circulation. 2005 Jun 7;111(22):2981-7.

Der Erhalt der endothelialen Integritat spielt eine kritische Rolle bei der Pravention
des Voranschreitens der Atherosklerose. Endotheliale Progenitorzellen (EPC)
inkorporieren unter experimentellen Bedingungen bei der Neovaskularisation und
sind an Reendothelialisierung von denudierten Gefal3arealen beteiligt. Daher
konnten EPC einen endogenen Reparaturmechanismus darstellen, der dem
anhaltenden schadigenden Einfluss kardiovaskularer Risikofaktoren auf das
Endothel entgegenwirkt und dysfunktionales Endothel ersetzt.

Bei 120 Personen (43 Kontrollprobanden, 44 Patienten mit stabiler KHK und 33
Patienten mit akutem Koronarsyndrom) wurden EPC Uber die Oberflachenmarker
CD34 (fur hamatopoetische Stammzellen) und KDR (endothelialer Marker) definiert
und mittels FluRzytometrie analysiert. Kardiovaskulédre Ereignisse (Tod, instabile
Angina, Myokardinfarkt, erneute Intervention (PTCA), Bypass-Operation oder
Schlaganfall) wurden als negatives Ergebnis Gber einen medianen Zeitraum von 10
Monaten gezahlt. Patienten mit einem kardiovaskularem Ereignis hatten signifikant
niedrigere Anzahl zirkulierender EPC (p<0,05). Die reduzierte Anzahl von EPC war
mit einem signifikant erhéhten Anzahl von kardiovaskuldren Ereignissen nach
Kaplan-Meier Analyse assoziiert (p=0,0009). In der multivariaten Analyse war die
reduzierte Anzahl von EPC ein signifikanter Pradiktor einer schlechten Prognose,
auch nach Korrektur fur traditionelle Risikofaktoren und Krankheitsaktivitat (Risiko
3,9, p<0,05).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine verminderte Anzahl
zirkulierender EPC unabhangig das Voranschreiten der atherosklerotischen
Erkrankung vorhersagt. Dies unterstiitzt die Hypothese der wichtigen Rolle eines
endogenen Mechanismus der Reparatur von Gefal3en, wodurch der klinische
Verlauf der KHK beeinflusst wird.
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3.4 Verbesserung des Endothelzellschadens und des endothelialen Regeneration
Index bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung nach 4 Wochen Statintherapie

Caroline Schmidt-Lucke, Stephan Fichtlscherer, Lothar R6ssig, Ulrike Kamper und
Stefanie Dimmeler. Improvement of endothelial damage and regeneration indexes in
patients with coronary artery disease after 4 weeks of statin therapy

Bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung (KHK) beeinflusst eine hohe Anzahl
zirkulierender Progenitorzellen (CPC) den klinischen Verlauf positiv. Im
Gegensatzhierzu koénnte die vermehrte Apoptose, der programmierte Zelltod, von
Endothelzellen eine Zunahme der vaskularen Schéadigung reflektieren. Mehrere
Studien haben belegt, dass sowohl vaskulare Schadigung wie auch Funktion und
Anzahl von zirkulierenden Vorlauferzellen von Statinen positiv beeinflusst werden.
Die Verfugbarkeit von Ezetimibe, einem potenten Cholesterolabsorbtionshemmer,
ermdglicht die Unterscheidung zwischen Lipidsenkung und pleiotropen Effekten von
Statinen.

43 Patienten mit KHK erhielten entweder: neu Atorvastatin (Gruppe A; n=17),
Ezetimibe zu vorbestehendem Statin (Gruppe B; n=14) oder Dosiseskalation von
Atorvastatin (Gruppe C; n=12) Uber 4 Wochen. Die Anzahl zirkulierender
apoptotischer EC (CD45 CD146 ' VWF Annexin-V") und CPC (CD34"'KDR") wurden
mittels  FluBzytometrie  bestimmt. Die LDL-Spiegel wurden in allen
Behandlungsgruppen signifikant reduziert. Beide Statinarme, Gruppen A und C
zeigten eine signifikanten Reduktion zirkulierender apoptotischer EC um 50%
(jeweils p<0,01). Gleichzeitig fand eine Verdopplung der Anzahl zirkulierender CPC
in Gruppe A und C statt (jeweils p<0,01). Hierdurch wurde der endotheliale
Schadigungsindex, definiert durch das Verhaltnis zirkulierender apoptotischer EC /
CPC-Anzahl, in Gruppe A um 79% (p<0,01) und in Gruppe C um 70% (p<0,05)
reduziert. Im Gegensatz hierzu hatte die alleinige LDL-Reduktion durch Ezetimibe
keinen Effekt auf die Anzahl unterschiedlicher zirkulierender Zellen.

Mit den Daten dieser Studie konnte durch die simultane Vermehrung der CPC-
Anzahl und Reduktion der Anzahl zirkulierender apoptotische EC nach 4-wdchiger
Statintherapie ein neuartiger pleiotroper Effekt einer Statintherapie bei Patienten mit
KHK gezeigt werden.
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3.5 Spezifische Rekrutierung von regulatorischen T-  Zellen in das Transplantat
nach Herztransplantation

Schmidt-Lucke C, Aicher A, Romagnani P, Gareis B, Romagnani S, Zeiher AM,
Dimmeler S. Specific recruitment of CD4+CD25++ regulatory T cells into the allograft
in heart transplant recipients. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2007 May;
292(5):H2425-31.

