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1. Einleitung

1.1. Komponenten der Regulation des arteriellen Vasotonus

Die Regulation des arteriellen Vasotonus wird durch ein dynamisches Zusammenspiel
verschiedener lokaler und systemischer Komponenten gewahrleistet. Die systemischen
Determinanten der neural-vegetativen Steuerung und der humoralen vasoaktiven
Substanzen stehen den lokalen parakrinen, chemisch-metabolischen und
mechanischen Determinanten gegentber. Auf dem Hintergrund ihrer zentralen Rolle in
der Volumenregulation und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) kommt
der Niere eine zentrale Position in der systemischen Regulation des Vasotonus zu.
Sympathikus und Parasympathikus nehmen Uber zentrale und periphere adrenerge
Rezeptoren Einfluss auf das Herzzeitvolumen und den peripheren Gefalwiderstand. An
humoralen Faktoren sind insbesondere die Katecholamine, das Angiotensin, das
Aldosteron, und das Vasopressin zu nennen. Ferner sind bis heute das Endothelin, das
Urotensin, das endogene Quabain, das atriale natriuretische Peptid, die Prostaglandine,
das Stickstoffmonoxid (NO) und das High Density Lipoprotein (HDL) als vasoaktive

Substanzen identifiziert.

In der lokalen Vasoregulation stellt das Endothel durch seine anatomische und
funktionelle Mittlerposition zwischen der Stromung im Gefal3lumen und den Myozyten
der Media eine bedeutsame regulatorische Struktur dar. Das ,gesunde® Endothel ist
nicht nur von groRer Bedeutung fur die Regulation des Vasotonus, sondern besitzt
antiaggregatorische und antiinflammatorische Eigenschaften [1]. Die zentrale Rolle des
Endothels fur die Vasoregulation geht auf die Arbeiten von Robert Furchgott zurtick [2],
der daftr 1998 mit Louis Ignarro und Ferid Murad mit dem Nobelpreis ausgezeichnet
wurde. Eine Aktivierung des Endothels kann durch humorale, chemische und
mechanische Stimuli erfolgen. An humoralen und chemischen Reizen sind Substanzen
wie Bradykinin und Acetylcholin, der lokale pH sowie der O,- und CO»,-Partialdruck zu
nennen. Ferner besteht ein mechanischer Rickkopplungsmechanismus, der zu einer
Aktivierung des Endothels durch Zunahme der Scherkrafte (Shear stress) fuhrt. Bei
zunehmenden Scherkraften kommt es zu einer zunehmenden endothelialen Synthese
vasodilatatorischer Substanzen wie NO, Prostazyklin und Endothelium-derived
Hyperpolarizing Factor (EDHF) [1]. Zum einen wird Uber einen Calciumeinstrom und
eine Phosphorylierung der endothelialen NO-Synthase (eNOS) eine Enzyminduktion
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erzielt, die binnen Sekunden zu einer vermehrten NO-Produktion fuhrt. Zum anderen
kommt es bei anhaltend erhdohten Scherkraften zu einem vermehrten Nachweis von
eNOS mRNA, was auf eine gesteigerte Expression schlielen lasst. Neben der
Synthese der oben genannten Vasodilatatoren ist das Endothel in der Lage,
vasokonstriktive Substanzen wie Thromboxan A, Endothelin, Angiotensin 1l und
Sauerstoffradikale (reactive oxygen species, ROS) zu produzieren, die sowohl nach
intraluminal als auch in den subendothelialen Raum abgegeben werden [3, 4]. Bei
einem gesunden Endothel liegt eine augeglichene Bilanz der vasodilatatorisch und
vasokonstriktiv wirkenden Substanzen vor.

Neben der Regulation des lokalen Vasotonus spielt das Endothel eine entscheidende
Rolle fir die Aufrechterhaltung der dynamischen Balance fibrinolytischer und
thrombotischer Prozesse. Das integre Endothel verhindert den Kontakt korpuskularer
Blutbestandteile mit subendothelial gelegenen Strukturen und ist in der Lage,
thrombozytenaggregations- und -adhasionshemmende (z.B. Prostacyclin, NO) oder -
fordernde Substanzen (z.B. Thromboxan A;) zu synthetisieren. Ferner erleichtern
geschadigte Endothelzellen durch Expression von Adhasionsmolekilen und
chemotaktischen Mediatoren die Adhésion und Immigration von Leukozyten und
monozytaren Zellen [5]. Seit die Atherosklerose in zunehmendem Mal3e als chronische
vaskulare inflammatorische Erkrankung verstanden wird, tritt zunehmend die
antiinflammatorische Funktion des Endothels in den Mittelpunkt experimenteller und
klinischer Untersuchungen. Eine endotheliale Dysfunktion vermittelt eine intraarterielle
Inflammation, und umgekehrt fuhrt eine chronische Entziindung zu einer endothelialen
Dysfunktion. Letzterer Zusammenhang wurde kirzlich sehr anschaulich in einer Studie
nachgewiesen, in der bei Patienten mit chronischer Periodontitis vor und nach
Sanierung der chronischen Entzindung eine Messung der Endothelfunktion
durchgefiihrt wurde. Die endothelabhangige Vasodilatation war nach Sanierung
signifikant verbessert [6].

Wahrend die Aufgaben des Endothels somit mannigfaltig sind, hat sich in der Klinik der
Begriff ,Endothelfunktion” vereinfachend als Angabe fur die NO-abhéngige
vasodilatatorische Kapazitat etabliert. ,Endotheliale Dysfunktion“ wird daher haufig als
Ausdruck fur eine gestorte endotheliale NO-Produktion mit konsekutiv herabgesetzter
NO-Bioverfugbarkeit und reduzierter endothelabhéangiger Dilatation benutzt. Dieses
Vorgehen ist zum einen darin begrindet, dass sich eine Vasodilatation einfacher
messen lasst als die antithrombotischen oder antiinflammatorischen Eigenschaften
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eines Gefal3es, zum anderen erscheint es sinnvoll, weil auch letztere Eigenschaften des

Endothels mal3geblich wenn auch nicht ausschliel3lisch NO-vermittelt sind [7].

Neben den beschriebenen funktionellen Aspekten der Gefaldregulation wird der lokale
GefalRwiderstand malfigeblich von der Anatomie des GefalRes bestimmt. Mit
zunehmendem Alter kommt es im Rahmen der fortschreitenden Atherosklerose zu einer
Abnahme der arteriellen Elastizitat und somit einer ErhOhung des peripheren
Widerstands mit konsekutiver Blutdruckerhéhung. Bis vor wenigen Jahren wurde davon
ausgegangen, dass morphologisch fassbare Schadigungen des Endothels der initiale
Schritt in der Entwicklung der Arteriosklerose seien [8]. Mittlerweile wurde diese
sogenannte ,Response-to-Injury-Theorie® in Teilen modifiziert. Unter dem Begriff ,injury®
wurde initial allein eine morphologische Schadigung der Endothelzellschicht verstanden.
Inzwischen ist jedoch bekannt, dass diesen morphologischen Verdnderungen eine
funktionelle Stérung im Sinne einer endothelialen Dysfunktion vorausgeht [9]. Auch eine
Minderung der arteriellen Compliance tritt bereits lange vor klinisch fassbaren
atherosklerotisch-degenerativen Veranderungen auf. Es sind daher Uber viele Jahre
hinweg Versuche unternommen worden, nicht-invasive, valide und reliable
Messverfahren zu entwickeln, anhand derer eine endotheliale Dysfunktion und eine
reduzierte arterielle Elastizitat detektierbar werden. Anhand dieser Messverfahren
erhoffte man sich, Frihstadien atherosklerotischer GefalRverédnderungen lange vor dem
Auftreten sonographisch oder angiographisch darstellbarer GefaRveranderungen in

einem noch reversiblen Stadium erkennbar zu machen.

1.2. Messverfahren mechanischer und funktioneller Gefal3eigenschaften
Da sich die vorliegende Arbeit auch mit methodischen Aspekten von Messverfahren der
Gefal3funktion auseinandersetzt, seien an dieser Stelle die wichtigsten Fakten zu den

in-vitro und in-vivo etablierten Verfahren genannt.

In-vitro stehen sowohl Gesamtorganmodelle als auch isolierte Gefaldmodelle zur
Verfigung. In der vorliegenden Arbeit ist als Gesamtorganmodell die isolierte
perfundierte Rattenniere und das isolierte perfundierte Rattenherz genutzt worden. Die
Organe werden mit einer oxygenierten Elektrolytldsung perfundiert, die Testsubstanzen
konnen als Bolus appliziert werden. Uber einen Druckabnehmer koénnen

Widerstandsanderungen im Organ registriert werden. Als isoliertes Gefal3modell ist die
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KleingefaRmyographie etabliert. Ein ringférmiges intaktes Gefal3exzidat — z.B. thorakale
Rattenaorta — wird in einem Bad aus oxygenierter Elektrolytlbsung in einen
Myographen eingespannt. Die Hinzugabe von Vasokonstriktoren fuhrt nun zu einer
Zunahme des Gefaldtonus, die gemessen und aufgezeichnet wird. Die NO-abhangige
vasodilatatorische Kapazitat (,Endothelfunktion®) lasst sich messen, indem die
endotheliale NO-Synthese durch ein Agenz wie Acetylcholin bei einem vorkontrahierten
Gefal} stimuliert wird.

In-vivo sind fur die Messung der arteriellen Elastizitat (Compliance) bzw. Steifigkeit
heute verschiedene applanationstonometrische Pulswellenanalyseverfahren
kommerziell erhaltlich. Nach der Windkessel-Theorie nehmen die grof3en, arteriellen
GefaRe (Aorta und groRe aortale Aste) wahrend der Systole einen Teil des ejezierten
Blutvolumens als elastisches Reservoir auf, um es in der Diastole durch passive
Kontraktion wieder abzugeben und somit die Aufrechterhaltung des diastolischen
Blutflusses zu gewahrleisten. Dieser Mechanismus ist in besonderer Weise fur die
Koronarperfusion von Bedeutung. Die Elastizitat der proximalen groRen Arterien ist
durch das hohe Elastin/Kollagen-Verhéltnis bedingt, das in der Gefal3peripherie geringer
wird. Die mit zunehmendem Alter steigende arterielle Steifigkeit ist in erster Linie in
einer Degeneration elastischer Fasern begrindet [10, 11]. Die applanations-
tonometrischen Verfahren machen sich die aus diesem Mechanismus resultierenden
Veranderungen der Pulswelle in den peripheren Arterien zunutze. Durch Vergleiche mit
invasiven intraarteriellen Messungen sind zwei Verfahren gut validiert: Der
Augmentationsindex und die Pulswellengeschwindigkeit.

Das aus dem linken Ventrikel ejezierte Schlagvolumen bewirkt eine sich in die
Peripherie fortbewegende arterielle Druckwelle. Diese Druckwelle wird an Orten
unterschiedlicher mechanischer Impedanz — somit vornehmlich am arterio-arteriolaren
Ubergang — reflektiert. Durch die unterschiedliche Elastizitat der einzelnen arteriellen
GefalRabschnitte und die Reflexionsphdnomene &ndert sich die Form der arteriellen
Druckwelle auf dem Weg von den zentralen Aortenabschnitten in die Peripherie. In
gesunden jungen Menschen mit guter arterieller Elastizitat nimmt die Amplitude der
Druckwelle in der Peripherie zu. Mit zunehmender Steifigkeit der gro3en Arterien nimmt
diese Druckwellenamplifizierung ab. Dies ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt.
Haben die grol3en Arterien eine gute Compliance, so ist die initiale, unmittelbar durch
das systolisch ejezierte Schlagvolumen hervorgerufene Druckwelle P; flr die Amplitude
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des zentralen Aortendrucks verantwortlich. Die reflektierte Pulswelle P, erreicht die
zentralen Aortenabschnitte erst in der Diastole und amplifiziert daher den zentralen
systolischen Aortendruck nicht. Mit zunehmender arterieller Steifigkeit nimmt jedoch die
Pulswellengeschwindigkeit zu, so dass die in die Peripherie wandernde Welle schneller
reflektiert wird und die zentralen Aortenabschnitte noch in der Systole wieder erreicht.
Daher wird der systolische zentrale Aortendruck augmentiert, wahrend der diastolische
Druck fallt und die Koronarperfusion sinkt. Der sogenannte “Augmentationsindex”
errechnet sich als das Verhaltnis der Differenz des zweiten (P,) und des ersten Peaks
(P1) zum Pulsdruck. In gesunden, jungen Patienten ist der Pulsdruck daher negativ,
wahrend mit zunehmendem Alter und zunehmendem kardiovaskularen Risiko die
arterielle Steifigkeit zunimmt und der Augmentationsindex positiv wird. Abweichend von
dieser Definition wird von einigen Autoren das Verhdltnis von P, zu P; als
Augmentationsindex bezeichnet. Gemal} dieser Definition gilt ,je steifer, desto hdher der
Augmentationsindex”. Der Augmentationsindex wird entweder an der A. radialis oder A.
femoralis gemessen. Fir die Messung der Pulswellengeschwindigkeit bendtigt man
EKG-getriggerte Messungen an A. carotis und A. femoralis/radialis sowie eine Angabe
Uber die Distanz zwischen den Messpunkten. Somit lasst sich die
Ausbreitungsgeschwindigkeit der Pulswelle als MaR fir die arterielle Steifigkeit
errechnen. Verschiedene Autoren entwickelten einen Algorithmus, der — basierend auf
einem modifizierten Windkesselmodell — anhand der Steilheit der Abnahme des
diastolischen Drucks (diastolic decay) eine Unterscheidung der Compliance grofRer und
kleiner arterieller GefaRe (C; und C,) erlauben soll [12]. Nach Ansicht der Autoren
dieses Modells geht in der Pathogenese der Atherosklerose eine Reduktion der
Elastizitat der kleinen arteriellen Gefale (C,) derjenigen der gro3en Gefalie (C;) voraus.
C, wird daher als ein Ausdruck eines frihen, reversiblen Stadiums der Atherosklerose
interpretiert und soll unter anderem eine endotheliale Dysfunktion reflektieren [13]. Die
vorliegende Arbeit Gberpruft letztere Hypothese durch Vergleich mit einem etablierten

Endothelfunktionsmessverfahren.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Pulswellenamplifizierung. Gegeniberstellung der
Druckkurven der zentralen Aorta sowie der A. brachialis bei einem gesunden Probanden mit
normaler arterieller Elastizitat und einem Probanden mit hoher arterieller Steifigkeit. Nach Oliver,
2003 [14].

