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Kapitel 1 - Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

Endotheliale Progenitorzellen sind aus dem Knoclekmstammende, zirkulierende
Vorlauferzellen, welche die Gefal3funktion, Gefafrepur und Neoangiogenese positiv
beeinflussen. Fir die Anzahl der CD34+/KDR+ EPCdeugine prognostische Bedeutung bei
Patienten mit koronarer Herzerkrankung nachgewiefar PPARy-Agonist Pioglitazon
wird als Insulinsensitizer in der Therapie des TigDiabetes eingesetzt. Neuere Studien
lassen vermuten, dass dieses Medikament positivkunigen im Gefal3system hat, die von
den Effekten auf den Glukose- und Lipidstoffwechsebhangig sind.

Die vorliegende randomisierte, placebokontrollie@¢éudie untersuchte den Effekt von
Pioglitazon (45 mg tgl. fur 30 Tage) auf die Anzabhd Funktion endothelialer
Progenitorzellen bei 36 Patienten mit stabiler KHiKd normaler Glukosetoleranz. Die
Pioglitazontherapie fuhrte zu einer Verminderung r deéhochsensitiven CRP-
Serumkonzentration und einer Steigerung der Adipmmé&erumkonzentration. Ferner
wurden der Nuchtern-Insulinspiegel und der HOMAsdrdreduziert. Die Isolation der
endothelialen Progenitorzellen erfolgte aus denipper-vendsen Blut der Probanden mittels
Dichtegradienten-Zentrifugation. Die Quantifizieguder CD34+/KDR+ EPC mittels FACS
und der Di-ac-LDL+/Lectin+ Zellen in der Zellkultwreigte eine Erhohung der EPC-Zahl
nach der Pioglitazontherapie. Eine wesentliche letente der biologischen EPC-Wirkung
ist die funktionelle Kapazitat der Zellen. Die Ursiechung der Migrationsfahigkeit in der
modifizierten Boyden-Kammer ergab eine Steigerueg BPC-Migration nach 30 Tagen
Pioglitazontherapie. Dartiber hinaus liel3 sich bem @atienten in der Verumgruppe eine
Zunahme des klonogenen Potentials der EPC messeiterd/ mechanistische Experimente
in EPC von gesunden Probanden zeigten, dass EP@QR¥RXprimieren und dass eine
Pioglitazonstimulation in-vitro die Aktivitat der NADPH-Oxidase hemmt und die
Migrationskapazitat der EPC steigert. Diese Effaktgen durch den PPARANtagonisten
GW9662 hemmbar und durch Stimulation mit Adiponeati physiologischer Konzentration
imitierbar.

Zusammengefasst fuhrt der PPARAgonist Pioglitazon zu einem Anstieg der Anzaht un
einer Verbesserung der Funktion von endothelialeagéhitorzellen bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit. Dieser erstmals beschniep&askulare Effekt von Pioglitazon
stellt einen potentiellen Regenerationsmechanismas der vom Glukosestoffwechsel
unabhangig ist. GroRere klinische Studien sind z@ige um zu erforschen, ob die
beobachteten Effekte zu einer Verbesserung der gnese bei Patienten mit Herz-

Kreislauferkrankungen fihren.



Kapitel 1 - Zusammenfassung

The PPAR-y Agonist Pioglitazone Increases Number and Functioaf Endothelial
Progenitor Cells in Patients with Coronary Artery Disease and Normal Glucose
Tolerance

Endothelial progenitor cells are a heterogeneoosimiof bone marrow-derived stem cells,
which have positive effects on vascular functioasaular repair and neoangiogenesis. The
number of CD34+/KDR+ EPC has been shown to prexdiadiovascular mortality in patients
with coronary artery disease. PPARagonists (thiazolidinediones) such as pioglitazare
used as insulin sensitizers for the treatment jpé tiy diabetes mellitus. Experimental studies
suggest beneficial vascular effects of pioglitazonaddition to the effects on glucose and
lipid metabolism.

The effect of pioglitazone therapy on EPC was exaohiin a prospective, randomized,
double-blind study on patients with documented |staloronary artery disease and normal
glucose tolerance. Out of 54 patients with norrasatihg glucose levels, 18 showed impaired
glucose tolerance and 36 patients with normal gladolerance were randomized to 30 day
treatment with pioglitazone 45 mg or placebo iniagll to optimal medical therapy.