Eine Sonderform der Endothelschadigung liegt bei der Transplantatvaskulopathie
vor. Es handelt sich hierbei vornehmlich um einen T-Zell-induzierten
Endothelzellschaden. Auf der anderen Seite ist aus Tierversuchen bekannt, dass
regulatorische T-Zellen (Treg) in Transplantate migrieren und Transplantattoleranz
induzieren. Sie werden uber die Oberflachenmarker CD3"CD4CD25""charakterisiert
und exprimieren den forkhead/winged Transcriptionsfaktor FOXP3.

Wir stellten die Hypothese auf, dass aktivierte T-Zellen und Treg die kontinuierliche
Inflammation des Herztransplantats beeinflussen kénnen, und dass das chronisch
inflammatorische Milieu die Balance zwischen diesen beiden distinkten Zelltypen
beeinflusst.

Daher wurde die Menge der aktivierten T-Zellen und CD4'CD25""-Treg aus der
kardialen und systemischen Zirkulation von Herztransplantierten quantifiziert. Um
den Einfluss der Passage dieser Zellen durch das Transplantat zu untersuchen,
wurden transkardiale Gradienten bestimmt. Hierzu wurde simultan Blut aus der
Aorta, vor transkardialer Passage, und dem Koronarvenensinus, nach transkardialer
Passage, bei 22 Herztranplantierten und 18 Kontrollprobanden untersucht. Die
systemischen Spiegel von Treg waren bei Herztranplantierten (8,9 = 1,3/ul) im
Vergleich zu Kontrollen signifikant niedriger (15,8 + 1,6/ul; p=0,002). Der relative
Anteil von Treg bezogen auf die Leukozytenzahl war ebenfalls signifikant niedriger
(p<0,01). Im Gegensatz hierzu waren die Anzahl zirkulierender aktivierter CD4"-T-
Zellen in beiden Gruppen vergleichbar. Bei Transplantierten nahm die Anzahl der
Treg nach transkardialer Passage signifikant ab (3,0 + 0,3 vs. 2,4 + 0,3 % von CD4"
T-Zellen, p<0,01) und FOXP3" T-Zellen migrierten in das Transplantat ein. Im
Gegensatz hierzu nahm die Anzahl der CD4+-T-Zellen, selbst unter effektiver
Immunsuppression, nach transkoronarer Passage durch das Transplantat zu.

Aus den Daten dieser Studien lasst sich schlussfolgern, dass die Anzahl
zirkulierender immunsuppressiver Treg bei Patienten nach Herztransplantation
reduziert sind. Die Rekrutierung von Treg in das Transplantat wahrend
transkoronarer Passage kann Toleranz gegenuber dem Transplantat wahrend
subklinischer Inflammation bewirken. Hierdurch konnte die
Transplantatvaskulopathie beeinflusst werden.
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3.6 Interferon-B (IFNR) moduliert den Endothelzellschaden bei Patienten mit
kardialer Persistenz von Parvovirus B19

C. Schmidt-Lucke, Spillmann F, Bock T Van Linthout S, Lassner D, Kihl U,
Schultheiss H-P, Tschope C. Interferon-beta modulates endothelial damage in
patients with cardiac persistence of parvovirus B19.

Um zu testen, ob IFNR zu einer Reduktion des Parvovirus B19 (B19V) induzierten
Endothelzellschadens fuhrt, wurden der Einfluss einer IFNR-Therapie auf die
endotheliale Schadigung bei Patienten mit kardialem Nachweis von B19V von langer
als 6 Monaten in einer Phase-| Studie untersucht.

Die Replikaktion von B19V in kultivierten Endothelzellen (EC) wurde mittels
quantitativer PCR von B19V quantifiziert und die Viabilitdt von EC vor und nach
Zugabe von IFNR untersucht.

In vitro konnten EC mit B19V infiziert werden, dies flhrte zu einer verminderten
Viabilitat der EC (p=0,007). INFR supprimierte die Replikation von B19V um 63%
(p=0,008) in EC und erhdhte die Viabilitat (p=0,021).

Zirkulierende apoptotische EC (CMAEC, CD45 CD146'vVWF annexin-V*) und EPC
(CD34’KDR") wurden aus dem Blut mittels FluBzytometrie bei 9 symptomatischen
Patienten mit kardialer Persistenz von B19V vor und nach 6-monatiger Therapie mit
16 MioU INFR und bei 9 unbehandelten gesunden Kontrollen quantifiziert. Die
Endothelfunktion wurde mittels Ultraschall und flussmediierter Dilatation am
Unterarm gemessen. Im Vergleich zu Kontrollen hatten Patienten mit B19V
signifikant hohere Spiegel von CMAEC (p=0,004), die nach 6-monatiger Therapie
normalisiert waren (0,06 * 0,08% vs. 0,01+ 0,006%, p = 0,008). Ahnliche
Verbesserungen zeigten sich in der FMD (4,7 [2,3 — 5,8]% vs. 12,3 [11,3- 14,6]%, p
= 0,04; p=0,002 vs. Kontrolle). Im Gegensatz dazu (p = 0.017) blieb die FMD bei
den Patienten mit B19V, die nicht therapiert worden waren (n=5) eingeschrankt. Bei
den Patienten mit persistierendem B19V wurden signifikant mehr EPC vor Therapie
im Vergleich zu Kontrollen (0,04 £ 0,05 vs. 0,01 £ 0,004; p=0,02) gemessen. Nach
IFNR-Therapie war die Anzahl der EPC bei diesen Patienten normalisiert (p=0.03).
Wir haben also mit den Ergebnissen dieser Studie erstmalig bei einem viral
induzierten Endothelzellschaden eine krankheitsverandernde Therapie gezeigt,
spezifisch der Endothelzellapoptose, der Uber den eigentlichen Behandlungsraum
anhielt.
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4  Diskussion