1.3. Klinische Bedeutung der mechanischen und funktionellen
GefalReigenschaften

Die beschriebenen Komponenten der Vasoregulation dienen der Aufrechterhaltung
eines physiologischen Vasotonus, der sich flexibel systemischen und lokalen
Anforderungen anpassen kann. So wird der Vasotonus auf Temperaturunterschiede,
Beanspruchung der Skelettmuskulatur, psychischen Stress, Anderungen des lokalen
chemisch-metabolischen Milieus, usw. adaquat eingestellt. Kommt es jedoch zu einem
Ungleichgewicht vasokonstriktiver und vasodilatativer Faktoren, so kann es zu einer
pathologischen Erhdhung des Vasotonus mit konsekutiver Erhohung des totalen
peripheren Widerstands und des Blutdrucks kommen. Eine solche Fehlregulation wird

u.a. fur die arterielle Hypertonie angenommen.



1.3.1. Arterielle Hypertonie

Die arterielle Hypertonie (Blutdruck = 140/90 mmHg) ist die h&aufigste internistische
Erkrankung. Epidemiologische Untersuchungen zur Pravalenz der Hypertonie in
verschiedenen Landern der Welt zeigen eine starke Schwankungsbreite. In der
Bundesrepublik Deutschland wird eine mittlere Pravalenz von 20-25% berichtet; ab dem
65. Lebensjahr sind uber 50% der Bevolkerung betroffen. Weltweit leiden etwa eine
Milliarde Menschen an einer Hypertonie. Die Hypertonie stellt einen zentralen
kardiovaskularen Risikofaktor mit gravierendem EinfluR@ auf die kardiovaskulare
Morbiditat und Mortalitéat dar und ist von groR3er volkswirtschaftlicher Relevanz. In Gber
90% der Falle handelt es sich um eine essentielle Hypertonie. Die Genese der
essentiellen Hypertonie ist bis heute weitgehend ungeklart. An dieser Stelle konnten
auch die immensen Fortschritte in der Molekularbiologie die in sie gesetzten Hoffungen
nicht erfallen.

Die essentielle Hypertonie wird nach derzeitiger Meinung als multifaktorielles
Krankheitsbild sowohl durch Umweltfaktoren als auch genetische Determinanten
gepragt. Hinsichtlich der genetischen Komponente legen epidemiologische
Untersuchungen in groRen Kohorten eine Vererbungswahrscheinlichkeit zwischen 30
und 50% nahe [15]. Im Gegensatz zu monogenetischen Hypertonieformen wie dem
Liddle-Syndrom [16] ist die Manifestation einer essentiellen Hypertonie nach heutiger
Meinung durch eine Vielzahl von Genen mit blutdruckregulierenden Effekten bedingt
[17]. Entsprechend zeigen Blutdruckdaten von tierischen und menschlichen
Populationen keinen klassisch mendelschen Vererbungsmodus, wie es bei einer
monogenetischen Genese zu vermuten ware [18]. Der Nachweis eines speziellen
genetischen Markers bzw. eine Kombination verschiedener pathogenetisch wichtiger
Marker ist bisher nicht gelungen. Auch ein Kandidatengen der essentiellen Hypertonie
mit starkem Effekt auf den Blutdruck ist bisher nicht bekannt. Eine Vielzahl von
Strategien zur Identifizierung hypertonieassoziierter Genloci wie die ungerichtete Suche
mittels DNA-Fragmentuntersuchungen nach Anwendung von
Restriktionsendonukleasen in Hypertonikerkollektiven (,genome-wide search“) und die
gezielte Untersuchung von Genen bekannter blutdruckregulierender Systeme sind
bisher zur Anwendung gekommen. Letzterer Ansatz fihrte zur Identifizierung von
hypertonieassoziierten Polymorphismen in den Genloci von Angiotensin [19],
Angiotensin Konvertierungsenzym (ACE) [20], Aldosteron Synthase [21], adrenergen
Rezeptoren [22] oder Alpha-Adducin [23]. Diese Polymorphismen zeigen jedoch nur
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geringen Einflul3 auf die Blutdruckregulation, so dass von der Existenz weiterer, bisher
nicht identifizierter Kandidatengene der essentiellen Hypertonie ausgegangen werden

Mmuss.

Eine weitere Hypothese zur Entstehung der essentiellen Hypertonie ist, dass der
vermehrten Vasokonstriktion humorale Faktoren zugrunde liegen. Diese Hypothese wird
tierexperimentell gestiutzt: Eine Infusion von Blut hypertensiver Ratten in normotensive
Ratten fuhrt zu einer Zunahme des Blutdrucks [24]. Um auszuschliel3en, dass es sich
lediglich  um einen volumenbedingte Blutdruckzunahme handelt, wurden
Kreuzzirkulationsversuche durchgefiihrt, in denen hypertensive und normotensive
Ratten unter konstanten Blutaustauschraten miteinander verbunden waren. Auch hier
wurden die normotensiven Ratten hypertensiv [25]. Diese Ubertragung des
Bluthochdrucks lieR sich bei nephrektomierten und adrenalektomierten Tieren nicht
hervorrufen [26]. Bei der jahrzentelang andauernden Suche nach neuen vasoaktiven
Substanzen sind unter anderem das Endothelin, das endogene Strophanthin, das NO
sowie die atrialen natriuretischen Peptide entdeckt worden. In verschiedenen Studien
wurden die Serumkonzentrationen aller bekannten vasoaktiven oder den
Wasserhaushalt regulierenden Hormone wie Noradrenalin, Angiotensin Il und ADH von
Hypertonikern und Normotonikern verglichen, ohne dass ein signifikanter Unterschied
nachweisbar war. Folgerichtig muss sich entweder die Sensitivitat des Zielorgans
(Gefal3, Niere) unterscheiden oder es mul3 von der Existenz noch unidentifizierter
humoraler vasoaktiver Faktoren ausgegangen werden. Die Erforschung der
Pathogenese der essentiellen Hypertonie darf sich daher nicht auf die Untersuchung der
bekannten blutdruckregulierenden Systeme beschranken. Vielmehr muss es
ausdruckliches Ziel sein, neue Regulationssyteme zu identifizieren und zu
charakterisieren. Der erste Teil der vorliegenden Arbeit beschéftigt sich daher mit der
Suche nach neuen humoralen vasoaktiven Faktoren. Hierzu wurden zum einen
chromatographische Methoden genutzt, zum anderen wurde ein physiogenomisches
Modell zur transkriptomweiten Suche nach differentiell exprimierten

blutdruckregulierenden Genen entwickelt.

1.3.2. Die isolierte systolische Hypertonie
Im Laufe des Lebens kommt es zu einem kontinuierlichen Anstieg des systolischen

Blutdrucks. Als Folge einer zunehmenden Erhdhung des peripheren Widerstandes
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steigt der diastolische Blutdruck bis etwa zur 5. Lebensdekade an, fallt danach jedoch
wieder ab [27]. Der Abfall des diastolischen Blutdrucks in fortgeschrittenem Alter ist
durch die abnehmende Elastzitat der Aorta mit konsekutiver Reduktion der
Windkesselfunktion zu erklaren. In der Folge steigt die Blutdruckamplitude (Pulsdruck).
Mit zunehmendem Lebensalter steigt somit nicht nur die Anzahl der Hypertoniker, es
steigt auch der Anteil derjenigen Hypertoniker, die eine alleinige Erhohung des
systolischen Blutdruckwertes zeigen (isolierte systolische Hypertonie). Im Alter > 65
Jahre liegt die Pravalenz der Hypertonie in Deutschland Gber 50%. Uber 60% dieser
Hypertoniker leiden an einer isolierten systolischen Hypertonie. Damit leidet annédhernd
jeder dritte Mensch tber 65 an einer isolierten systolischen Hypertonie.

Der Pulsdruck ist vor allem bei alteren Menschen mit einem erhéhten kardiovaskularen
Risiko assoziiert, auch unabhéangig von der Hohe des systolischen und diastolischen
Blutdrucks. Ein erhéhter Pulsdruck stellt somit einen unabhéngigen kardiovaskularen
Risikoparameter dar und wird als ein Zeichen fortgeschrittener morphologischer
Veranderungen der Arterienwand gewertet. Der gravierende Einfluss auf die
kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat ist dadurch zu erklaren, dass sowohl ein hoher
systolischer als auch ein zu niedriger diastolischer Druck mit einem erhdhten
kardiovaskularen Risiko einhergehen. Ein zu niedriger diastolischer Druck fuhrt zu einer
reduzierten Perfusion der Koronararterien mit einer erhdhten Inzidenz von koronaren

Ereignissen (s. Abbildung 2).

Durch die strukturellen Gefallveranderungen bei Patienten mit isolierter systolischer
Hypertonie ergeben sich Probleme in der Therapie. Da die meisten Antihypertensiva
Vasodilatatoren darstellen, ist das Ansprechen auf die Therapie durch die
fortgeschrittene Arteriosklerose deutlich reduziert. Bildlich gesprochen lasst sich der
Vasotonus eines ,Kalkrohres“ durch einen Vasodilatator kaum beeinflussen. Die
Mehrzahl der betroffenen Patienten steht daher unter einer medikamentdsen
Kombinationstherapie und ist dennoch unzureichend eingestellt. Die vorliegende Arbeit

setzt sich mit alternativen Therapieoptionen auseinander.
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Abbildung 2: Todesfélle durch koronare Herzkrankheit in Abhangigkeit vom Blutdruck
Angaben in 1000 Patienten, Gesamtanzahl 316099, DBP diastolischer Blutdruck, SBP
systolischer Blutdruck; nach Neaton, 1992 [28].

1.3.3. Arterielle Steifigkeit und endotheliale Dysfunktion als kardiovaskulare
Risikofaktoren

Uber viele Jahre waren die Therapie und die Pravention kardiovaskularer Erkrankungen
allein auf die Behandlung Kklassischer Risikofaktoren wie Hypercholesterinamie,
Hypertonie, Nikotinabusus oder Diabetes mellitus fokussiert. Da jedoch kardiovaskulare
Ereignisse auch bei Personen auftreten, die keine der konventionellen Risikofaktoren
aufweisen [29], wird bis heute viel Forschungsarbeit darauf verwendet, Verfahren zu
entwickeln, die eine Aussage Uber das vaskulare Risiko jenseits der konventionellen
Risikofaktoren zulassen. Somit konnten Personen mit erhéhtem Risiko identifiziert und
ggf. prophylaktisch therapiert werden. Ein Ansatz zur Risikostratifizierung ist die
Messung weiterer biochemischer Marker wie CRP, BNP (brain natriuretic peptide), NT-
proANP (N-terminales proatriales natriuretisches Peptid), Aldosteron, Renin, Fibrinogen,
D-Dimere, PAI-I (Plasminogen-Aktivator-Inhibitor Typ 1), Homocystein und die
Albumin/Kreatinin-Ratio im Urin. Eine kuirzlich veroffentlichte Studie konnte jedoch
zeigen, dass eine Prognoseeinschatzung fur das Auftreten eines kardiovaskularen
Ereignisses anhand der Parameter Alter, Geschlecht und konventionelle Risikofaktoren
durch die Hinzunahme dieser zehn biochemischen Risikoparameter nur unwesentlich
verbessert wird (pradiktiver Wert von 0,76 vs. 0,77) [30]. Die Messung der arteriellen
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Steifigkeit erschien in diesem Zusammenhang ein erfolgversprechenderer Parameter zu
sein, da der Mehrheit der kardiovaskularen Ereignisse eine atherosklerotische
Wandschadigung zugrunde liegt. Die klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren
andern die Integritat, Funktion und Struktur der Arterien [31-33], so dass die arterielle
Steifigkeit den kumulativen Effekt verschiedener schadigender Faktoren auf die
GefalRwand darstellen sollte. Eine zunehmende Versteifung der Aorta fuhrt zu einer
Steigerung des systolischen und einer Erniedrigung des diastolischen Drucks. Dies
steigert die Nachlast des Herzens und reduziert die Koronarperfusion, wodurch eine
linksventrikulare Hypertrophie mit koronarer Hypoperfusion induziert wird [34-36].
Ferner steigert eine erhohte arterielle Steifigkeit die arterielle Wandspannung, was
Plaquerupturen begunstigt [37], so dass durch die Summe der beschriebenen
Veranderungen das Risiko kardiovaskularer Ereignisse steigt [38]. Der Wert der
arteriellen Steifigkeit als kardiovaskularer Risikofaktor ist mittlerweile gut belegt. Wir
wissen heute, dass die Pulswellengeschwindigkeit bei terminal Niereninsuffizienten [39],
Hypertonikern [40], Diabetikern [41] und alten Menschen [42] ein unabhangiger
kardiovaskularer Risikofaktor ist. Der Augmentationsindex stellt bei terminal
Niereninsuffizienten unabhangig vom Blutdruck einen prognostischen Faktor flr
kardiovaskulare Ereignisse dar [43]. Ferner ist in vielen Studien der Wert des
Pulsdrucks als unabhangiger Risikofaktor bei Menschen Uber 50 Jahre belegt [44-48].
Bei jungeren Menschen scheint hingegen der diastolische Blutdruck der bessere
prognostische Parameter flir Koronarereignisse zu sein [49]. Diese Daten legen nahe,
dass der periphere Widerstand die zentrale Determinante fir das kardiovaskulare Risiko
beim Jingeren darstellt, wahrend beim &lteren Menschen die zunehmende arterielle

Steifigkeit der grol3en GefalRe von zentraler Bedeutung ist.

Eine endotheliale Dysfunktion stellt — wie oben beschrieben — den ersten Schritt in der
Entstehung atherosklerotischer Gefal3verdnderungen dar [50]. Mehrere Studien haben
gezeigt, dass eine endotheliale Dysfunktion mit einem erhéhten Risiko fur das Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse einhergeht [51, 52]. Einer reduzierten NO-Bioverfligbarkeit
koénnen sowohl eine geringere Expression/Aktivitat der endothelialen NO-Synthase
(eNOS) als auch erhohte Konzentrationen an Sauerstoffradikalen (Reactive oxygen
species, ROS) zugrunde liegen. Letztere entsteht bei einer gesteigerten Aktivititat der
NADPH-Oxidase und anderer ROS-produzierender Enzyme wie der Xanthin-Oxidase,
Cytochrom P450, Myeloperoxidase, Hdm-Oxygenase, Lipoxygenase und Enzymen der
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Atmungskette [53]. Ferner existiert mit dem asymmetrischen Dimethylarginin (ADMA)
ein endogener Inhibitor der eNOS [54]. Hypertonie, Diabetes mellitus, inhalatives
Tabakrauchen, das LDL, Homocystein und ein reduzierter Ostrogenspiegel filhren tiber
Sauerstoffradikale und andere Mediatoren zu einer endothelialen Dysfunktion. Diese
fuhrt UGber eine Steigerung des Vasotonus, Verminderung der antiaggregatorischen
Eigenschaften des Endothels, Leukozytenadhasion, gesteigerte Apoptose, Verstarkung
der vaskularen Lipidablagerung und einer Proliferationsstimulation vaskularer glatter
GefalBmuskelzellen zu atherosklerotischen Wandveranderungen. Somit nimmt das
Endothel die Mittlerposition zwischen der Mehrzahl der verschiedenen vaskuléren
Noxen und dem vaskularen Schaden ein. Abbildung 3 fasst die Beeinflussbarkeit der
Endothelfunktion und die Folgen einer endothelialen Dysfunktion schematisch
zusammen. In Ubereinstimmung mit diesem Modell sind bei Hypertonikern, Diabetikern,
KHK-Patienten, Herzinsuffizienten, Schlaganfallpatienten und Rauchern

Einschrankungen der Endothelfunktion nachgewiesen worden [53].