All patients in the pioglitazone group showed arréase of adiponectin levels as indicator of
compliance and a decrease of high-sensitivity G&#l$. Additionally, fasting insulin levels
and HOMA index were reduced. EPC were isolated ftbhe peripheral blood by density
gradient centrifugation. Pioglitazone increased €IKDR" EPC as well as cultured Di-ac-
LDL+/Lectin+ EPC. The functional capacity of EPCtatenines the biological activity and
efficacy of these cells. Pioglitazone increased $¥--1 induced migratory capacity in the
modified Boyden chamber assay. Furthermore, thaogenic potential of EPC was up-
regulated in the pioglitazone group, increasing thenber EPC colony forming units.
Mechanistic experiments in cultured human EPC skioswression of PPAR- Pioglitazone
increased the number and migration of BER®itro and reduced NADPH-oxidase mediated
superoxide release. This effect was reversed by RRARy antagonist GW9662 and
mimicked by treatment with adiponectin in physioéad concentrations.

In summary, the PPAR-agonist pioglitazone increases the number and titumcof
endothelial progenitor cells in patients with capnartery disease. The novel vascular effect
of pioglitazone represents a potential regeneratmechanism and is observed in
normoglycemic individuals with stable coronary aytelisease. Larger clinical trials are
indicated to elucidate whether these effects coafgirognostic benefit in patients with

cardiovascular disease.



Kapitel 2 - Einleitung

2 EINLEITUNG

2.1 Endotheliale Dysfunktion, Endothelzellaktivierung und Atherosklerose

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind in den Industmelérn die Hauptursache fur Morbiditat
und Mortalitat [1]. Die Atherosklerose spielt beardPathogenese dieser Erkrankungen eine
zentrale Rolle. Epidemiologische Studien wie diarkingham-Studie [2] zeigten, dass die
Atherogenese ein multifaktoriell bedingter Prozests Die wichtigsten Risikofaktoren sind
das Alter, Zigarettenrauchen, Diabetes mellitus, idyperlipiddmie bzw. —cholesterindmie,
die arterielle Hypertonie und genetische FaktoMgben diesen Hauptrisikofaktoren gibt es
eine Reihe anderer Risikofaktoren, die teilweiseckduden Lebensstil beeinflussbar sind.
Dazu gehodren mannliches Geschlecht, korperlichetiingt und eine kalorien- bzw.
fettreiche Erndhrung. Dagegen hat eine mediteram&ihrung gunstige kardiovaskulare
Effekte [3].

Urspringlich galt das Endothel als eine einfachgi®& zwischen dem intravasalen Lumen
und dem Interstitium. Heute weild man, dass das tEet@ine entscheidende Rolle in der
Regulation der vaskuldren Funktion spielt [4]. Nebealer durch endotheliales
Stickstoffmonoxid (NO vermittelten vasodilatatorischen Wirkung [5] higts Endothel eine
Vielzahl anti-atherosklerotischer und anti-entziciddr Effekte [6-13].

Die Einwirkung kardiovaskularen Risikofaktoren féhrzu einer endothelialen Dysfunktion
Diese ist mit einem erhdhten Risiko fur kardiovdékel Ereignisse assoziiert [14, 15]. Sie
zeichnet sich durch geanderte physiologische Eapaiten des Endothels im Sinne einer
Reduktion der endothelabhéngigen Vasorelaxation pijs An der Pathogenese der
Atherosklerose ist die endotheliale Aktivierung mellich beteiligt. Endothelzellen werden
z.B. durch Zytokine [13], Angiotensin II, oxidativeStress [4, 16], oxidiertes LDL (oxLDL,
[17-19] und infektiose Agenzien aktiviert [20]. lgoth kommt es zur inflammatorischen
Vorgangen mit der Ausbildung atherosklerotischagBés als Endstrecke [21-23].

9



Kapitel 2 - Einleitung

2.2 Die Atherosklerose als Folge von Endothellasionennd vaskularer

Inflammation

Nach dem response-to-injury-Modell beginnt der pathogenetische Prozess mit der
endothelialen Dysfunktion. Durch die vermehrte Rikdbn reaktiver Sauerstoffspezies (siehe
Kap. 2.3) entsteht pro-atherogen wirkendes oxLDL7-19]. Ferner kommt es zur
endothelialen Aktivierung. Diese fuhrt zur Adhasieon Monozyten an das Endothel,
Migration in die GefaBwand und Differenzierung zakvbphagen [22]. Ferner kommt es zur
Freisetzung verschiedener Entzindungsmediatoren WWieP, IL-6, TNFe und
Wachstumsfaktoren, was wiederum die vaskularermfiation verstarkt, weitere Monozyten
rekrutiert und zu einem pathologischen WachstunteglaGefal3muskelzellen fuhrt [17, 23-
26]. Im weiteren Verlauf entsteht eine fortgest¢ane atherosklerotische L&sion durch
Ausbildung von sich ins Gefal3lumen vorwdlbendenqéds, die unter einer fibrotischen
Kappe einen lipidreichen Kern aus nekrotisch lipiddenen Makrophagen (Schaumzellen)
enthalten [1]. Mit zunehmender Einengung des Lunseterieller Gefalie bei gleichzeitiger
Storung der Regulation des Gefal3tonus kommt etlidatzur Mangeldurchblutung der durch
diese Gefal3e versorgten Gewebe. Bei einer RuptgediPlaques kommt es infolge der
Freisetzung stark prokoagulatorischer Faktoren atdsm Gewebe schnell zur
Thombozytenaggregation und Bildung eines Thrombuas zum Herzinfarkt fahrt mit

Folgen einer Myokardnekrose bzw. einer Herzinsigfiz [22-24].