In  der vorgelegten Habilitationsschrift werden Ergebnisse zu dem
Forschungsschwerpunkt der endothelialen Schadigung und Regeneration beim
Menschen vorgelegt. Das Verstandnis Uber den Einfluss von Faktoren auf das
Endothel hat sich im Laufe der Jahre, in dem diese Arbeit entstand, stark gewandelt.
Anfanglich herrschte die Vorstellung, dass lediglich so genannte ,klassische
Risikofaktoren“, wie Rauchen, Diabetes mellitus, Bluthochdruck, genetische
Belastung und erhéhte Blutfette einen Einfluss auf das Endothel haben.
Zunehmend wurde durch in vitro-Vesuche erkannt, dass die unmittelbaren, lokalen
Flussverhaltnisse Uber so genannte Mechanotransduktoren auf der EC-Oberflache
entscheidend fur das normale Funktionieren einer EC beitragen. Hierdurch werden
Gene in der Zelle an- oder ausgeschaltet und hieriber Funktionalitat,
programmierter Zelltod — die Apoptose -, das Zytoskelett, entztindliche Aktivierung
oder Sekretion bestimmter endothelialer Faktoren  reguliert. Eine integrale
Komponente fur ein funktionstiichtiges Endothel ist die endotheliale Regeneration,
bei der zirkulierende Progenitorzellen eine zentrale Rolle haben. Diese und die
Endothelzellapoptose lassen sich medikamentds beeinflussen. Immunologische
Aspekte wie bei einer chronischen subklinischen TransplantabstoRung lassen sich
anhand zirkulierender dendritischer Zellen und unterschiedlicher
Lymphozytenfraktionen erfassen. Letztendlich konnte auch ein spezifischer Einfluss
das vaskulotropen humanen Parvovirus B19 auf die Endothelzellapoptose und
endotheliale Regeneration gezeigt werden.

In der vorgestellten Arbeit (Einfluss von erhéhter Perfusion der Beine auf
l6sliches VCAM-1 und VEGF bei gesunden Probanden) wurde in vivo bei gesunden
Kontrollprobanden untersucht, inwieweit sich aktive und passive Erhdhung der
Perfusion auf den |6slichen Marker der endothelialen Aktivierung, sVCAM-1, und auf
den Stammzell mobilisierenden Faktor VEGF auswirkte.

Der Marker fur endotheliale Schadigung, sVCAM-1, wurde unmittelbar nach passiver
Perfusionserh6hung bei gesunden Probanden reduziert. Die lokale Suppression war
ausgepragter als die systemische, wodurch die lokale Komponente der
endothelabh&ngigen Perfusionserh6hung gezeigte werden konnte. Nitroglycerin
bewirkte eine systemische sVCAM-1-Reduktion, hingegen stieg sVCAM-1 durch die
ergometrische Belastung zundchst an, um 1 Stunde spéter abzusinken. Diese
Reaktionen spiegeln die Veranderungen der in vitro Daten wieder. Es ist vorstellbar,
dass hierdurch kardiovaskularen Ereignisse, die nach korperlicher Belastung
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stattfinden, durch eine unmittelbare kurzzeitige endotheliale Aktivierung, getriggert
werden konnten. Spiegel von sVCAM-1 als unabhangiger Pradiktor far
kardiovaskuléare Ereignisse wurde in spateren Arbeiten anderer Arbeitsgruppen
kontrovers diskutiert'****®. Die Daten unserer Studie zeigten also erstmalig, dass die
Spiegel von sVCAM-1 in vivo am Menschen modifiziert werden kdénnen. Diese
kurzzeitigen Veranderungen sind zeit-, substanz- und perfusionspezifisch. Eine
maogliche Erklarung fir das Fehlen einer direkten Korrelation von sVCAM-1 und
kinftige kardiovaskulare Ereignisse kann durch die durch uns aufgedeckten
Phanomene der Modulation durch korperliche Aktivitat bedingt sein.

Zu dem Zeitpunkt der Verotffentlichung der Arbeit lagen noch keine Arbeiten tber
den Effekt von physischer Belastung auf VEGF beim Menschen vor. Die Daten der
vorgelegten Arbeit zeigen eine Reduktion von VEGF unmittelbar nach kdrperlicher
Aktivitat. Es lagen in der hier vorgestellten Studie keine Messungen zu einem
spateren Zeitpunkt nach ergometrischer Belastung vor, so dass diese Ergebnisse
nicht mit denen spater publizierten121 vergleichbar sind. Die simultane Entnahme von
Blutproben aus der V. brachialis und V. femoralis erlaubte die Beurteilung von
lokalen gegenuber systemischen Verdnderungen. Die Daten der nicht-
endothelabhéngigen Perfusionserhnbhung durch Nitroglycerin zeigten jedoch eine
vorwiegend lokale Zunahme von VEGF in der Zirkulation. Hier manifestiert sich
Ubereinstimmend mit spateren Publikationen scherstressinduzierte VEGF-Erh6hung
in dem betroffenen Perfusionsarealen™.