Hypertonie Diabetes Rauchen LDL Homocystein  Ostrogen-Mangel

l

Sauerstoffradikalstress, weitere Mediatoren (z.B. ADMA)

l

Endotheliale Dysfunktion

l

Vasotonus Thromboz.-Aggregation Apoptose Leukozytenadhdsion Lipidablagerung VSMC-Prolif.

!

Atherosklerose

Abbildung 3: Vom Kkardiovaskularen Risikofaktor zur Atherosklerose — Mittlerposition des
Endothels; VSMC: vascular smooth muscle cells; ADMA: asymmetrisches Dimethylarginin.

Auf dem Hintergrund des hohen Stellenwertes einer endothelialen Dysfunktion als

kardiovaskularer Risikoparameter wird vielfach diskutiert, ob die Messung der

15




endothelialen Funktion in der klinischen Routine eingesetzt werden sollte. Aktuelle
prospektive Studien wie die PREVENT-it Studie untersuchen daher derzeit den
additiven pradiktiven Wert der Endothelfunktionsmessung jenseits der klassischen

kardiovaskularen Risikofaktoren.

1.4. Therapeutische Beeinflussbarkeit von Vasotonus und Endothelfunktion

Bis vor einiger Zeit wurde die arterielle Steifigkeit als eine statische Grof3e verstanden,
die durch den Kollagen- und Elastingehalt sowie durch den transmuralen Druck Gber der
GefalRwand bestimmt wird. Dieses Modell spiegelt jedoch die Realitat nur unzureichend
wieder. Wir wissen heute, dass die glatten Gefal3muskelzellen in der GefalBwand die
Gefalisteifigkeit aktiv regulieren kdénnen [55]. Somit steigern Vasokonstriktoren wie
Noradrenalin oder Angiotensin die arterielle Steifigkeit, wahrend Vasodilatatoren — in
erster Linie das NO — die arterielle Steifigkeit reduzieren [49]. Diese Regulation ist
unabhéangig von Veranderungen des Blutdrucks und peripheren Widerstands und zeigt,
dass die arterielle Steifigkeit nicht eine statische sondern eine dynamisch regulierte
GroRe  darstellt. Dies bedeutet, dass sie nicht nur durch eine
Progressionsverlangsamung der Atherosklerose beeinflussbar ist sondern auch ein
kurzfristiges therapeutisches Ziel fur Medikamente und sonstige MalRnahmen darstellt.
Antihypertensiva konnen die arterielle Steifigkeit durch eine Senkung des Blutdrucks
und der Wandspannung reduzieren. Ferner ist tierexperimentell kirzlich am Beispiel
einer pharmakologischen Hemmung der NO-Synthase gezeigt worden, dass eine
Beeinflussung der arteriellen Steifigkeit auch blutdruckunabhangig maoglich ist [49].

Die isolierte systolische Hypertonie ist — wie oben beschrieben — eine Erkrankung, die
sich durch eine pathologisch erhdhte Steifigkeit der arteriellen Gefal3e auszeichnet und
therapeutisch schwer zu beeinflussen ist. Ein Problem der medikamentdsen
Blutdrucksenkung ist, dass stets auch der diastolische Druck und damit auch die
Koronarperfusion reduziert wird. Eine post hoc Analyse der Daten der Systolic
Hypertension in the Elderly Program (SHEP) Studie zeigt, dass eine ausgepréagte
Senkung des diastolischen Drucks zu einer Verschlechterung der Prognose fuhrte [56].
Aktuell wird daher u.a. an der Entwicklung sogenannter ,Cross link breakers® gearbeitet,
die unmittelbar in die arterielle Wandtextur eingreifen und die arterielle Steifigkeit
reduzieren sollen. Unter den bereits erhaltlichen Medikamenten erscheinen diejenigen
fur die Behandlung der isolierten sytolischen Hypertonie von besonderem Interesse, die
bevorzugt auf die groBen arteriellen GefaRe wirken, wie z.B. die
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Nitroglycerinverbindungen. So konnte Glyceroltrinitrat tatsachlich die arterielle Steifigkeit
bei Patienten mit isolierter systolischer Hypertonie senken [57]. Bis heute haben
mehrere Studien die gute Wirksamkeit von Nitroverbindungen auf den systolischen
Blutdruck bei isolierter systolischer Hypertonie belegt [58-61]. Die vorliegende Arbeit
untersucht alternative, nicht-medikamentése Therapieoptionen zur Behandlung der

isolierten systolischen Hypertonie.

Da die endotheliale Dysfunktion reversibel ist und als erster fassbarer Schritt in der
Entstehung der Atheroklerose verstanden wird, ist die Endothelfunktion ein auf3erst
vielversprechender therapeutischer Ansatzpunkt. Eine Medline Recherche zeigt, dass
jedes Jahr mehrere hundert Arbeiten zu den Einflissen verschiedener therapeutischer
Interventionen auf die Endothelfunktion erscheinen. Die Verbesserung der
Endothelfunktion durch CSE-Hemmer ist besonders gut belegt [62, 63]. Eine
Statinbehandlung fuhrt bereits vor einer signifikant messbaren Reduktion des LDL-
Cholesterins zu einer Verbesserung der Endothelfunktion. Diese lipidunabhangige
Verbesserung der Endothelfunktion wurde schon nach einer Behandlungsdauer von
einem Tag beobachtet [64] und intensivierte sich mit zunehmender Therapiedauer [65].
Dieses Phanomen ist moglicherweise daflr verantwortlich, dass der kardiovaskulare
Benefit durch Statine den durch eine reine Cholesterinsenkung erwarteten Effekt in
grol3en Studien noch Ubersteigt [66]. Bei Hypertonikern fiihrt eine Blutdrucksenkung per
se nicht zu einer Verbesserung der Endothelfunktion. Modena et al. untersuchten 400
postmenopausale Frauen mit erstdiagnostizierter arterieller Hypertonie und einer
reduzierten endothelabhéngigen Vasodilatation (FMD < 10%) [67]. Die Patientinnen, bei
denen die FMD nicht wahrend einer antihypertensiven Behandlung von 6 Monaten tber
10% angehoben werden konnte, hatten ein erhdhtes Risiko kardiovaskularer Ereignisse
(5-Jahreszeitraum), auch wenn der Ziel-Blutdruck von < 140/90 mmHg erreicht wurde.

Das Ausmald der Blutdrucksenkung korrelierte nicht signifikant mit dem Ausmald der
Endothelfunktionsverbesserung. Es ist bekannt, dass unterschiedliche Antihypertensiva
die Endothelfunktion unterschiedlich beeinflussen kénnen. So konnte gezeigt werden,
dass sich unter Bluthochdruckbehandlung mit ACE-Hemmern die FMD verbessert,
wahrend sich unter Calciumantagonisten, B-Blockern und Diuretika keine Anderung
zeigte [68]. Unter Medikation mit Calciumantagonisten, -Blockern und Diuretika zeigte
sich weder ein Unterschied der FMD zwischen den einzelnen Antihypertensivagruppen,
noch zwischen behandelten und unbehandelten Hypertonikern, obwohl der Blutdruck
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unter den behandelten Hypertonikern signifikant niedriger war. Neben den ACE-
Hemmern konnte auch die Hormonersatztherapie postmenopausaler Frauen eine
Verbesserung der Endothelfunktion erzielen [69]. Trotz des nachgewiesenen Benefits
der Hormontherapie auf die Endothelfunktion konnte in klinischen Studien bisher kein
kardiovaskularer Prognosebenefit beobachtet werden [70, 71]. Neben einer
medikamentosen Einflussnahme auf das Endothel lasst sich die Endothelfunktion auch
durch sportliche Aktivitat in Form eines regelméaRig durchgefiihrten aeroben
Ausdauertrainings verbessern [72]. Bisher liegen jedoch nur unzureichende Daten Uber
die Auswirkungen sportlicher Aktivitat auf Endothelfunktion, arterielle Steifigkeit und

Blutdruck in hoherem Alter vor.

1.5. Fragestellung und Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit setzt sich mit der Regulation des Vasotonus auseinander und
verfolgt mehrere Ziele. Der erste Teil der Arbeit widmet sich der ldentifizierung und
physiologisch-pharmakologischen Charakterisierung neuer humoraler, vasoaktiver
Substanzen  sowie der Suche nach neuen differentiell  exprimierten
blutdruckregulierenden Genen. Im zweiten Teil der Arbeit wird anhand von klinischen
Studien untersucht, wie sich die arterielle Gefa3funktion messen und therapeutisch
beeinflussen lasst. So werden die Auswirkungen von Nierentransplantation, einer
medikamentdsen Intervention und regelmaRiger sportlicher Aktivitdit auf die
Endothelfunktion, die arterielle Compliance und — daraus resultierend — auf den
Blutdruck untersucht. Ein Schwerpunkt dieses Teils der Arbeit liegt auf der Entwicklung
alternativer Therapieoptionen fur die isolierte systolische Hypertonie, die sich durch eine

alleinige medikamenttse Therapie oft nur unzureichend behandeln lasst.

Im Einzelnen werden folgende Ziele verfolgt:

a) Tierexperimentelle Daten deuten darauf hin, dass fir die Entstehung der
essentiellen Hypertonie noch unentdeckte vasoregulatorische Systeme eine zentrale
Rolle spielen. Ziel des ersten Teils der Arbeit ist es, derartige Substanzen zu
identifizieren und zu charakterisieren. Zu diesem Zweck erfolgt eine
chromatographische Isolierung einzelner Substanzen aus menschlichen Organen, die

nachfolgend auf Vasoaktivitat untersucht und physiologisch-pharmakologisch an der
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isolierten perfundierten Rattenniere und am isolierten perfundierten Rattenherzen

charakterisiert werden.

b) Ziel dieses Teils der Arbeit ist die Identifizierung differentiell exprimierter
blutdruckregulierender Gene mit Hilfe der Microarray-Technologie. Es wird ein
physiogenomisches Modell entwickelt, in dem durch Herbeiflihren einer Hypotension im
Rattenmodell eine blutdrucksteigernde Gegenregulation hervorgerufen wird. Die fur die
Blutdrucksteigerung verantwortlichen, differentiell exprimierten Gene werden in der
Niere auf Transkriptomebene microaarraygestitzt genomweit detektiert. Im Anschluf3
erfolgt eine Untersuchung der physiologischen Bedeutung der identifizierten Gene
mittels Small-Vessel-Myographie. Die essentielle Hypertonie ist eine multifaktoriell
bedingte Stérung der Blutdruckregulation, die auf Umweltfaktoren und eine Vielzahl
blutdruckrelevanter Gene zurlckzufihren ist. Bisher konnten nur wenige solcher
Kandidatengene mit lediglich geringem Einflul auf den Blutdruck identifiziert werden.
Das beschriebene Modell soll es erméglichen, weitere Kandidatengene der arteriellen

Hypertonie zu identifizieren.

c) Seit die endotheliale Dysfunktion als Initialstadium der Atherosklerose und als
unabhangiger kardiovaskularer Risikofaktor verstanden wird, wurden viele Versuche
unternommen, die Endothelfunktion in der klinischen Routine nicht-invasiv messbar zu
machen. Die aktuell als Goldstandard geltende Messung der FMD nach
Unterarmkompression ist zeitlich aufwendig, bedarf mehrerer kostenintensiver Geréte
und liefert nur bei lang erfahrenen und geschulten Untersuchern reliable Ergebnisse. In
diesem Teil der Arbeit wird daher untersucht, ob ein automatisiertes,
computergestutztes  Pulswellenanalyseverfahren  ohne  medikamentdse  oder

mechanische Stimulation in der Lage ist, die Endothelfunktion zu messen.

d) In den weiteren Teilen der Arbeit werden die Effekte verschiedener Interventionen
auf die Gefal¥funktion untersucht. Kardiovaskulare Ereignisse stellen die fuhrende
Todesursache bei terminaler Niereninsuffizienz dar. Eine Nierentransplantation fihrt
gegenuber der Dialysetherapie zu einer Prognoseverbesserung. Es wird daher
untersucht, ob die Transplantation zu messbaren Verédnderungen der arteriellen

Compliance fuhrt.
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e) Der neu entwickelte Immunmodulator FTY720 (Fingolimod) wurde kirzlich in Phase
[l Studien bei de novo Nierentransplantierten untersucht [73]. Unsere Arbeitsgruppe
konnte in vitro zeigen, dass FTY720 S1P3s-Rezeptor-vermittelt iber Akt/eNOS/NO eine
endothelabhangige Vasodilatation verursacht [74]. In diesem Teil der Arbeit wird bei
Patienten aus der Phase Il Studie untersucht, ob FTY720 auch in vivo die

Endothelfunktion beeinflusst.

f) Die auf dem Boden einer fortgeschrittenen Atherosklerose entstehende isolierte
systolische Hypertonie ist auf dem Hintergrund der erhdhten arteriellen Steifigkeit
medikamentés oft kaum zu beherrschen. Die vorliegende Arbeit untersucht, ob
regelmanige sportliche Aktivitat hier eine sinnvolle Therapiealternative darstellt. Es wird
ein  Trainingsmodell fir den alten Menschen entwickelt, die resultierenden
Blutdruckveranderungen werden quantifiziert, und die zugrunde liegenden vaskularen
Mechanismen werden identifiziert. In Folgearbeiten wird untersucht, ob eine
Betablockermedikation einen etwaigen bewegungsinduzierten kardiovaskuldren Benefit
reduziert. Abschlieend wird untersucht, ob bei Patienten mit Arthose- oder pAVK-
bedingter Gehbehinderung auch ein Ausdauertraining der oberen Extremitéat zu einem

messbaren kardiovaskularen Benefit fuhrt.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1. Detektion neuer vasoregulatorischer Systeme

2.1.1. Identifikation und pharmakologische Charakterisierung neuer humoraler
vasoaktiver Substanzen
Auf der Suche nach neuen humoralen vasoaktiven Substanzen wurden von uns
verschiedene menschliche Gewebe lysiert und die beinhalteten Substanzen
chromatographisch aufgereinigt. Nach Applikation auf verschiedene
Anionenaustauscherséaulen erhielt man Fraktionen, von denen alle diejenigen, die eine
signifikante UV-Absorption aufwiesen, mit einer Reversed Phase Column (Supersher
RP-18 encapped) weiter fraktioniert wurden. Die einzelnen Fraktionen wurden
nachfolgend an der isolierten perfundierten Rattenniere auf Vasoaktivitat untersucht.
Fand sich eine vasoaktive Fraktion, so wurde sie mittels Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization (MALDI), Post Source Decay-MALDI und enzymatischen
Aufreinigungsverfahren identifiziert. Auf diesem Wege gelang es der Arbeitsgruppe um
Professor Zidek 1994, aus menschlichen Thrombozyten Diadenosinpolyphosphate
(AprA) zu isolieren und als potente Vasokonstriktoren zu beschreiben [75]. Nun
identifizierten wir Adenosinguanosin- und Diguanosinpolyphosphate in menschlichen