Wie neuere Daten belegen7, ist VEGF verantwortlich fir die Rekrutierung von
zirkulierenden und residenten Vorlauferzellen, die an der endothelialen
Regeneration beteiligt sind'®. Hier wird VEGF tiber Induktion durch Hypoxie mit
konsequenter Bildung von hypoxia induced factor (HIF) und nachfolgend SDF1-a
generiert7. Bei Patienten mit koronarer Herzerkrankung zeigt sich eine Assoziation
zwischen der Hohe der VEGF-Bildung auf ischamische Stimuli und der Mdglichkeit
Kollateralen zu bilden'®®. Die Stammzellmobilisierung hingegen ist ein komplexer
Prozess, der Uber HIF-1a, SDF-1 und VEGF induziert wird’. Dies geschieht nicht
tiber scherstressabhangige Mechanismen™°.

Die Arbeitsgruppe von Hambrecht™! zeigte spater, dass korperliche Aktivitat bei
peripherer arterieller Verschlusskrankheit (pAVK) schon alleine durch Triggerung
von Ischamie zu einer 3-fachen Erhéhung von VEGF'** und 4-fach vermehrten
Anzahl von zirkulierenden Endothelprogenitorzellen (EPC) fuhrt. Die Patienten mit
subklinischer Belastung zeigten im Gegensatz hierzu keine Erhdhung von VEGF und
cpPC'®,
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In der folgenden vorgestellten Arbeit sollte der I6sliche VEGF-Rezeptor, sFlt-1,
der eine antagonisierende Funktion auf VEGF auslbt, untersucht und die
Beziehungen zu endothelabhangiger und -unabhéngiger Vasodilatation bei
gesunden Rauchern im Vergleich zu Kontrollen analysiert werden. VEGF-
Konzentrationen sind bei kardiovaskularen Erkrankungen33’ % 3 und in
atherosklerotischen Plaques lokal erhoht™, Experimentell verbessert exogenes
VEGF die endothelabhéngigen Reaktionen und Kollateralbildung unter ischamischen
Bedingungen und kann auf3erdem zu erhdhter Plaquebildung beitragen124. Da sFlt-1
VEGF neutralisiert, kbnnten vor therapeutischer Applikation von VEGF zur Induktion
von Angiogenese bei KHK und pAVK groRere Mengen VEGF nétig sein, um die
antagonisierende Wirkung von sFlt-1 zu umgehen.

In der von uns bei gesunden Probanden durchgefuhrten Studie hatte Nikotinabusus
keinen Einfluss auf VEGF. In einer frUheren Studie war sFlt-1 bei gesunden
Rauchern reduziert'?” *?8, dieses Ergebnis wurde von uns reproduziert. Bei der von
uns untersuchten Gruppe zeigte sich keine Korrelation zwischen sFlt-1, VEGF und
endothelabhéngiger Reaktion. Dies kann an dem gesunden von uns untersuchten
Probandenkollektiv liegen, das keine symptomatischen Individuen einschloss.
AulRerdem ist ein einziger regulatorischer Zyklus nicht ausreichend, um die
komplexen molekularen Mechanismen der vaskuldren Antwort zu erklaren. Mit den
Daten dieser Studie konnte also gezeigt werden, dass gesunde Raucher eine
eingeschrankte AMD der Beine aufweisen, und eine inverse Korrelation zwischen
Plasma-VEGF, nicht aber von seinem Antagonisten sFlt-1, mit Markern der
Endothelfunktion vorliegt. Wir schlussfolgerten, dass VEGF, jedoch nicht sFlt-1 bei
der Pathogenese der Endotheldysfunktion bei gesunden Rauchern eine Rolle spielt.

Der Erhalt der endothelialen Integritat spielt eine kritische Rolle bei der
Pravention des Voranschreitens der Atherosklerose. Kardiovaskulare Risikofaktoren
induzieren Endothelzellschadigung und eine Kaskade proinflammatorischer
Ereignisse, wodurch die Entstehung eines atherosklerotischen Plaques
voranschreitet”. Letztendlich verursachen Plaqueerosion und -ruptur Herzinfarkte
und plotzlichen Herztod'®. Daher ist der Erhalt der endothelialen Integritat von
entscheidender Bedeutung. Frihere Studien hatten eine, wahrscheinlich aus dem
Knochenmark stammende Population von Vorlauferzellen, so genannte zirkulierende
endotheliale Progenitorzellen (EPC) identifiziert. Diese werden aus mononuklearen
Zellen isoliert®® und exprimieren eine Reihe endothelialer Oberflachenmarker**®, und
sind unter experimentellen Bedingungen bei der Neovaskularisation**”*** und an der
Reendothelialisierung von denudierten GefaRarealen® beteiligt. Daher kdnnten
zirkulierende Progenitorzellen (PC) einen endogenen Reparaturmechanismus
darstellen, der dem anhaltenden schadigenden Einfluss kardiovaskularer
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Risikofaktoren auf das Endothel entgegenwirkt und dysfunktionales Endothel ersetzt.
Wir untersuchten daher prospektiv, ob die Anzahl zirkulierender PC mit dem
Voranschreiten der Atherosklerose korreliert, und ob sich somit ein klinisch
aussagekréftiges Potential flr eine anhaltende endotheliale Regeneration durch PC
etablieren lasst.

Die Ergebnisse der hier vorgestellten Studie bestatigen und erweitern vorher
publizierte Daten, wonach PC ein Surrogatparameter fur vaskulére Funktion® und
kumulatives kardiovaskulares Risiko sind®®. Erstmalig zeigten unsere Daten, dass
eine reduzierte Anzahl von zirkulierenden PC unabhangig das Voranschreiten der
Atherosklerose vorhersagt. Hiermit belegten die Daten der vorgestellten Studie
klinisch die Hypothese, dass zirkulierende PC an der vaskuldren Reparatur beteiligt
sind. Kurz nach Publikation wurden unsere Ergebnisse von der Arbeitsgruppe von
Nickenig bestétigt”o. Zuvor war gezeigt worden, dass die Anzahl zirkulierender PC
mit der Endothelfunktion®, das Vorliegen eines Apoplex141 und Kollateralbildung bei
Patienten mit KHK'*? korreliert, und so war eine wichtige Rolle fur zirkulierende PC
in der vaskuldaren Homoostase nahe gelegt worden. Zusammengefasst konnte mit
dieser Studie weiter belegt werden, dass zirkulierende PC wichtig fur den Erhalt der
funktionellen Integritdt des Endothels sind und bedeutende Funktionen fir den
vaskularen Erhalt bei anhaltendem risikofaktor-induziertem Endothelzellschaden
innehaben.

Die Reduzierung zirkulierender PC kann sekundar Folge eine Vielzahl von
Mechanismen sein: Erschépfen eines Vorrats von Vorlauferzellen im Knochenmark,
reduzierte Mobilisierung oder eingeschranktes Uberleben und / oder Differenzierung.
Die signifikante inverse Korrelation zwischen Patientenalter und Anzahl
zirkulierender PC-Anzahl ist bereit zuvor beschrieben worden® ®, und unsere Daten
deuten an, dass ein anhaltender Endothelzellschaden letztendlich zu einem
Entleeren und Erschopfen eines mutmalllich endlichen Vorrats an PC fahrt**3,
DarlUber hinaus beeinflussen Risikofaktoren fur die Entstehung der Atherosklerose,
wahrscheinlich auch direkt die Mobilisierung und das Uberleben von PC uber
verminderte Verfugbarkeit von NO. Hierfir sprechen die Daten von Studien Uber
Mause, denen die NO-Synthase fehlt. Bei diesen Tieren liegt eine starke
Einschrankung der ischamie- und belastungsinduzierten Mobilisierung von PC
vor'*®, AuRerdem werden PC von Patienten mit ausgepragtem Risikoprofil schneller
seneszent®®. Letztendlich koénnen Risikofaktoren die Mechanismen negativ
beeinflussen, die das Einwandern und die Differenzierung von zirkulierenden PC
erleichtern'®. Es liegt nahe, dass kardiovaskulare Risikofaktoren synergistisch auf
verschiedenen Mechanismen einwirken, die in einer reduzierten Anzahl von
zirkulierenden PC resultieren. In einer neueren Arbeit wurden diese Ergebnisse
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weiter bestéatigt, da die intrakoronare Injektion von PC die Endothelfunktion
verbessert™,

Es ist daher sinnvoll, die Anzahl von zirkulierenden PC bei Patienten mit
ausgepragtem Risikoprofil zu kontrollieren um neue therapeutische Ansatze zu
identifizieren mit denen der endogene vaskuldre Regenerationsmechanismus
verbessert und dariber das Voranschreiten der kardiovaskuldren Erkrankung

modifiziert werden kann.