Thrombozyten [76]. Folgende Substanzen wurden zuletzt identifiziert:

Adenosin(5’)tetraphospho-(5’)guanosin (Ap4G)
Adenosin(5’)pentaphospho-(5’)guanosin (ApsG)
Adenosin(5’)hexaphospho-(5’)guanosin (ApesG)
Guanosin(5’)tetraphospho-(5’)guanosin (Gp4G)

Guanosin(5’)pentaphospho-(5’)guanosin (GpsG)
Guanosin(5’)hexaphospho-(5’)guanosin (GpsG)

Verglichen mit der intrathrombozytaren ATP-Konzentration belief sich die Konzentration
der einzelnen gefundenen Ap,G und Gp,G auf 1/500 bis 1/200. Nach Zugabe von
Thrombin zu einer Thrombozytensuspension konnte nachgewiesen werden dass bei der
Thrombozytenaggregation mindesten 60% der Dinukleosidpolyphosphate ins Plasma
gelangen [76]. Der Nachweis in Thrombozyten stellt den ersten Nachweis dieser
Substanzen im Menschen dar.
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Anhand von Experimenten an der isolierten perfundierten Rattenniere zeigte ich, dass
ApnG potente Vasokonstriktoren sind [77]. Die Gp,G zeigten keine signifikante
vasoaktive Potenz. Um die Rolle von Adenosin, Guanosin und der Phosphatkettenlange
fur die Affinitat der Dinukleosidpolyphosphate zum P,x-Rezeptor beschreiben zu
kénnen, wurden in Antagonisierungs- und Desensitisierungsexperimenten die
vasoaktiven Eigenschaften von Ap,A, Ap,G und Gp,G miteinander verglichen [77].
Durch Antagonisierung mit Suramin und Pyridoxalphosphat-6-azophenyl-2; 4-
Disulfonsaure (PPADS) liel3 sich nachweisen, dass die Vasokonstriktion der Ap,A und
Ap,G Uber einen Py-Rezeptor vermittelt wird, der zur Gruppe der sogenannten
spurinergen Rezeptoren® gehdrt. Die Vasokonstriktion von ApsA und a,B-methylene ATP
lie3 sich nicht durch den selektiven Paxi-Rezeptorantagonisten NF023 hemmen,
wohingegen ApsA, ApsG, ApsA, ApsG und ApeG partiell inhibiert wurden. Eine
Blockierung der NO-Synthase mittels Nw-nitro-L-Arginin-Methylester (L-NAME) fihrte zu
keiner Anderung der vasokonstriktiven Antworten der Ap,A und Ap,G. In
Zusammenschau dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass der P,x-Rezeptor nur
dann durch ein Dinukleosidpolyphosphat aktiviert wird, wenn zumindest ein Adenosin im
Molekul vorliegt. Jedes ApnG ist schwacher aktiv als das zugehdrige ApnA, so dass die
Affinitdt zum Rezeptor mit der Anzahl der vorhandenen Adenosinmolekile zunimmt. Die
XpnX mit funf Phosphatgruppen rufen die starksten Vasokontriktionen hervor, die Xp,X
mit vier Phosphatgruppen die schwachsten. Die Lange der Phosphatkette ist daher von
entscheidender Bedeutung fur die Rezeptoraffinitat. Ergénzende
Dauerperfusionsexerimente mit o,f-methylene ATP und NF023 zeigten, dass die neu
entdeckten Dinukleosidpolyphosphate den vaskularen P.xi-Rezeptor und einen erst
kiurzlich identifizierten P.x-Rezeptorsubtypen aktivieren [77, 78]. Zusammenfassend
gelang mit der Identifizierung und Charakterisierung der Dineukleosidpolyphosphate die
Erstbeschreibung einer Gruppe von humanen vasoaktiven Substanzen, die Uber die
Variation der Anzahl von Adenosin- und Phosphatgruppen eine Feinregulation der
lokalen Perfusion eines Gefalles ermoglichen [77]. Ob diese Substanzen eine Rolle in
der Pathogenese der arteriellen Hypertonie spielen, ist derzeit noch nicht abschliel3end

geklart.

In einer weiteren Versuchsreihe suchten wir in humanem Myokardgewebe nach neuen

vasoaktiven Faktoren. Dass das Herz endokrine Eigenschaften hat, ist bereits in der

Vergangenheit gut belegt worden. Unter den bisher identifizierten myokardialen
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hormonellen Faktoren sind das atriale natriuretische Peptid (ANP) [79] und das
Angiotensin 1l [80] von besonderer Bedeutung. Die ventrikularen Myozyten besitzen
spezifische Granula, bei deren Sekretion auto- und parakrin wirksame Substanzen
freigesetzt werden [81, 82]. Im Herzen sind verschiedene purinerge Rezeptoren (P;-
und P2-Rezeptoren) beschrieben worden, die u. a. an der Regulation der
Koronarperfusion beteiligt sein sollen [83, 84]. Uber viele Jahre war das ATP jedoch das
einzige bekannte myokardiale Nukleotid, bis kurzlich Diadenosinpolyphosphate
nachgewiesen wurden [85]. Ich untersuchte daher menschliches Myokard auf das
Vorhandensein weiterer Nukleotide [86]: Nach Homogenisierung des Materials wurden
mehrere chromatographische Aufreinigungsschritte  durchgefuhrt. Die bis zur
Homogenitat aufgereinigten Fraktionen wurden mittels MALDI, Post Source Decay-
MALDI und enzymatischen Aufreinigungsverfahren analysiert. Mit dieser Strategie liel3
sich Adenosin 5’-tetraphosphat (Aps) nachweisen. Diese Substanz unterscheidet sich
lediglich durch eine zuséatzliche Phosphatgruppe vom ATP. Wir wiesen Aps auch in
myokardialen spezifischen Granula (Isolation nach De Bold und Bencosme [87]) nach
[86]. Eine mdgliche auto- und parakrine Wirksamkeit auf die Koronarperfusion wurde am
isolierten, perfundierten Rattenherzen untersucht. Ap, induzierte hier eine
dosisabhangige Vasodilatation. Die Vasodilatationen konnten sowohl durch Applikation
des selektiven P,y;-Rezeptorantagonisten MRS 2179 als auch des NO-Synthase
Hemmers L-NAME unterdrtickt werden. Nach Entfernung des Endothels durch Triton X-
100 verursachte Ap, dosisabhangige Vasokonstriktionen. Sowohl eine Hemmung des
P.x-Rezeptors durch PPADS als auch eine Desensitisierung des P,x-Rezeptors durch
o,p-methylene ATP unterdriickte die Vasokonstriktion vollstandig. Die Vasodilatation
von Ap,; im Bereich der Koronarien ist somit von einem endothelstandigen Py;i-
Rezeptor vermittelt, die Vasokonstriktion wird Uber einen P,x-Rezeptor auf den glatten
Gefallmuskelzellen induziert.

Meine Experimente wiesen erstmalig Aps im menschlichem Myokard nach [86]. Wie
auch das ATP besitzen die meisten Nukleotide intra- und extrazellulare Funktionen. Der
Nachweis in sekretorischen Granula legt nahe, dass Ap, auch extrazellulare Funktionen
besitzt. In Zusammenschau mit der beschriebenen vasoaktiven Potenz erscheint es
wahrscheinlich, dass Ap, als auto- und parakriner Botenstoff an der Regulation der
lokalen Koronarperfusion mitwirkt. Verglichen mit ATP ist die Konzentration von Aps im
Myokard zwar etwa zehnfach geringer, die Halbwertszeit ist jedoch um ein Vielfaches

hoher als die des ATP. Die pharmakologische Charakterisierung der Wirkung von Ap4
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zeigt interessanterweise, dass die vasorelaxierende Wirkung des Ap, von einem
intakten Endothel abhangt. Kommt es — wie bei einem atherosklerotisch geschadigten
Gefal3 — zu einer Schadigung des Endothels, so wirkt Aps vasokonstriktiv und kann
somit die Koronarperfusion reduzieren. Dies unterstreicht abermals die zentrale Rolle,
die das Endothel fiir eine physiologische Regulation des Vasotonus und — im Falle einer

Schadigung — die Pathogenese der Atherosklerose spielt.

In den beschriebenen Arbeiten ist es somit gelungen, mit den Ap,G und dem Ap,4 neue
endogene vasoaktive Substanzen zu isolieren und pharmakologisch zu

charakterisieren.

Eigene Referenzen:
Westhoff TH. Pharmakologische Charakterisierung der vasoaktiven Eigenschaften von
Adenosin(5’)oligophospho-(5’)guanosinen und Guanosin(5’)oligophospho-

(5’)guanosinen. Dissertation, Ruhr-Universitat Bochum 2000.

Van der Giet M., Westhoff T.H., Cinkilic O., Jankowski J., Schluter H., Zidek W. ,Tepel
M. The critical role of adenosine and guanosine in the affinity of dinucleoside
polyphosphates to P(2X)-receptors in the isolated perfused rat kidney. Br J Pharmacol
2001; 132:467-474.

Westhoff T.H., Jankowski J., Schmidt S., Luo J., Giebing G., Schluter H., et al.

Identification and characterization of adenosine 5'-tetraphosphate in human myocardial
tissue. J Biol Chem 2003; 278:17735-17740.
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2.1.2. Entwicklung eines physiogenomischen Modells zur Detektion neuer
vasoregulatorischer Systeme

Auf der Suche nach neuen vasoregulatorischen Systemen bietet sich neben der
chromatographischen Isolierung humoraler Substanzen ein genetischer Ansatz an. Die
in den letzten Jahren entwickelte Microarray-Technologie er6ffnet die Moéglichkeit, eine
differentielle Genexpression genomweit zu untersuchen. Die auf einen beliebigen
Stimulus erfolgende Anderung der Genexpression in einem Organismus lasst sich so
darstellen. In der Diabetesforschung wurde auf diese Art kirzlich das resistin-Gen
entdeckt, nachdem im Mausmodell eine Hypoglykdmie induziert wurde [88]. Die
Hypoglykdmie induzierte als physiologische Gegenregulation eine vermehrte
Expression von Genen mit blutzuckersteigerndem Genprodukt. Unter den mittels
Microarray detektierten blutzuckersteigernden Genen fand sich ein bisher unbekanntes
Gen, das mittlerweile als resistin-Gen bezeichnet wird. Ziel der vorliegenden Arbeit war
es, ein solches physiogenomisches Modell zur Detektion differentiell exprimierter Gene
in der Blutdruckregulation zu etablieren [89].

Die molekularbiologischen Anteile der folgenden Arbeit fihrte ich am Max-Planck-
Institut fir Molekulare Genetik in der Arbeitsgruppe von Frau Dr. Silke Sperling durch.
Durch eine Blutentnahme wurde bei Wistar Kyoto Ratten eine hypovolamische
Hypotension erzeugt. Der systolische arterielle Druck lag unmittelbar nach Punktion bei
knapp 70% seines Ausgangswertes und stieg durch die zu untersuchenden
Gegenregulationsmechanismen innerhalb der nachsten sechs Stunden wieder auf 87%
seines Ausgangswertes an. Die Ratten in der Kontrollgruppe wurden ebenfalls punktiert,
es wurde jedoch kein Blut entnommen. Nach sechs Stunden wurden die Nieren und die
thorakale Aorta der Tiere entnommen und schockgefroren. Aus dem
Nierenparenchymgewebe wurde RNA zur Microarray-Analyse gewonnen. Es erfolgte
eine Verifikation der Ergebnisse mittels real-time PCR. Es zeigten sich signifikante
Expressionssteigerungen von sechs funktionell bekannten Genen (Igfbpl, Xdh, Sultlal,
Mawbp, Por, Gstml) und zwei sogenannten ,expressed sequence tags (ESTs)"
(BI277460, Al411345). Vier dieser Gene (Igfbpl, Xdh, Por, Gstml) spielen eine
bekannte Rolle im kardiovaskularen System. Insulin-like growth factor (IGF-I) ist ein
Regulatorprotein in der Embryonalentwicklung. Ferner wurden in den letzten Jahren
zunehmend vaskulare endo-, para- und autokrine Effekte beschrieben. Unter anderem
beeinflusst IGF-I die NO-Produktion der Endothelzellen. Das IGF-I-Binding Protein 1

wird von Igfbpl kodiert und steht in einer regulatorischen Schlisselposition zwischen
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IGF-1 und dem IGF-I-Rezeptor. Xdh kodiert fir die Xanthinoxidoreduktase, dass die
Oxidation von Hypoxanthin zu Xanthin im Purinstoffwechsel katalysiert. Die
Xanthinoxidase generiert H,O, und O, und findet sich u.a. in hoher Dichte auf der
luminalen Oberflache des Endothels [90]. Por kodiert fir die NADPH-Cytochrom P-450
Oxidoreduktase, einem Teil des membrangebundenen P-450 Multienzymsystems.
Dieses Enzym hat sogar mehrere Funktionen im kardiovaskularen System: Zum einen
generiert es Arachidonsauremetabolite, die vasoaktiv sind und die Nierenfunktion tUber
eine Depolarisation der glatten GefaBmuskelzellen und eine Modulation der
Natriumreabsorption modifizieren [91]. Zum zweiten produziert auch dieses Enzym ROS
(H202 und O3, Hydroxylradikale) [92, 93]. Glutathion S-Transferase ist das Genprodukt
von Gstml und schitzt verschiedene Zellen, u.a. Endothelzellen, vor oxidativem Stress
[94].

Mit den Genprodukten von Xdh, Por, und Gstml sind somit drei der gefundenen Gene
in den Metabolismus von Sauerstoffradikalen involviert. Ferner zeigt eines der beiden
ESTs, das AI411345, interessanterweise eine 99%ige Ubereinstimmung mit der
Sequenz der Prolinoxidase, einem Enzym, das ebenfalls ROS produzieren kann [95].
Da O, mit NO zu Peroxynitrit reagiert und damit die dilatative Potenz des Endothels
abnimmt, untersuchte ich daraufhin die thorakale Aorta der normo- und hypotensiven
Ratten am Small-Vessel Myographen auf ihre endotheliale Funktion [89]. Wé&hrend sich
die Phenylephrin-induzierten Kontraktionen beider Tiergruppen nicht signifikant
unterschieden, zeigte sich fur die hypotensiven Tiere eine deutlich geringere maximale
NO-abhangige Dilatationsfahigkeit auf Acetylcholin. Die NO-unabhangige dilatative
Potenz auf den direkten Vasodilatator Natriumnitroprussid war in beiden Gruppen
identisch. Die  Dilatationsfahigkeit des  Endothels wurde durch  den
Sauerstoffradikalfanger Tiron weitgehend wiederhergestelit.