In mehreren groRen Multizenterstudien konnten die Effekte von Statinen
zugunsten eines langeren ereignisfreien Uberlebens bei Patienten mit
atherosklerotischer Erkrankung gezeigt werden®. Ebenso verbessern  Statine
sowohl Anzahl wie Funktion von Progenitorzellen87. Das Vorhandensein des
potenten Cholesterinsenkers Ezetimibe®*® erlaubt die Wirkung der alleinigen
Lipidreduktion von der der pleiotropen Effekte der Statine auf die endotheliale
Regeneration und Schadigung zu analysieren. Wir reproduzierten mit der von uns
vorgestellten Studie nicht nur die positive Wirkung von Statinen auf die endotheliale
regenerative Kapazitat, sondern zeigten eine signifikante Abnahme der
Endothelzellapoptose, als Hinweis auf eine verminderte endotheliale Schadigung.
Diese Effekte fanden sich sowohl bei der de novo Statintherapie, wie bei der
Dosiseskalation der Statine. Unsere klinischen Daten zeigten somit, dass die
Statintherapie, am ehesten unabhangig von der LDL-Lipidreduktion, den
Endothelzellschaden reduzierten. Die Endothelzellapoptose lasst sich vor allem im
Bereich der Plaqueentstehung nachweisen®.  Zirkulierende apoptotische
Mikropartikel sind beim akuten Koronarsyndrom erhéht, haben prokoagulatorische
Eigenschaften41 und konnen somit zum Voranschreiten der Atherosklerose
beitragen. Wir untersuchten daher, ob der zugrunde liegende Mechanismus der
erhohten Anzahl reifer zirkulierender EC durch den programmierten Zelltod, die EC-
Apoptose, bedingt sein kénnte. Interessanterweise reduzierte Atorvastatin spezifisch
die Anzahl der apoptotischen zirkulierenden EC und somit konnte der spezifische
antiapoptotische in vitro® Effekt der Statine beim Menschen reproduziert werden.
Diese Studie zeigte erstmals eine therapeutische Option, um den stark regulierten
Prozess der Apoptose in vivo zu beeinflussen. Die reziproken Veranderungen zweier
distinkter Zellpopulationen belegt, dass Statine den Endothelzellschaden tber die
Endothelregeneration hinaus positiv beeinflussen. Weiterfihrende Analysen lassen
sich anhand dieser klinischen Studie nicht durchfihren. Im Gegensatz hierzu
bewirkte die alleinige Lipidreduktion durch Ezetimibe keine Anderung der
Surrogatparameter der endothelialen Schadigung und Regeneration. Das Ausmal}
der LDL-Reduktion durch Ezetimibe war in unserer Studie signifikant und ahnlich wie
die der beiden anderen Therapiearmen. Ahnlich wie andere Studien deuten unsere
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Daten darauf hin, dass die Effekte der Statintherapie am ehesten unabhangig von
der LDL-Reduktion sind.

Atherosklerotische Veréanderungen sind durch inflammatorische Zellen in den
Plaques gekennzeichnet49'5l’ *2 Das Vorliegen einer viralen Infektion ist bei Kindern
unspezifisch mit Endotheldysfunktion assoziiert ist'’. Bei der instabilen Angina liegt
eine generelle systemische Inflammation vor*, Das Endothel hat eine zentrale Rolle
in der Interaktion mit immunkompetenten Zellen, wie Monozyten, Makrophagen,
dendritischen Zellen und T-Zellen®.

Die chronische subklinische Inflammation mit Entwicklung der kardialen
Transplantatvaskulopathie (TVP) stellt eine Limitierung fr den Langezeiterfolg nach
Herztransplantation dar. Obwohl die Pathogenese multifaktoriell ist, legt die
Anwesenheit von inflammatorischen Zellen nahe, dass die kontinuierliche
perivaskulare Entziindung die Hauptursache fur die TVP ist>.  Die chronisch
anhaltende Inflammation tragt zu Endothelverletzung, Intimahyperplasie und
Proliferation der glatten Muskelzellen bei”’. Auf der anderen Seite werden
immunsuppressive sog. regulatorische T-Zellen® in einer Subpopulation von T-
Zellen gefunden, die Uber die Oberflachenmarker CD4 und CD25, sowie Uber den
Transkriptionsfaktor FOXP3™ ¥ (definiert werden. Diese Zellen agieren Uber
verschiedene zell-zell-kontaktabhangige und parakrine Mechanismen und
reduzieren so u. a. die Entwicklung experimentell induzierter Atherosklerose’’. Die
Erh6éhung der Toleranz bei Patienten nach Herztransplantation kénnte also durch
eine verringerte chronische subklinische AbstoRung zu einer verbesserten
Transplantatakzeptanz fiuhren. Obwohl die meisten Treg in lymphatischem Geweben
gefunden werden, wandern diese auch in Transplantate ein, wo sie stark
immunsuppressiv wirken®®. Im Tierexperiment konnte gezeigt werden, dass Treg
bei der Suppression von TransplantatabstoRungen mitwirken, wahrend zu dem
Zeitpunkt der Studie Daten Uber Treg am Menschen fehlten. Die Daten unserer
Studie zeigten erstmalig die Anwesenheit von Treg im Transplantat bei Patienten.
Der negative transkardiale Gradient von Treg legt eine konstante Rekrutierung und
Migration zirkulierender Treg in das Transplantat. Tatséchlich konnten Treg
immunbhistologisch in humanen Biopsien von Transplantaten Uber den spezifischen
Transkriptionsfaktor FOXP3 in Abwesenheit einer Abstol3ung gezeigt werden. Da es
sich hier um eine klinische Studie handelt, kénnen keine Aussagen Uber Funktion
oder Schicksal dieser Zellen gemacht werden. Obwohl andere Studien zeigten, dass
die immunsupprimierende Aktivitdt von Treg Uber die Freisetzung von Interleukin-10
(IL-10) und Transforming growth factor-3 (TGF-B)65 veranlasst wird, agieren Treg
vornehmlich Uber zell-zell-kontaktabhangige Mechanismen’®. Das heif3t, dass die
observierte Korrelation zwischen IL-10 und TGF-3-Spiegel und die Anzahl der
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zirkulierenden Treg entweder auf deren Produktion durch CD4"CD25""-Zellen oder
anderer regulatorischer T-Zellen zurtckzufihren ist, die hauptsachlich Gber die
Freisetzung loslicher Zytokine72' > wirkt. IL-10 hat einen hohen vaskuloprotektiven
Einfluss und verlangsamt die Entstehung von Atherosklerose®'. Obwohl der Effekt
von TGF-B auf die Transplantatvaskulopathie kontrovers beurteilt wird, legen die
erhohten TGF-Werte in tolerierten Transplantaten eine Wirkung auf
Transplantattoleranz nahe'®. Die Gabe von Tregs im Tiermodel vermindert die
Entstehung der TransplantatvaskuIopathie133, wie spatere Daten zeigten. Die
reduzierte Anzahl zirkulierender CD4'CD25"" bei Herztransplantierten impliziert
niedrigere Anzahl immunsuppressiver Treg. Dies konnte entweder durch eine
Reduktion von CD25 auf der Oberflaiche von CD4"-T-Zellen durch das
immunsuppressive Regime oder durch Erschopfung bei anhaltend Rekrutierung
eines mutmalfilichen endlichen Vorrats dieser Zellen resultieren. Tatsachlich fihrte
Cyclosporin A zu einer Reduzierung von Tregl34. Der negative transkardiale Gradient
von CD4'CD25""-Treg koinzidiert mit einen Anstieg des Aktivierungsmarkers CD69
auf CD4"-T-Zellen nach transkoronarer Passage. Dies deutet auf eine spezifische
Rekrutierung von Treg als Versuch, die Immunantwort im Transplantat zu
unterdriicken, trotz systemischer Immunsuppression. Die konstante Prasentation
von Alloantigenen durch Endothelzellen kénnte die kontinuierliche Aktivierung von
CD4"-T-Zellen erklaren®. Tatsachlich zeigten unsere Daten von transkoronaren
Gradienten zirkulierender Z-Zellen von Patienten nach Nierentransplantation keine
Anderungen von Treg oder aktivierten CD4"-T-Zellen.

Mit dieser Studie haben wir erstmalig die Anwesenheit von Treg im menschlichen
Herztransplantat zeigen konnen. Die konstante Rekrutierung und Migration in das
Transplantat und die anhaltende Aktivierung innerhalb des Transplantats kann
letztendlich zur Dysbalance zwischen regulatorischen und aktivierten T-Zellen
fuhren. Prospektive Daten, die die Entwicklung der Transplantatvaskulopathie
analysieren, werden den Einfluss residenter und zirkulierender regulatorischer T-
Zellen auf diese Erkrankung bestatigen muissen. Mittel, die die Anzahl von Treg
erhohen, bzw. ihre Aktivitat in ein Transplantat dirigieren, kdnnten eine interessante
Option sein fur die Induktion oder den Erhalt der Toleranz gegenliber einem
Transplantat in der Langzeitbehandlung von Herztransplantierten.

Das vaskulotrope Parvovirus B19 (B19V) ist der Erreger, der am haufigsten
(etwa 50%) mit einer inflammatorischen Kardiomyopathie (DCMi) assoziiert ist. B19V
kénnte zum einen EC direkt schadigen'*® und Apoptose induzieren mit konsekutiver
Denudierung von GefaRen und endothelialer Dysfunktion'®, zum anderen konnte
eine Endothelfunktionsstorung bei Persistenz des B19V im Knochenmark indirekt
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durch Schadigung der fur die endotheliale Regeneration notwendigen
Progenitorzellen verursacht werden.

Die Ergebnisse der vorgestellten Studie bestatigen einen B19V-induzierten
assoziierten EC-Schaden. Wir konnten zeigen, dass B19V EC infiziert und EC-
Apoptose involviert ist in der Pathogenese des extrinsischen viralen EC-Schadens
bei Patienten mit B19V. Wichtiger jedoch, konnte der EC-Schaden durch
Immunmodulation mit IFN-3 reduziert werden. Dieser Effekt hielt bei Patienten tber
den eigentlichen  Behandlungszeitraum an, als Hinweis auf eine
krankheitsmodifizierende Intervention von [IFN-R. Die zugrunde liegenden
Mechanismen der EC-Schéadigung durch B19V sind komplex.

Um zu untersuchen, ob Immunmodulation die Funktion von EC nach Infektion von
B19V beeinflussen kann, wurde die Viabilitait von EC nach Zugabe von IFN-3
untersucht. Die reduzierte Viabilitait von EC konnte durch INF-3 wieder verbessert
werden und die virale Replikation wurde dadurch reduziert. Diese Daten zeigen,
dass der B19V-induzierte Schaden bei EC zumindest teilweise durch eine direkte
Virus-Zell-Interaktion mediiert wird.

Es sollte weiterhin untersucht werden, ob diese in vitro Daten einen Ansatz bieten,
die eingeschréankte Endothelfunktion bei Patienten mit durch eine 6-monatige IFN-[3-
Therapie zu verbessern. Hierzu sollten verschiedene Aspekte des EC-Schadens in
vivo in einer Phase-1-Studie untersucht werden.