Bisher wurde angenommen, dass eine reduzierte NO-Verfugbarkeit durch
Sauerstoffradikale lediglich Ausdruck pathologischer Zustande ist, wie z.B.
Hypercholesterindmie, Diabetes mellitus oder Nikotinabusus. Unsere Versuche zeigen,
dass die sauerstoffradikalvermittelte Kontrolle der endothelialen NO-Verfligbarkeit zur

phyiologischen Regulation des Gefaldtonus beitragen kann.

Die beschriebene Arbeit zeigt, dass das entwickelte physiogenomische Modell in der
Lage ist, differentiell exprimierte, blutdruckregulierende Gene zu detektieren. Somit ist
es fur die Identifikation von Kandidatengenen der essentiellen Hypertonie von Interesse.
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Bisher konnten nur wenige solcher Kandidatengene mit lediglich geringem Einflu3 auf
den Blutdruck identifiziert werden (Renin-Angiotensin-System, Endothelinsystem und
sympathisches Nervensystem). Mit der rasanten Entwicklung der Molekularbiologie war
in der Hypertonieforschung die Hoffnung auf rasche und umfassendene Einsichten in
die Genetik der essentiellen Hypertonie verbunden. Die Erfullung dieser Hoffnung ist die
Molekularbiologie der Hypertensiologie jedoch weitgehend schuldig geblieben. Bis
heute war jedoch das Augenmerk der Molekularbiologen v. a. auf die Suche nach
Polymorphismen in Kandidatengenen der Hypertonie gerichtet. Méglicherweise spielen
jedoch in der Pathogenese der Hypertonie weniger ,statische“ genetische Variationen,
als vielmehr ,dynamische” genetische Faktoren wie eine pathologische Steigerung oder
Reduktion der Expression differentiell exprimierter vasoregulatorischer Gene eine Rolle.
An dieser Stelle hebt sich das vorgestellte Modell von der bisherigen

hypertensiologischen Genetik ab und bietet neue explorative Mdglichkeiten.

Eigene Referenzen:

Westhoff T.H., Scheid S., Tolle M., Kaynak B., Schmidt S., Zidek W., et al. A
physiogenomic approach to study the regulation of blood pressure. Physiol Genomics
2005;23:46-53.
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2.2. Untersuchungen zur klinischen Messbarkeit von GefaRReigenschaften

Die endotheliale Dysfunktion stellt den Initialschritt in der Pathogenese der
Atherosklerose dar, ist jedoch noch reversibel [50]. Eine Vielzahl von Studien haben die
zentrale Rolle der endothelialen Dysfunktion als unabhangigen kardiovaskularen
Risikofaktor beschrieben [51, 52]. Die Endothelfunktion ist daher sowohl fiir die klinische
Einschatzung des kardiovaskularen Risikos eines Patienten als auch als
therapeutischer Ansatzpunkt hochinteressant. Daher verwundert es nicht, dass — wie
oben beschrieben - jahrlich mehrere hundert Arbeiten zur therapeutischen
Beeinflussbarkeit der Endothelfunktion erscheinen. Soll jedoch die Bestimmung der
endothelabhangigen Vasodilatation eines Tages tatsachlich Einzug in die Klinische
Routine erhalten soll, so bedarf dies eines einfach durchzufiihrenden, mit mdglichst
geringem zeitlichen, raumlichen und finanziellen Aufwand verbundenem, weitgehend
untersucherunabhangigem, nicht-invasivem  Messverfahren. Derzeit gilt die
sonographisch gestiutzte Untersuchung der FMD nach Unterarmkompression als
Goldstandard der nicht-invasiven Endothelfunktionsmessung. Von einigen Autoren wird
ferner die Applikation eines B,-Mimetikums als Stimulus fir eine vermehrte endotheliale
NO-Produktion akzeptiert. Es existiert jedoch aktuell kein Messverfahren, das die oben

genannten Anforderungen erfillt.

Die Arbeitsgruppe um J. N. Cohn postulierte kirzlich, dass die Pulswellenanalyse hier
eine Alternative darstellen kénne [96]. Mittels einer recht einfach durchfiihrbaren
Tonometrie der A. radialis sei eine Aussage Uber die Endothelfunktion moglich. Die
genannte Untersuchung wird mit dem CR-2000 Gerat (Hypertension Diagnostics,
Eagan, Minnesota, USA) durchgefuhrt. Die Bestimmung ist tatsachlich rasch
durchfihrbar und weitgehend untersucherunabhangig. Wie in der Einleitung
beschrieben basiert das Gerat auf einem modifizierten Windkesselmodell. Anhand der
Steilheit der Abnahme des diastolischen Drucks (diastolic decay) sei eine
Unterscheidung der Compliance groRer und kleiner arterieller GefaRe (Ci; und C))
moglich [12]. Der C,-Wert ist nach Ansicht der Autoren ein Mal3 fiir die Endothelfunktion
[96]. LieRRe sich diese These belegen, so ware erstmalig ein Verfahren zur Messung der
Endothelfunktion verfiigbar, dass ohne einen spezifischen endothelialen Stimulus
,Statisch® eine endotheliale Dysfunktion identifizieren konnte. Ich fuhrte eine
Untersuchung durch, in der die Messung von C, den etablierten, nicht-invasiven
Messverfahren der Endothelfunktion gegentibergestellt wird.
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Es wurden 136 Probanden (65 Manner, 71 Frauen) in die Studie eingeschlossen. Um
ein Kollektiv zu untersuchen, dass zu einem relevanten Anteil tatséchlich eine
endotheliale Dysfunktion zeigt, wurden mehrheitlich Patienten mit anamestisch
bestehendem Hypertonus eingeschlossen. An etablierten Verfahren zur Messung der
endothelabhangigen Vasodilatation nutzte ich zum einen die sonographische Messung
der FMD nach Unterarmkompression. Das Vorgehen entsprach einem etablierten
Standardprotokoll [97]. Zum anderen maR ich die Anderung des Reflektions-Index (ARI)
nach Applikation von Salbutamol. Auch diese Messung wurde nach einem
Standardprotokoll durchgefuhrt [98]. Der RI wurde photopletysmographisch am Finger
gemessen (Pulse Trace, MicroMedical) und entspricht dem Verhaltnis der Amplituden
des diastolischen zum systolischen Peak der Pulswelle. Der diastolische Peak der
Pulswelle kommt durch Reflexion der systolisch emitierten Pulswelle in der Peripherie
zustande. lhre Amplitude ist malRgeblich vom Vasotonus der kleinen, peripheren
Arterien abhangig. Die Compliance der grof3en und kleinen GefalRe (C; und Cy) wurde
applanationstonometrisch an der A. radialis mit dem CR-2000 Gerat bestimmit.

In der Regressionsanalyse zeigte sich, dass FMD weder mit C, noch mit C; korrellierte.
Auch zwischen ARI und C, lag keine signifikante Korrelation vor. Analysierte man
normotensive und hypertensive Probanden separat, ergab sich ebenfalls keine
signifikante Korrelation [99].

Die beschriebenen Daten zeigen, dass C, kein MaR} fur die endothelabhdngige
Vasodilatation darstellt. In der Literatur sind — wie auch fur die endotheliale Dysfunktion
— erniedrigte C,-Werte fur Raucher, Diabetiker und Hypertoniker beschrieben [100-104].
Maoglicherweise veranlasste dies die Gruppe um J. Cohn die Vermutung zu aul3ern, der
Co-Wert sei ein Mal3 fur die Endothelfunktion. Auch in unserer Studie haben die
Hypertoniker im Mittel einen niedrigeren C,-Wert als die Normotoniker. Die Compliance
arterieller GefaRe — unabhéngig, ob grol3e kapazitative oder kleine oszillatorische —
setzt sich jedoch aus funktionellen und strukturellen Aspekten zusammen, u.a. dem
Ausmal’ der atherosklerotisch-degenerativen Veranderungen, der Wandspannung und
der Endothelfunktion. Die Endothelfunktion hat somit sicherlich einen Einfluss auf C, ist
jedoch als alleiniges Malf3 fir C, unzureichend.

Die Pulswellenanalyse ist ein rasch durchfihrbares, unkompliziertes, automatisiertes
Verfahren, das weitgehend untersucherabhéngig ist. Die beschriebenen Daten legen
jedoch nahe, dass eine statische Pulswellenanalyse nicht in der Lage ist, die
Endothelfunktion zu messen. Die ,Endothelfunktion beschreibt die Fahigkeit eines
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Gefalles, sich durch die endotheliale NO-Produktion angeregt, zu dilatieren. Ein
statisches Messverfahren kann dies nicht reflektieren. Auch zukunftig wird zur Messung
der Endothelfunktion daher ein Stimulus, wie z. B. eine reaktive Hyperamie, notwendig
sein. Es ist jedoch durchaus denkbar, dass auch die Pulswellenanalyse zur Messung
der endothelabhangigen Vasodilatation genutzt werden kann, so sie denn als
~-dynamische“ Messung durchgefuhrt wird (Messung der arteriellen Compliance vor und
nach einem definierten Simulus). Dieser Ansatz sollte in zuktinftigen Studien untersucht

werden.

Eigene Referenzen:

Westhoff T.H., Schmidt S., Vallbracht-Israng K., Yildirim H., Franke N., Dimeo F., et al.
Small artery elasticity assessed by pulse wave analysis is nho measure of endothelial
dysfunction. J Hypertens 2007; 25:571-576.
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2.3. Therapeutische Beeinflussbarkeit endothelialer und mechanischer Gefal-
eigenschaften

Strukturelle und funktionelle Gefalleigenschaften haben einen hohen pradiktiven Wert
fur die kardiovaskuléare Morbiditat und Mortalitat. Wie oben dargestellt, besteht daher ein
grol3es Interesse an der therapeutischen Beeinflussbarkeit dieser Parameter. So wurde
beispielsweise der Einfluss von CSE-Hemmern, Antihypertensiva und Hormontherapie
auf die Endothelfunktion untersucht (s. Punkt 1.4). Im folgenden Teil der vorliegenden
Arbeit wird die therapeutische Beeinflussbarkeit der funktionellen und mechanischen
Gefalleigenschaften durch weitere therapeutische Mallnahmen untersucht. Als
Zielgruppe wurden Patienten mit besonders ausgepragter Gefal3schadigung und somit
besonders hohem Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse ausgewahlt: Patienten mit

terminaler Niereninsuffizienz und &altere Patienten mit Bluthochdruck.

2.3.1. Beeinflussbarkeit der arteriellen Funktion durch Nierentransplantation
Mechanische und funktionelle Gefalieigenschaften spielen bei Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz eine besondere Rolle. Dialysepatienten zeigen eine besonders rasch
progrediente Atherosklerose, die auch durch die bei diesen Patienten gehauft
vorliegenden klassischen Risikofaktoren wie Bluthochdruck, Diabetes und
Hyperlipoproteindmie nur unzureichend zu erklaren sind [105, 106]. Die arterielle
Compliance der groRen und kleinen Gefalle nimmt mit zunehmender Dauer der
terminalen Niereninsuffizienz kontinuierlich ab [39, 107, 108]. Kardiovaskulare
Ereignisse sind die Haupttodesursache dieser Patienten. Die arterielle Steifigkeit ist bei
terminaler Niereninsuffizienz ein starker und unabhangiger Pradiktor fir das Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse [39]. Patienten nach Nierentransplantation zeigen
gegenuber altersentsprechenden Dialysepatienten auf den Transplantationswartelisten
einen deutlichen Uberlebensvorteil [109]. Da kardiovaskulare Ereignisse die
Haupttodesursache bei terminaler Niereninsuffizienz darstellen, stellt sich die Frage, ob
die Nierentransplantation das vaskulare Risiko senkt. Die folgende Arbeit untersucht
daher die Entwicklung der arteriellen Compliance grof3er und kleiner Gefal3e nach
Nierentransplantation.

Es wurden 36 Patienten untersucht, die innerhalb von acht Monaten in unserem
Zentrum de novo nierentranplantiert wurden. Vor der Transplantation (Tag 0) und zu
sechs definierten Zeitpunkt nach der Transplantation wurde eine Pulswellenanalyse der
A. radialis zur Bestimmung der Compliance grof3er (C;) und kleiner (C,) arterieller
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Gefalle mit dem CR-2000 Gerat (Hypertension Diagnostics, Eagan, Minnesota, USA)
durchgefuihrt. Um eine gute Vergleichbarkeit der Werte zwischen den Patienten zu
gewahrleisten, wurden Patienten mit bilateraler Fistel oder Peritonealdialyse
ausgeschlossen. Das immunsuppressive Initialregime bestand bei allen Patienten aus
Cyclosporin A (CsA), Mycophenolatmofetil und Prednisolon. Die Nierentransplantation
war bei allen 36 Patienten erfolgreich.

Die arterielle Elastizitat lag bei unserem Studienkollektiv wie erwartet unter den fur
gesunde Menschen bekannten Werten. Die Compliance der groRen und kleinen
Arterien nahm innerhalb der ersten vier Wochen gegeniber dem Ausgangswert vor
Transplantation zu. Die Verbesserung lag bei 22% fur die grol3en und 47% bei den
kleinen Arterien [110]. Das Maximum wurde nach drei Wochen erreicht. Jenseits des
ersten Monats nach der Transplantation nahm die Compliance jedoch wieder ab und lag
nach drei Monaten wieder bei ihrem Ausgangswert. Die Verbesserung der arteriellen
Compliance hatte somit lediglich temporaren Charakter [110].

Die Grunde fur diesen Verlauf bleiben spekulativ. Es ist bekannt, dass Uramietoxine die
arterielle Steifigkeit sowohl Uber funktionelle als auch strukturelle Faktoren steigern
kénnen [111-114]. Uramie-assoziierter oxidativer Stress fihrt zu einer Reduktion der
endothelabhdngigen Vasodilatation mit einem konsekutiv erhdohten Vasotonus [111,
114]. Die strukturellen GefaRschéaden terminal niereninsuffizienter Patienten gehen auf
diverse Faktoren zurlick, von denen zwei Mechanismen kurz genannt sein sollen:
Phosphat und andere Uradmietoxine spielen bei der Transformation glatter
GefalRmuskelzellen in osteoblastenahnliche Zellen (,osteoblast-like cells) eine wichtige
Rolle, die an der progredienten Verkalkung der Gefalimedia beteiligt sind [113, 115,
116]. Ferner ist die Calcium-bindende und antiatherosklerotisch wirkende Substanz
Fetuin-A im Blut von Dialysepatienten deutlich reduziert [117]. W&hrend diese
strukturellen Gefallveranderungen mit groRer Wahrscheinlichkeit in den ersten Wochen
nach Transplantation weitgehend unbeeinflusst bleiben, kénnen sich die funktionellen
Aspekte rasch andern. So nimmt die Konzentration an Uramietoxinen mit zunehmender
Entgiftungsfunktion des Transplantates ab. Dies kann die transiente Verbesserung der
arteriellen Compliance erklaren. Wie aber kommt es zu der nachfolgenden erneuten
Verschlechterung? Ein mdglicher Erklarungsansatz liegt in den Nebenwirkungen der
Immunsuppressiva. Insbesondere die Calcineurininhibitoren haben multiple Effekte auf
die GefalRfunktion. CsA ist ein potenter Vasokonstriktor. Es reduziert die
endothelabhéngige Vasodilatation Uber eine verminderte Produktion von Prostaglandin
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E2 und NO und eine erhdhte Freisetzung von Endothelin und Thromboxan [118-120].
CsA fuhrt ferner zu einer erhohten Freisetzung von Sauerstoffradikalen [121] und
steigert den Sympathikotonus [122]. Die genannten Mechanismen sind fur die akute
Nephrotoxizitdt von CsA nach Nierentransplantation verantwortlich. Langfristig kommt
es zu einer obliterativen Arteriolopathie (chronische CsA-Nephrotoxizitat).
Moglicherweise sind diese Nebenwirkungen fiur die erneute Verschlechterung der
arteriellen Compliance verantwortlich. Leider existieren bis heute keine Daten Uber die
Entwicklung der arteriellen Compliance nach Nierentransplantation bei Patienten mit
calcineurininhibitorfreien immunsuppressiven Regimen. Mit Blick auf das reduzierte
kardiovaskulare Risiko nach Nierentransplantation sind die Befunde unserer Studie
Uberraschend. Es bedarf daher weiterer, langfristig angelegter longitudinaler Studien zur
Beurteilung der Beeinflussung der arterieller Compliance und Endothelfunktion durch

Nierentransplantation.

Eigene Referenzen:

Westhoff T.H., Straub-Hohenbleicher H., Basdorf M., van der Giet S., Schmidt S.,
Offermann G., et al. Time-dependent effects of cadaveric renal transplantation on
arterial compliance in patients with end-stage renal disease. Transplantation 2006;
81:1410-1414.
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2.3.2. Medikamentdse Beeinflussbarkeit der arteriellen Funktion am Beispiel von
FTY720 (Fingolimod)

Die oben dargestellte Studie zeigt, dass der Benefit der arteriellen Compliance nach
Nierentransplantation nur passager ist. Die nach der Transplantation eingesetzten
Immunsuppressiva haben negative Auswirkungen auf die Endothelfunktion und die
arterielle Steifigkeit und reduzieren somit den kardiovaskularen Benefit der
Nierentransplantation. In den letzten Jahren hat jedoch ein neu entwickelter
Immunmodulator fur Hoffnung gesorgt: FTY720 (Fingolimod) zeigte in Phase Il Studien
vielversprechende Ergebnisse in der Vermeidung von Rejektionen nach
Nierentransplantation [123-125]. In Tierexperimenten konnte im Vorfeld der ersten
Phase Il Studie gezeigt werden, dass FTY720 Uber den S1P3-Rezeptor eine
endothelabhdngige Vasodilatation durch Aktivierung des Akt/eNOS/NO Pathways
induzierte [74]. Ferner reduziert FTY720 atherosklerotische Wandveranderungen in
Apolipoprotein E-defizienten Mausen [126, 127]. Diese Ergebnisse lie3en hoffen, ein
Immunsuppressivum entwickelt zu haben, dass sich nicht nur durch fehlende negative
Einflisse auf das arterielle GefaRsystem von den Calcineurininhibitoren abhob, sondern
sogar einen kardiovaskularen Benefit erwarten lie. In einer ersten Phase Ill Studie
zeigte FTY720 in Kombination mit normalen CsA Konzentrationen eine identische
Effizienz in der Verhinderung akuter Rejektionen wie CsA und mykophenolische Saure
(MMF) [73]. Die Studie zeigte jedoch andererseits, dass eine Therapie mit FTY720 mit
einer geringeren Kreatininclearance und einer haufigeren Inzidenz von Makulabdemen
einherging [73], woraufhin der Einsatz von FTY720 als Immunsuppressivum nach
Nierentransplantation gestoppt wurde. Heute wird das Medikament sehr erfolgreich in
der Behandlung der Multiplen Sklerose eingesetzt. Die Ursache der eingeschrankten
Nierenfunktion unter FTY720 blieb jedoch zunachst ungeklart. Die in-vitro erhobenen
Daten Uber die Auswirkungen dieser Substanz auf die Endothelfunktion sind in-vivo nie
Uberpruft worden. In der folgenden Arbeit Uberprufte ich bei den in Berlin in die
multizentrische Phase 1l Studie eingeschlossenen de novo Nierentransplantierten den
Einfluss von FTY720 auf die endothelabhangige Vasodilatation und die arterielle
Compliance.

Die randomisierte, kontrollierte, multizentrische Dreiarmstudie wurde von April 2003 bis
April 2005 in 62 Transplantationszentren in Europa, Asien und Australien durchgefihrt.
Die Patienten wurden 1:1:1 in eine Gruppe mit FTY720 5.0 mg plus niedrigdosiertem
CsA (initial 3-4 mg/kg/d, Gruppe 1), eine Gruppe mit FTY720 2.5 mg plus Normaldosis
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CsA (initial 8-10 mg/kg/d, Gruppe 2) und eine Gruppe mit MMF 2g plus Normaldosis
CsA (Gruppe 3) randomisiert [73]. Im Oktober 2004 wurden auf Empfehlung des Data
Safety Monitoring Boards alle Patienten mit FTY720 5.0 mg plus niedrigdosiertem CsA
wegen eines erhéhten Rejektionsrisikos auf FTY720 2,5mg plus Normaldosis CsA
umgestellt. Wegen der Beendigung des Einsatzes von FTY720 in der
Transplantationsmedizin wurden im Oktober und November 2005 alle FTY720-
Patienten auf MMFumgestellt.

Achtzehn Patienten (12 FTY720, 6 MMF) erklarten sich einverstanden, an der
Untersuchung der Gefaf3funktion teilzunehmen. Die Untersuchung fand 1,5 Jahre nach
der Nierentransplantation statt und wurde drei Monate nach Umstellung von FTY720 auf
MMF wiederholt. Die Patienten in der MMF-Gruppe (Gruppe 3) dienten als Kontrolle und
wurde zu identischen Zeitpunkten untersucht. Die arterielle Steifigkeit wurde tber den
pulsadjustierten Augmentationsindex (Alss) bestimmt. Die endothelabhangige und
endothelunabhéngige Vasodilatation wurde sonographisch nach Unterarmkompression
(FMD) und nach Applikation von Glyceroltrinitrat (GTN) ermittelt.

Nach Konversion von FTY720 auf MMF zeigte sich eine signifikante Verbesserung der
endothelabhangigen Dilatation, wahrend Al;s and GTN keine signifikanten Unterschiede
zeigten [128]. In der MMF Gruppe blieben alle drei Parameter zwischen der ersten und
zweiten Untersuchung unverandert. Aus dem Dreiarmdesign der Studie ergab sich eine
Verteilung von 2:1 zwischen FTY720- und MMF-Patienten. Auf einen unmittelbaren
statistischen Vergleich zwischen FTY720 und MMF-Patienten wurde daher verzichtet. In
beiden Gruppen wurde lediglich ein longitudinaler Vergleich der arteriellen Parameter
durchgefihrt, so dass bei unveranderter Komedikation und stabilen Blutdruckwerten ein
Bias durch andere die Gefallfunktion beeinflussende Faktoren weitgehend
ausgeschlossen war.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind Uberraschend. Wéahrend die oben dargestellte
Experimente im Tierversuch einen positiven Einfluss von FTY720 auf die
Endothelfunktion nahelegen, kam es bei den untersuchten Patienten zu einer
Verbesserung der Endothelfunktion, nachdem von FTY720 auf MMF umgestellt wurde.
Fir die Diskrepanz der in-vitro und in-vivo Daten gibt es mehrere mdgliche Erklarungen:
Zum einen konnte es sich um ein Dosisphanomen handeln. In den Untersuchungen an
Mausaorten, wurden FTY720-Konzentrationen zwischen 1 nmol/l und 10 pmol/l
einesetzt, zu signifikanten Dilatationen kam es erst ab einer Konzentration von 10 nmol/|

[74]. In den Dosisfindungsstudien an Nierentransplantierten erzielten FTY720 Dosen
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von 0,25 bis 2,5 mg/d Plasmakonzentrationen von 1.0 to 8.8 ng/l, entsprechend 2,9 bis
25,6 pmol/l [129]. Somit lagen die Konzentrationen im Tierexperiment um einen Faktor
390 — 3448 hoher als im Menschen. Ein zweiter Grund fur die Diskrepanz kann in der
gewebespezifischen Expression der verschiedenen S1P-Rezeptor-Subtypen liegen. Die
Uber Sphingosin-1-Phosphat (S1P, endogener Agonist der S1P-Rezeptoren) und
FTY720 hervorgerufene Akt- und eNOS-vermittelte Vasodilatation wird Uber den S1P3
Rezeptor vermittelt [74]. S1P kann jedoch u.a. Uber S1P, auch Vasokonstriktionen
hervorrufen [130-133]. Neben einem Dosisphanomen und der differentiellen S1P-
Rezeptorsubtypexpression muss fur die Diskrepanz der in-vitro und in-vivo Daten der
Einfluss des Calcineurininhibitors diskutiert werden. Es ist bekannt, dass CsA u. a. Uber
eine Freisetzung von Sauerstoffradikalen die endothelabhangige Vasodilatation
reduziert. Somit konnte CsA etwaigen positiven Effekten von FTY720 auf die
Endothelfunktion Gber den S1P3;-Rezeptor entgegenwirken, so dass in der Bilanz die
vasokonstriktiven Effekte auf die glatten GefaBmuskelzellen vorherrschen.

Unsere Studie untersuchte erstmalig den Einfluss des neuen Immunmodulators FTY720
auf die GefalRfunktion im Menschen. Meine Daten zeigen eine Verbesserung der
endothelabhdngigen Vasodilatation nach Absetzen von FTY720. Eine intakte
endothelabhdngige und -unabhangige arterielle Vasodilatation ist eine zentrale
Voraussetzung fur die Regulation des glomerularen Filtrationsdrucks. Die Ergebnisse
zeigen daher eine mogliche Erklarung fir die eingeschrankte Nierenfunktion FTY720-
behandelter Nierentransplantierter, die zur Beendigung des Einsatzes von FTY720 in
der Nierentransplantation gefihrt hat. Eine zukunftige Untersuchung gréRRerer Zahlen
nierentransplantierter Patienten mit FTY720 ist wegen der Beendigung des Programms
unmdoglich. Auf dem Hintergrund des zunehmenden Einsatzes von FTY720 bei Multipler
Sklerose sollten meine Daten jedoch ein Anreiz fur groRere Untersuchungen uber die

Auswirkungen dieser Substanz auf die Endothelfunktion bei MS-Patienten sein.

Eigene Referenzen:

Westhoff T.H., Schmidt S., Glander P., Liefeld L., Martini S., Offermann G., et al. The
impact of FTY720 (fingolimod) on vasodilatory function and arterial elasticity in renal
transplant patients. Nephrol Dial Transplant 2007; 22:2354-2358.
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2.3.3. Beeinflussbarkeit der arteriellen Funktion durch kérperliche Aktivitat

Die endothelialen und mechanischen GefalReigenschaften lassen sich nicht nur
medikamentds beeinflussen. Regelmalige sportliche Aktivitat kann zu einer
Verbesserung der Endothelfunktion und einer Abnahme des peripheren Widerstands
durch eine Reduktion des Sympathikotonus flihren. So wird die regelméRige Austibung
eines aeroben Ausdauertrainings von den europaischen und amerikanischen
Hypertonierichtlinien Ubereinstimmend als Basismal3nahme zur Beka&ampfung eines
erhohten Blutdrucks empfohlen [134-136]. Insbesondere bei einer milden Hypertonie
sowie als Erganzung zu einer medikamentdsen Therapie wird korperliche Aktivitat als
erfolgversprechend angesehen. Hypertonikern wird in den Leitlinien empfohlen, ein
aerobes Ausdauertraining wie Walking, Jogging oder Schwimmen fur 30 bis 45 Minuten
drei bis vier mal pro Woche durchzufuihren [134]. Die Daten, die diesen Empfehlungen
zugrunde liegen, sind jedoch meist bei Probanden/Patienten mittleren Alters erhoben
worden. In keiner der Leitlinien wird eine Aussage zu Sport im Alter gemacht. Gibt es
auch im Alter einen kardiovaskularen Benefit durch sportliche Aktivitat? Angesichts der
haufig weit fortgeschritten atherosklerotischen GefaBwandveranderungen, der
Komorbiditat und der in der Regel reduzierten korperlichen Belastbarkeit erscheint es
fraglich, ob im Alter immer noch relevante Blutdrucksenkungen und eine Verbesserung
der arteriellen Funktion durch sportliche Aktivitat erzielt werden kann. Bisherige Daten
Uber korperliche Aktivitat im Alter > 60 Jahre sind aufRerst rar und uneinheitlich [137-
139]. Wie im Abschnitt 1.3.2. dargestellt, ist die isolierte systolische Hypertonie (ISH) die
vorherrschende Bluthochdruckform im Alter. Nach der Framingham-Studie leiden 57,4%
der Manner und 65,1% der Frauen > 65 Jahre an einer ISH [27, 140]. Mechanistisch
liegt diesem Phanomen die zunehmende arterielle Steifigkeit mit reduzierter
Windkesselfunktion der grof3en arteriellen Gefél3e zugrunde [141]. Wie oben dargestellt
ist die ISH durch eine medikamentbése Therapie haufig nur unzureichend zu
beeinflussen. Eine gro3e Metaanalyse hat gezeigt, dass mehr als 75% aller Patienten
mit unzureichend eingestellter Hypertonie an einer isolierten systolichen Hypertonie
leiden [142]. In der EISBERG-Studie erreichten 50% der beobachteten Patienten die
Zielwerte fur den diastolischen Blutdruck, jedoch nur 5% die Zielwerte fir den
systolischen Blutdruck [143]. Angesichts dieser Problematik besteht ein dringender
Bedarf an zusatzlichen nicht-medikamentdsen Behandlungsoptionen.

Die folgende Arbeit ist eine randomisierte, kontrollierte Studie im Parallelgruppendesign
Uber die Auswirkungen eines zwolfwochigen Ausdauertrainings auf Blutdruck und
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arterielle Gefal3funktion bei Hypertonikern im Alter. Die Studie zielt auf die
Beantwortung der Frage, ob auch Patienten mit deutlich erh6htem Pulsdruck und der
damit einhergehenden verminderten Sensitivitat gegenuber einer konventionellen

medikamentdsen Therapie einen kardiovaskularen Benefit durch Sport erfahren.