Die inverse Korrelation zwischen zirkulierenden EC und FMD suggeriert einen
ahnlichen Mechanismus, der zur EC-Apoptose und Endotheldysfunktion in dieser
Krankheitsentitat fihrt. Die simultane Messung verschiedener Reifungsstadien von
PC und reifen EC erlaubte die Unterscheidung zwischen GefalRwandschaden und
regenerativer Kapazitat. Die vermehrte Anzahl von CD34'KDR'-PC, sowie des
unreiferen Stadiums von CD133'KDR" bei Patienten mit B19V und Angina deutet
auf eine madglicherweise ischdmieausgeldste Mobilisierung dieser Zellen.
Bedeutsam ist, dass bei diesen Patienten mit viral induziertem EC-Schaden, im
Gegensatz zu Patienten mit klassischen Risikofaktoren® ®, eine Mobilisierung von
PC maoglich ist. Unsere aktuellen vorlaufigen Ergebnisse zeigen allerdings, dass die
Funktion dieser PC stark eingeschrankt ist.

IFN-3, das einen positiven Effekt bei Patienten mit entero- oder adenoviraler
Persistenz und LV-Dysfunktion hatte'*, zeigte bei Patienten mit B19V nach 6-
Monaten eine Reduktion der zirkulierenden maturen EC und Normalisierung der
Endotheldysfunktion. Im Gegensatz hierzu blieb die Endothelfunktion bei Patienten
mit B19V ohne Therapie unverdndert schlecht, womit eine spontane Verbesserung
unwahrscheinlich ist. Dies ist die erste Studie, die eine Verbesserung des
Endothelzellschadens durch Immunmodulation belegt. Gleichzeitig normalisierte sich
die Anzahl zirkulierender PC und atypische Angina trat seltener auf. Ein weiterer
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Hinweis auf die initial erhdhte Mobilisierung von PC sind die ischamieausgeldsten
erhohten VEGF-Spiegel, die unter IFN-3 abfielen. Hiermit also konnten unsere
klinischen Daten belegen, dass B19V zu dem kontinuierlichem EC-Schaden in vivo
beitrdgt und dass Immunmodulation einen viral induzierten EC-Schaden
beeinflussen kann.
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5 Zusammenfassung

In der vorgelegten Arbeit werden Ergebnisse zu dem Forschungsschwerpunkt der
endothelialen Schadigung und Regeneration beim Menschen vorgelegt. Das
Verstandnis tUber den Einfluss von Faktoren auf das Endothel hat sich im Laufe der
Jahre, in dem diese Arbeit entstand, stark gewandelt.

Anfanglich herrschte die Vorstellung, dass lediglich so genannte ,klassische
Risikofaktoren“, wie Rauchen, Diabetes mellitus, Bluthochdruck, genetische
Belastung und erhéhte Blutfette einen Einfluss auf das Endothel haben.

Beim Menschen werden zur Messung der Endothelfunktion, deren Stérung ein
essentieller Schritt in der Pathogenese der Atherosklerose ist, Surrogatparameter
wie die endothelabhéngige Dilatation oder humorale und zellulare Messgréf3en
herangezogen. Unmittelbare, lokale Flussverhéltnisse schalten Gene in der Zelle an-
oder aus und regulieren hierliber Funktionalitdt, programmierten Zelltod — die
Apoptose-, das Zytoskelett, entzindliche Aktivierung oder Sekretion bestimmter
endothelialer Faktoren. Dies beeinflusst entscheidend die Konzentration lslicher
humoraler Faktoren wie VEGF und I6sliches VCAM. Die Konzentration des ldslichen
Flt-1 im Blut, dem Antagonisten von VEGF, scheint keinen direkten Einfluss auf die
Endotheldysfunktion zu haben. Fir die Integritit des Endothels sind sowohl
endotheliale Schadigung, wie auch das Ausmald der endothelialen Regeneration
entscheidend. Eine niedrige Anzahl zirkulierender Progenitorzellen, ein
Surrogatparameter fur die endotheliale Regeneration, hat einen wichtigen Einfluss
auf, und ist pradiktiv, fir das Auftreten zukinftiger kardiovaskularer Komplikationen.
Die endotheliale Regeneration einerseits und das Ausmald der Endothelzellapotose
andererseits lassen sich medikamentds durch Statine beeinflussen. Im Gegensatz
hierzu hat die alleinige potente Lipidreduktion durch Ezetimibe keinen Einfluss auf
die endotheliale Schadigung und Regeneration gehabt. Hierdurch wurde ein weiterer
pleiotroper Effekt der Statine belegt. Das Endothel interagiert mit
immunkompetenten Zellen. Hier kommt ihm eine Schlisselrolle bei der chronischen
subklinischen Transplantatabto3ung mit Entwicklung der Transplantatvaskulopathie
zu. Es konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung zirkulierender
Lymphozyten nach Passage durch ein Transplantat beeinflusst wird, und dass es zu
einer Migration von tolerogenen Zellen in das humane Transplantat kommt. Virale
Infekte fuhren nicht nur unspezifisch zu einer voribergehenden Schadigung und
Aktivierung des Endothels. Durch Infektion mit dem humanen Parvovirus B19 liel3en
sich spezifisch Schadigung von reifen Endothelzellen, wie auch Beeinflussung der
Zellen der endothelialen Regeneration nachweisen.

Zusammmenfassend werden in dieser Arbeit Untersuchungen zu humoralen und
zellularen Faktoren der endothelialen Schadigung und Regeneration bei Patienten
mit atherosklerotischer und immunologisch bedingter endothelialer und kardialer
Schéadigung vorgestellt.
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