54 Patienten = 60 Jahre mit einem systolischen 24h-Blutdruckwert (ambulatory blood
pressure, ABP) > 140 mmHg und/oder einer antihypertensiven Therapie und einem
diastolischen ABP < 90 mmHg in der 24-Stunden Messung wurde in zwei Gruppen
randomisiert. Ausschlusskriterien waren regelmaRige sportliche Aktivitat in den letzten
12 Wochen vor  Studienbeginn, eine  symptomatische  pAVK, eine
Aortenklappeninsuffizienz oder —stenose > 1. Grades, eine hypertrophische obstruktive
Kardiomyopathie, eine schwere Herzinsuffizienz = NYHA II, unkontrollierte
Herzrhythmusstorungen mit hamodynamischer Relevanz, ein Ruheblutdruck = 180
mmHg, Ischamiezeichen im Belastungs-EKG und eine Anderung der antihypertensiven
Medikation in den letzten sechs Wochen vor Studienbeginn. Die ,Trainingsgruppe®
fuhrte ein zwolfwochiges, laktatbasiertes (Zielwert 2.5 + 0.5 mmol/l) Ausdauertraining
auf dem Laufband durch, die Kontrollgruppe wurde keiner sportlicher Aktivitat
unterzogen. Das Training war als Intervalltraining konzipiert und wurde drei mal
wochentlich durchgefiihrt. Die initiale Dauer einer Trainingseinheit betrug 30 Minuten.
Wahrend der ersten Woche bestand eine Einheit aus 5 Belastungen von 3 min,
zwischen denen die Patienten als Ruhepause 3 min mit halber Geschwindigkeit gingen.
Die Dauer des Belastungsintervalls wurde kontinuierlich gesteigert und betrug ab der
sechsten Woche 30 min mit wéchentlichen Steigerungen um 2 min bis maximal 45 min
ohne Unterbrechung. Die Ziel-Lakat Konzentration wurde nach jeder flnften
Trainingseinheit mit einer Trainingsherzfrequenz korreliert. Die Herzfrequenz der
Probanden wurde wahrend des Trainings kontinuierlich Gber eine Pulsuhr erfasst. Die
Intensitat des Trainings wurde Uber die Geschwindigkeit und den Anstellwinkel des
Laufbandes an die Zielherzfrequenz angepasst. Zu Beginn und am Ende der Studie
wurde bei allen Probanden der Trainings- und Kontrollgruppe eine 24h-ABP-Messung
(Spacelabs, Redmond, Washington, USA), eine Ergometrie auf dem Laufband mit
Messung des Laktats im Kapillarbluts auf jeder Belastungsstufe, sowie Messungen der
Compliance groRBer und kleiner Arterien (C; und C,; CR-2000, Hypertension
Diagnostics, Eagan, Minnesota, USA), der endothelabhangigen Vasodilatation (FMD)
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und der endothelunabhangigen Vasodilatation nach Applikation von Glyceroltrinitrat
(GTN) durchgeflnhrt.

In der Eingangsuntersuchung zeigten Trainings- und Kontrollgruppe keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich Alter, Anzahl der Antihypertensiva (Median 3 in beiden
Gruppen), des Body Mass Indexes, des systolischen und diastolischen ABP, des
systolischen und diastolischen Blutdrucks bei 100 W, C; und C,, FMD und GTN. In der
Trainingsgruppe gab es drei Studienabbrecher. Die Grunde fir den Abbruch hatten nur
bei einem Probanden (Knieschmerzen) mit dem Training selbst zu tun. Alle anderen
Patienten tolerierten das Training gut. Die Patienten in der Trainingsgruppe zeigten in
der Ausgangsergometrie eine signifikante Rechtsverschiebung der Laktat- und
Herzfrequenzkurven im Sinne eine Steigerung der Leistungsfahigkeit gegeniber der
Eingangsuntersuchung. Der systolische ABP sank signifikant um 9 mmHg, der
diastolische um 5 mmHg. Die arterielle Compliance blieb unveréandert, wohingegen sich
die Endothelfunktion signifikant verbesserte. Um den Einfluss des Pulsdrucks als ein
Marker zunehmender GefaRalterung und —steifigkeit auf die sportinduzierte
Blutdruckabnahme zu erfassen, errechneten wir ein lineares Regressionsmodell. In
Ubereinstimmung mit der Literatur galt ,je hoher der systolische Blutdruck in der
Eingangsuntersuchung, desto hoher die sportinduzierte Blutdruckabnahme®. Um eine
vom systolischen Initialdruck unabhangige Aussage Uber den Pulsdruck machen zu
kénnen, adjustierte ich die Werte mittels einer Kovarianzanalyse. Nach Adjustierung der
Werte zeigt sich, dass der Pulsdruck keinen Einfluss auf die zu erwartende Abnahme
des Blutdrucks hat.

Die Ergebnisse meiner Studie zeigen, dass regelmaldige sportliche Aktivitat auch in
fortgeschrittenem Alter ein probates Mittel zur Blutdrucksenkung ist [144]. Mit 9 mmHg
in der 24h-Messung war die systolische Blutdrucksenkung betrachtlich und von
klinischer Relevanz. Mechanistisch liegt dieser Blutdrucksenkung eine signifikante
Verbesserung der Endothelfunktion zugrunde. Neben der Blutdrucksenkung selbst,
bedeutet auch die Verbesserung der Endothelfunktion eine Senkung des
kardiovaskularen Risikos. Erwédhnenswert ist, dass ein Groldteil der Patienten die
Kriterien einer ,therapierefraktaren Hypertonie“ (= drei Antihypertensiva ohne
ausreichende Blutdruckeinstellung) erfillte und die meisten der Patienten mit einem
Pulsdruck > 65 mmHg sogar unter einer antihypertensive Funffachtherapie standen.
Somit scheint sportliche Aktivitat in der Lage zu sein, den Blutdruck Uber eine
Verbesserung der Endothelfunktion auch dann noch zu senken, wenn durch eine
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fortgeschrittene Atherosklerose eine weitgehende Resistenz gegeniber einer
medikamentdsen Therapie besteht.

Meine Untersuchung stellt die erste randomisierte, kontrollierte Studie zur Bedeutung
des Pulsdrucks auf den kardiovaskularen Benefit eines Ausdauertrainings bei
Hypertonikern im Alter dar. Die Daten zeigen, dass sportliche Aktivitat auch bei élteren
Hypertonikern mit fortgeschrittener Atherosklerose, hohem Pulsdruck und geringem
Ansprechen auf medikamentdése Therapie durch eine Verbesserung der

Endothelfunktion ein probates Mittel zur Blutdrucksenkung darstellt.

Viele altere Hypertoniker werden mit Betablockern behandelt. Betablocker beeinflussen
die Herzfrequenz, den Sympathikotonus, die maximale Leistungsfahigkeit und die lokale
Laktatproduktion. Somit sind sie fur die Ausibung eines Ausdauertrainings in
mehrfacher Hinsicht von Bedeutung: Es wurde gezeigt, dass eine akute Einnahme von
Betablockern zu einer erhdhten Belastungswahrnehmung (“perceived exertion”) und
einer geringeren maximale Sauerstoffaufnahme (VO2max) als Mald fur die maximale
Leistungsfahigkeit fuhrt. Verantwortlich gemacht wird u.a. die B,-rezeptorvermittelte
periphere  Vasokonstriktion.  Nicht-selektive  Betablocker  kdénnen so die
Laktatkonzentration wahrend der Belastung steigern [145]. Auch Metoprolol als f;-
selektiver Betablocker fihrt zu einer Linksverschiebung der Laktatkurve und der
ventilatorischen anaeroben Schwelle [146]. In jungen, gesunden Menschen fiuhrt eine
Betablockade zu einem Rickgang des Schlagvolumens und des Herzzeitvolumens,
wahrend die arteriovendse Sauerstoffausschopfung steigt [147]. Diese Effekte werden
von samtlichen Betablockerklassen ausgetibt [148].

Das zweite ungeklarte Problem fur sportmotivierte Patienten mit Betablockern besteht in
der Festlegung der Intensitdt des Trainings. Diese wird in der Regel Uber die
Herzfrequenz festgelegt. Das American College of Sports Medicine empfiehlt, dass ein
Training bei 40-60% der der VO»-Reserve (VO3R) erfolgen sollte [149]. Korperliche
Belastung Uber 60% der VO2R flhren zu keiner weiteren Blutdrucksenkung mehr und
kénnen bei Hypertonikern sogar den Blutdruck steigern [150, 151]. Die Zielbelastung
liegt bei etwa 60 bis 70% der maximalen Herzfrequenz und lasst sich in ausreichender
Naherung mit der Faustregel ,0,7 x 220 — Lebensalter” oder — weiter vereinfacht — ,180
— Lebensalter® errechnen. Fur Patienten mit Betablockern existieren jedoch keinerlei

Empfehlungen zur Trainingsherzfrequenz.

40



Die Auswirkungen von Betablockern auf den kardiovaskularen Benefit korperlicher
Aktivitat sind noch nie untersucht worden. Wir fuhrten daher eine kontrollierte,
randomisierte Studie durch, in der die kardiovaskularen Effekte eines zwolfwodchigen
Ausdauertrainings bei alteren Hypertonikern mit und ohne Betablockern verglichen
wurden [152]. Ferner entwickelten wir erstmalig einen Ansatz zur Festlegung einer
Trainingsherzfrequenz fir Patienten mit Betablockern.

Es wurden 52 Patienten (23 mit Betablocker, 29 ohne Betablocker) = 60 Jahre mit
einem systolischen 24h-ABP = 140 mmHg und/oder antihypertensiver Behandlung in
die Studie eingeschlossen und in eine Trainings- und eine Kontrollgruppe randomisiert.
Die Ausschlusskriterien sind mit der oben beschriebenen Studie identisch. Das Training
war laktatbasiert (Zielkonzentration 2 mmol/l), das Konzept des Trainings entsprach
dem oben dargestellten. Eine 24h-Blutdruckmessung, eine Ergometrie, eine Messung
der arteriellen Compliance (C; und C,), sowie der endothelabhédngigen und
unabhangigen Vasodilatation erfolgte zu Beginn und am Ende des
Untersuchungszeitraums.

Alle Patienten erhielten mindestens ein Antihypertensivum. Die Randomisierung in
Trainings- und Kontrollgruppe erfolgte unabhéngig von der Einnahme von Betablockern.
25 Patienten wurden in die Trainingsgruppe, 27 in die Kontrollgruppe randomisiert. 9
Patienten in der Trainingsgruppe und 14 in den Kontrollgruppe nahmen Betablocker ein.
Die Patienten mit Betablockern in der Trainingsgruppe nahmen entweder Metoprolol,
Bisoprolol oder Atenolol ein. In der Kontrollgruppe nahmen zwei Patienten Carvedilol,
ein Patient Nebivolol und die anderen ebenfalls Metoprolol, Bisoprolol oder Atenolol ein.
Weitere negativ chronotrope Substanzen wie Verapamil oder Diltiazem wurden nicht
eingenommen.

Alle Patienten nahmen bis zum Ende der Studie an der Untersuchung teil. In der
initialen Ergometrie zeigte die gemittelte Laktatkurve der Betablockerpatienten eine
geringere Steigung als die der Patienten ohne Betablocker. Ferner zeigte sich eine
Linksverschiebung, die anzeigt, dass bereits bei geringeren Herzfrequenzen hdhere
Laktatwerte erreicht werden. Die Leistungsfahigkeit und die subjektiv wahrgenommene
Belastung waren bei den Patienten mit Betablockern ebenfalls bereits unter geringeren
Herzfrequenzen erhoht. In der Trainingsgruppe kam es sowohl bei den Patienten ohne
als auch bei den Patienten mit Betablockern zu einer signifikanten Senkung des
systolischen und diastolischen 24h-ABP und des Blutdrucks unter Belastung (100 W)
sowie zu einer signifikanten Steigerung der Endothelfunktion und der Leistungsfahigkeit.
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Die arterielle Compliance und die endothelunabhangige Vasodilatation &nderten sich
nicht. Das Ausmald der Blutdrucksenkung zeigte zwischen der Gruppe mit und der
Gruppe ohne Betablocker keinen signifikanten Unterschied (A systolischer ABP 10.6 +
10.5 vs. 10.6 + 8.8 mmHg, A diastolischer ABP 5.7 + 8.6 vs, 5.8 + 4.0 mmHg). In der
Kontrollgruppe ergab sich keine Anderung des Blutdrucks oder der vaskularen
Parameter. Die Herzfrequenz wéahrend des Trainings wurde kontinuierlich registriert, in
funfminttigen Abstéanden dokumentiert und an ein Ziel von 2 mmol/l Lactat adjustiert.
Die mittlere Trainingsherzfrequenz war bei den Patienten mit Betablockern 18%
niedriger als bei den Patienten ohne Betablocker (97.2 + 7.7/min vs. 118.3 + 7.5/min).
Der Unterschied war hochsignifikant (p < 0.001). Diese Aussage ist jedoch durch die
verschiedenen Dosen und Klassen von Betablockern in der Studie limitiert und sollte in
weiteren Studien bestétigt werden, um Patienten mit Betablockern eine evidenzbasierte
Empfehlung zu einer optimalen Trainingsherzfrequenz machen zu kénnen.

Zusammenfassend zeigen unsere Daten, dass Betablocker den kardiovaskuléren
Benefit eines aeroben Ausdauertrainings nicht reduzieren. Weder die sportinduzierte
Blutdrucksenkung noch das Ausmal der Verbesserung der Endothelfunktion wird durch

das Vorhandensein eines Betablockers signifikant beeinflusst.

Die beiden oben dargestellten Arbeiten zeigen, dass regelméafiige sportliche Aktivitat
auch beim alteren Hypertoniker trotz einer fortgeschrittenen Atherosklerose und einer
etwaigen Betablockertherapie eine Verbesserung der Endothelfunktion und eine
Blutdrucksenkung hervorruft. Viele der betroffenen Hypertoniker haben jedoch auf dem
Hintergrund ihrer fortgeschrittenen Atherosklerose eine symptomatische periphere
arterielle Verschlusskrankheit (pAVK). Ferner bestehen mit zunehmendem Alter haufig
arthrotische Beschwerden im Huft- und Kniebereich, die ein regelmafiges Geh-, Lauf-
oder Radfahrtraining unmoglich ist. Die obere Extremitdt ist von diesen
muskuloskelettalen Beschwerden wie auch von einer klinisch manifesten pAVK deutlich
seltener betroffen. Aufgrund der geringeren Muskelmasse der oberen Extremitat ist
jedoch die maximal erreichbare Leistung geringer. In der letzten der nachfolgend
aufgefuhrten Arbeiten untersuchte ich daher, ob ein aerobes, nicht-isometrisches
Ausdauertraining der oberen Extremitat ebenfalls in der Lage ist, einen messbaren
kardiovaskularen Benefit hervorzurufen.

Einschlusskriterien waren ein systolischer Blutdruck = 140 mmHg und/oder eine
bestehende antihypertensive Therapie. Die Ausschlusskriterien stimmen mit denen der
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zwei erstgenannten Studien Uberein. Wir schlossen 24 Patienten (13 weiblich, 11
mannlich) in die Studie ein und randomisierten sie in eine Trainingsgruppe (12
Probanden) und eine Kontrollgruppe (12 Probanden). Um ein fur die pAVK- und
Arthroseproblematik reprasentatives Studienkollektiv zu schaffen, untersuchten wir
altere Hypertoniker mit einem mittleren Alter von 66 in der Trainings- und 68 Jahren in
der Kontrollgruppe. Das Training wurde an einem Armergometer (MOTOmed Viva 2,
Reck-Technik, Betzenweiler) durchgeftihrt, an dem - &hnlich einem Fahrradergometer -
kreisende, nicht-isometrische Bewegungen gegen einen modifizierbaren Widerstand
ausgeibt werden. Dauer und Haufigkeit der Trainingseinheiten entsprach dem Konzept
der ersten beiden Studien (12 Wochen, drei mal pro Woche, 30 bis 45 min). Es wurde
ein Intervalltraining mit zunehmender Dauer der Belastungseinheiten durchgefihrt. Die
Drehgeschwindigkeit lag bei 80 bis 90/min, der Widerstand wurde individuell festgelegt
und richtete sich nach dem Laktatwert des Probanden. Eine Laktatkonzentration von 2,0
mmol/l wurde als Zielwert definiert, Uber den die Trainingsherzfrequenz festgelegt
wurde. Am Anfang und am Ende des Untersuchungszeitraums wurden eine Ergometrie
mit der oberen und eine mit der unteren Extremitdt, eine Messung des
Augmentationsindexes (Als), eine Messung der Compliance grof3er und kleiner Arterien
(C1 und C,) sowie eine Messung der endothelabhangigen Vasodilatation (FMD)
durchgefihrt. In der Eingangsuntersuchung zeigten sich Trainings- und Kontrollgruppe
hinsichtlich Alter, Blutdruck, GefaRparametern, BMI und maximaler Leistung in der
Ergometrie homogen. Alle Patienten fuhrten die Studie zu Ende, samtliche Patienten in
der Trainingsgruppe tolerierten das Training ohne Probleme. In der Ergometrie der
unteren Extremitat zeigte sich in  beiden Gruppen in den Laktat- und
Herzfrequenzkurven kein Hinweis fur eine signifikante Leistungszunahme. Die maximale
Leistung in der Armergometrie nahm hingegen in der Trainingsgruppe zu. Das Training
fuhrte zu einer signifikanten Senkung des systolischen und des diastolischen
Ruheblutdrucks sowie zu einer signifikanten Verbesserung der Compliance der kleinen
arteriellen GefaRe (C,). FMD, Al, and C; waren nicht signifikant verandert. In der
Kontrollgruppe blieben samtliche Parameter unverandert.

Diese Untersuchung stellt die erste kontrollierte, randomisierte Studie zu den
kardiovaskularen Auswirkungen eines aeroben nicht-isometrischen Ausdauertrainings
der oberen Extremitat dar. Die Daten zeigen, dass ein Armtraining tatséchlich in der
Lage ist, den Blutdruck zu senken. Das Ausmald der Blutdrucksenkung von 7 mmHg

systolisch und 6 mmHg diastolisch ist von Klinischer Relevanz. Warum es in dieser
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Studie nicht zu einer Verbesserung der Endothelfunktion gekommen ist, bleibt
spekulativ. Einerseits war in der statistischen Planung der Studie eine Anderung des
Blutdrucks als primérer Endpunkt definiert, so dass mdglicherweise das Studienkollektiv
nicht groR genug war, um Anderungen der Endothelfunktion zu erfassen. Andererseits
kann die fehlende Zunahme der Leistungsfahigkeit in der Ergometrie der unteren
Extremitat ein Hinweis daflr sein, dass die korperliche Belastung aufgrund der
geringeren Muskelmasse der oberen Extremitat wahrend des Trainings nicht grof3
genug war, um eine Verbesserung der Endothelfunktion hervorzurufen. Die Induktion
der endothelialen NO-Synthase durch korperliche Aktivitat wird durch die Steigerung
des Herzzeitvolumens wahrend der Belastung und der damit einhergehenden
Scherspannungssteigerung hervorgerufen. Die mit einer Steigerung der Compliance der
kleinen GefaRe einhergehende Blutdrucksenkung lasst sich z. B. Uber die
sportinduzierte Senkung des Sympathikotonus erklaren. Der Sympathikotonus reguliert
den peripheren Widerstand vornehmlich tber Vasoregulation der kleinen Arterien und
Arteriolen. Eine sportinduzierte Senkung des Sympathikotonus fiihrt zu einer Reduktion
der peripheren Vasokonstriktion, einer Senkung der arteriellen Wandspannung und
damit zu einer Verbesserung der Compliance der kleinen arteriellen Gefal3e [49].

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass auch ein regelmaRiges nicht-isometrisches
Training mit der oberen Extremitat zu einer Blutdrucksenkung fihrt und die Compliance
der kleinen arteriellen Geféal3e verbessert. Diese Art des Trainings stellt eine Option flr
Hypertoniker mit pAVK oder Arthroseproblemen dar, die trotz ihrer Gehbehinderung

ihre Blutdruckeinstellung durch sportliche Aktivitat verbessern wollen.

Die drei genannten Studien zeigen, dass sportliche Aktivitat auch in fortgeschrittenem
Alter in die Vasoregulation eingreift und Uber eine Verbesserung der Endothelfunktion
und der arteriellen Compliance zu einer Blutdrucksenkung bei Hypertonikern flhrt.
Weder eine fortgeschrittene Atherosklerose bei isolierter systolischer Hypertonie, noch
die Behandlung mit Betablockern oder eine Gehbehinderung stellen ein Hindernis flr

einen kardiovaskuléaren Benefit durch Sport dar.

Eigene Referenzen:
Westhoff T.H., Franke N., Schmidt S., Vallbracht-Israng K., Meissner R., Yildirim H., et

al. Too old to benefit from sports? The cardiovascular effects of exercise training in
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Westhoff T.H., Franke N., Schmidt S., Vallbracht-lsrang K., Zidek W., Dimeo F. ,van
der Giet M. Beta-blockers do not impair the cardiovascular benefits of endurance

training in hypertensives. J Hum Hypertens 2007; 21:486-493.
Westhoff T.H., Schmidt S., Gross V., Joppke M., Zidek W., van der Giet M., Dimeo F.

The cardiovascular effects of upper limb aerobic exercise in hypertensive patients. J
Hypertens 2008; 26:1336-42.
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3. Zusammenfassung

Die Regulation des arteriellen Vasotonus wird durch ein dynamisches Zusammenspiel
verschiedener lokaler und systemischer Komponenten gewahrleistet. Ein
Ungleichgewicht dieser Komponenten spielt in der Pathogenese der Hypertonie und der
Atherosklerose eine zentrale Rolle. Tierexperimentelle Daten deuten darauf hin, dass
fur die Entstehung der essentiellen Hypertonie noch unentdeckte vasoregulatorische
Systeme eine zentrale Rolle spielen. Der erste Teil der vorliegenden Arbeit widmet sich
der Identifizierung und pharmakologischen Charakterisierung neuer humoraler,
vasoaktiver Substanzen sowie der Suche nach neuen blutdruckregulierenden
differentiell exprimierten Genen. Im zweiten Teil der Arbeit wird anhand von klinischen
Studien untersucht, wie sich die arterielle Gefal3funktion messen und therapeutisch

beeinflussen lasst.

Mit der Isolierung der Adenosinguanosinpolyphosphate (ApnG) aus menschlichen
Thrombozyten gelang der Nachweis einer neuen Klasse von humanen vasoaktiven
Substanzen, die Uber die Variation der Anzahl von Adenosin- und Phosphatgruppen
eine Feinregulation der lokalen Perfusion eines GefaBes ermdglichen. Die
pharmakologische Charakterisierung dieser Substanzen zeigte, dass die vasoaktiven
Effekte Uber den vaskularen Pyxi-Rezeptor und einen kirzlich identifizierten Pox-
Rezeptorsubtypen vermittelt werden.

Die chromatographische Aufreiningung humanen Myokards flhrte zum erstmaligen
Nachweis von Adenosintetraphosphat (Aps) im Herzen. Es konnte gezeigt werden, dass
sich Ap, in den sekretorischen Granula der Myozyten befindet. Die Untersuchungen am
Rattenherzen zeigten, dass Ap, ein potenter Vasoregulator der Koronararterien ist. Bei
intaktem Endothel kommt es zu einer Pyyi-vermittelten Vasodilatation. Bei
geschadigtem Endothel kommt es hingegen zu einem Uberwiegen der Pox-vermittelten
Vasokonstriktion, was abermals die zentrale Rolle eines intakten Endothels fir die
physiologische Vasoregulation unterstreicht. Diese Daten zeigen, dass die endokrinen
Funktionen des Herzens Uber die Synthese des atrialen natriuretischen Peptids

hinausgehen.

Im nachsten Teil der Arbeit gelang es, ein physiogenomisches Modell zur microarray-
gestutzten transkriptomweiten Detektion differerentiell exprimierter, vasoregulatorischer

Gene zu etablieren. Mit Hilfe dieses Modells konnte ich nachweisen, dass eine
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vermehrte Produktion von Sauerstoffradikalen mit einer konsekutiven Verminderung der
NO-Bioverfugbarkeit nicht zwingend Zeichen einer endothelialen Dysfunktion mit
Krankheitswert sein muss, sondern auch Teil eines physiologischen Regelkreises sein
kann. Neben der Identifizierung von neuen Vasoregulationssystemen ist dieses Modell

fur die Detektion von Kandidatengenen der essentiellen Hypertonie von Interesse.

Eine Vielzahl von Studien haben die zentrale Rolle der endothelialen Dysfunktion als
unabhéangigen kardiovaskuléaren Risikofaktor beschrieben. Die nicht-invasive Messung
der endothelialen Funktion Uber den derzeitigen Goldstandard, die sonographisch
gestutzte Untersuchung der FMD nach Unterarmkompression, ist jedoch aufwendig und
fur den klinischen Alltag ungeeignet. Von einigen Autoren wurde daher postuliert, dass
eine statische, automatisierte Pulswellenanalyse zur Messung der Compliance der
kleinen arteriellen GefalR3e in der Lage sei, die Endothelfunktion mit hinreichender
Genauigkeit zu reflektieren. Diese These wurde von mir Uberpruft und an einem grof3en
Kollektiv hypertensiver und normotensiver Patienten widerlegt. Die Messung der NO-
abhangigen Vasodilatation bedarf eines dynamischen Messvorgangs, in dem die

Reaktion des Endothels auf einen definierten Stimulus dargestellt wird.

Die Endothelfunktion und die arterielle Compliance haben einen hohen préadiktiven Wert
fur die kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat. Es besteht daher ein gro3es Interesse
an der therapeutischen Beeinflussbarkeit dieser Parameter. Im letzten Teil der
vorliegenden Arbeit wurde nach Therapiekonzepten fir Patienten mit besonders stark
ausgepragter Gefal3schadigung gesucht: Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz und
Patienten mit isolierter systolischer Hypertonie. Es wurden zunachst die Auswirkungen
einer de novo Nierentransplantation auf die arterielle Compliance untersucht. Es zeigte
sich, dass die Transplantation lediglich zu einer transienten Besserung der
GefalRelastizitat fuhrte. Da der Grund fur die erneute Abnahme der Compliance am
ehesten in den vasotoxischen Nebenwirkungen der Immunsuppressiva zu finden war,
untersuchte ich in einer weiteren Arbeit die Auswirkungen des alternativen
Immunmodulators FTY720 auf die funktionellen und mechanischen
Gefalleigenschaften. In Tierexperimenten hatte diese neu entwickelte Substanz
bewiesen, dass sie eine S1P3-Rezeptor-vermittelte NO-abhangige Vasodilatation
induziert. Die von mir innerhalb einer Phase Ill Studie erhobenen Daten zeigten jedoch,

dass FTY720 in-vivo nicht in der Lage war, die Endothelfunktion zu verbessern.
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Vielmehr kam es zu einer Verbesserung der NO-abhangigen Vasodilation nach
Konversion auf Mykophenolatmofetil. Diese Ergebnisse stellen den bisher einzigen
Erklarungsansatz fur die in der Phase Il Studie aufgefallene reduzierte glomerulare
Filtrationsrate unter FTY720 dar.

RegelmaRige sportliche Aktivitat kann zu einer Verbesserung der Endothelfunktion und
einer Abnahme des totalen peripheren Widerstands fiihren. Es wurde jedoch bezweifelt,
dass korperliche Aktivitat auch beim alten Menschen mit limitierter korperlicher Fitness,
vermehrten muskuloskelettalen Problemen und einer fortgeschrittenen Atherosklerose
mit dem Bild einer isolierten systolischen Hypertonie zu einer messbaren Verbesserung
der Gefal3funktion und einer Blutdrucksenkung fuhren kann. Unsere randomisierte,
kontrollierte Studie konnte jedoch zeigen, dass auch bei diesen Patienten eine
Verbesserung der Endothelfunktion erzielt wird, die zu einer Klinisch relevanten
Blutdrucksenkung fuihrt. Die sportinduzierte Abnahme des Blutdrucks erwies sich als
unabhangig vom Pulsdruck als MalR fur arterielle Steifigkeit. In einer weiteren Studie
wurde erstmalig der Einfluss einer chronischen Betablockade auf den kardiovaskularen
Benefit durch Sport untersucht. Es zeigte sich, dass weder die Verbesserung der
Endothelfunktion, noch die Abnahme des Blutdrucks durch Betablocker reduziert wurde.
Diese Studie stellt einen ersten Ansatz zur Festlegung einer Trainingsherzfrequenz fur
Patienten mit Betablockern dar. In einer abschlieBenden kontrollierten, randomisierten
Studie liel3 sich nachweisen, dass auch ein Ausdauertraining der oberen Extremitat zu
messbaren Veranderungen der arteriellen Compliance und einer Blutdrucksenkung
fuhrt. Somit stellen fir den alteren Hypertoniker weder eine fortgeschrittene
Atherosklerose mit isolierter systolischer Hypertonie, noch eine Betablockertherapie
oder Gehprobleme ein Hindernis dar, um durch regelmé&fiige sportliche Aktivitat einen

kardiovaskularen Benefit zu erzielen.
Zusammenfassend gelang es in der vorliegenden Habilitationsschrift, neue

vasoregulatorische Systeme zu detektieren und Klinische Therapieoptionen zur

Verbesserung der funktionellen und mechanischen Geféalieigenschaften aufzuzeigen.
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