2.3 Bedeutunq reaktiver Sauerstoffspezies fir die Athersklerose

Wie man heute weil3, spielt oxidativer Stress einehtige Rolle bei den beschriebenen
Phasen der atherosklerotischen Plaqueformatiorlfi, und bekannte Risikofaktoren der
koronaren Herzerkrankung, insbesondere Diabetebtusdl27-29] und Nikotinabusus [30],

gehen mit einem erhéhten oxidativen Stress in ddé@vand einher.

10



Kapitel 2 - Einleitung

Sauerstoff und seine in allen aeroben Zellen pnedien Derivate bilden eine als reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) bezeichnete MolekilfardljeVon besonderer Bedeutung ist das
Superoxidanion 02 welches zur Inaktivierung von StickstoffmonoxXidO”) und Bildung
von Peroxynitrit fuhrt [31]. Ausserdem kommt es aurinteraktion mit Low density-
Lipoprotein zur Bildung von oxLDL [17]. Diese Vomgge begunstigen die Atherogenese [17,
18, 32]. Die wichtigste Quelle vaskularer ROS-Biidustellen NADPH-Oxidasen dar [33-
35]. Andere vaskulare Quellen von ROS sind die Breger mitochondrialen Atmungskette,
die  Xanthin-Oxidase, = Cytochrom-P450-Monooxygenaseryyklooxygenasen und
Lipoxygenasen [4, 16, 36-38].

Die fur die normale GefaRfunktion durch die Bildwmn NGO essentielle eNOS kann durch
erhohte ROS-Spiegel ,entkoppelt* werden und proeitziann selbst vermehrt O2nstelle
von NO [4, 39]. Die eNOS hat auch eine essentielle Rmdieder Rekrutierung endothelialer
Progenitorzellen (EPCs). Bei einer Funktionsbeaatttigung der eNOS wird dieser ginstige
Effekt auf die EPCs aufgehoben. Folge ist eine dhiirimkung der GefalRendothel-Reparatur

nach Lasionen, was wiederum die Bildung atheroskaher Plaques begiinstigt [40].

2.4 EPC, kardiovaskulare Risikofaktoren und Atherosklerose

Bis vor kurzem galt das Paradigma, dass die Re-Brbalisation nach Gefaldverletzung und
die Gefal3neubildung (Neoangiogenese) ausschliefisich Proliferation und Migration
gefal3standiger, differenzierter Endothelzellen lgeio. Seit einigen Jahren weil3 man aber,
dass zirkulierende Zellen mal3geblich am Erhalt dendothelfunktion, an der
GefalRneubildung nach ischdmischem Verschluss und dan Gefaldreparatur nach
Endothellasionen beteiligt sind [41, 42]. Diesellefe stammen von hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark ab und werden als eetalh Progenitorzellen (EPC)
bezeichnet [41, 42]. Sie sind eine heterogene Rtipal adulter Stammzellen und bestehen

aus Zellen in unterschiedlichem Differenzierungsand, reichend von “unreiferen” EPC

11



Kapitel 2 - Einleitung

(charakterisiert z.B. durch die Expression der @@emnenmarker CD133 und CD34) bis zu
den “reifen” EPC (charakterisiert durch die Expressdes Stammzellmarkers CD34 sowie
des endothelspezifischen Oberflachenmarkers VEGHeer 2 [=Kinase Insert Domain
Rezeptor, KDR]) [41-45]. Abb. 2.1 zeigt schematisdie Funktionsweise der EPC

(modifiziert nach Rosenzweig, 2003 [46]):

Endotheliale Progenitor-

zellen

O

Inkorporation

Mobilisation

Migration

Endothelzellreparatur

j Neoangiogenese

Es ist von zentraler Bedeutung, dass kardiovaskuRasikofaktoren eine negative Wirkung
auf die Anzahl und Funktion von EPC haben [47-88¢ EPC-Zahl und —Funktion korreliert

zum einen negativ mit dem Lebensalter. Dies erldith durch eine abnehmende Vitalitat
aller Organe und Gewebe im Alter, einschlief3licls #aochenmarks. Mit zunehmendem
Lebensalter haben auch die wie im Folgenden engahisikofaktoren eine hdhere
Pravalenz, was die Anzahl und Funktion der EPCtzlica vermindert. Es zeigte sich zum
anderen sowohl im tierexperimentellen als auch limidchen Studien eine negative
Korrelation zwischen Bluthochdruck und der EPC-Z4BD]. Dabei ist das Renin-

Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) regulatoridmteiligt. Sowohin-vitro als auchin-
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Kapitel 2 - Einleitung

vivo beeintrachtigt eine Angiotensin-II-Stimulation dMazahl und Funktion von EPC durch
die Induktion von oxidativem Stress. Dieser Effekhn durch eine gleichzeitige Gabe von
ACE-Hemmern bzw. Angiotensin-lI-Rezeptor-Blockerehgmmt werden [51]. EPC sind
gegeniber oxidativem Stress besonders empfindDein.Nikotinabusus ist mit zahlreichen
toxischen Inhaltsstoffen im Zigarettenrauch eingepte Noxe fur EPC und ein Ausloser der
vaskularen Inflammation und Dysfunktion [30]. Sterdizeigten z.B einen schnelleren Abbau
zirkulierender EPC bei Rauchern. Andere Studiegterizusatzlich eine globale funktionelle
Beeintrachtigung der EPC hinsichtlich der Prolifena, Differenzierung, Adhasion und
Migration bei Rauchern im Vergleich zu Nicht-Rauchg52]. Nach Beendigung des
Rauchens kann teilweise eine Wiederherstellung=tR&s-Pools beobachtet werden [53]. Das
LDL-Cholesterin ist ein weiterer essentieller kardiskularer Risikofaktor [17, 22-26]. Hohe
Spiegel von LDL und oxLDL [32] sind unabh&ngig vamderen Risikofaktoren mit der EPC-
Dysfunktion assoziiert. Diese negativen Effekteriden durch eine optimale Behandlung mit
HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren (Statinen) vermindestrden [54, 55]. Weitere Studien
zeigten im Gegensatz ginstige Wirkungen von HDLi€sterin auf EPCs. Eine exogene
Hinzugabe von HDL auf kultivierte EPCs gesunderb@rmlen flihrte zum Ruckgang der
Apoptose, zur Erh6hung der eNOS-Expression [56] mad Férderung der endothelialen
Zellreparatuiin-vivo [57].

Es ist besonders gut untersucht, dass ein Dialbedgus zu einer Verminderung der EPC-
Zahl und —funktion fiihrt [58]. Die Hyperglykamie dirder daraus resultierende oxidative
Stress spielen dabei eine zentrale Rolle [59]. Yoéeminderung von EPC ist starker bel
Patienten mit chronisch erhdhten Glukosespiegelj, [6nd eine hohe Konzentration an
advanced glycation endproducts (AGEs) sowie eindidn&orliegende Niereninsuffizienz
beeintrachtigt die EPC-Funktion und das Knochennuzudk die Zielgewebe [61]. Diabetiker
haben durch die mikro- und makroangiopathischergdtolinrer Grunderkrankung unter

anderem insgesamt ein stark erhohtes Risiko fuerdklerose, myokardiale, zerebrale und

13



Kapitel 2 - Einleitung

andere ischamische Ereignisse. Als Ursachen kommzdB. eine beeintrachtigte
Endothelialreparatur und eine verminderte Neoaregiege in Frage, beides mdglicherweise
Folge der Schadigung von EPC [62, 63]. Eine Erhghder Anzahl bzw. Verbesserung der
Funktion von EPC bei Diabetikern konnte nach Opgnmomng der anti-diabetischen Therapie
beobachtet werden [64, 65].

Kdrperliche Inaktivitat, meist verbunden mit exzess Kalorienaufnahme, wirkt sich negativ
auf das kardiovaskulare Risikoprofil aus bzw. fétddie Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen [66]. Korperliches Training wirkt dées negativen Auswirkungen entgegen
und verbessert die vaskulare Homoostase. Fernerulggrt korperliche Aktivitat die
Mobilisation von EPC aus dem Knochenmark ins penipiBlut bei Mausen [67], gesunden
Probanden [68] und Patienten mit koronarer Herzemaing [69, 70]. Das mannliche
Geschlecht ist mit einen hoheren Risiko fur kardskulare Erkrankungen verbunden, und
Manner entwickeln durchschnittlich 10 Jahre voruéra atherosklerotische L&sionen.[2]
Eine der moglichen Ursachen dafiir ist z.B. dertpasiEinfluss von Ostrogen auf EPC. Es
wurde beobachtet, dass Ostrogen zu einer geswigdEPC-Mobilisierung aus dem
Knochenmark in die Peripherie flhrt, was einerseitsn Rickgang der endothelialen
Dysfunktion und andererseits zur verbesserten @ef#ffdldung nach ischamischen
Ereignissen fuhrt [69, 71].

Zusammenfassend stellen die zirkulierenden EPCneibelogischen Marker fur die
vaskulare Funktion, Reparaturfahigkeit und das ikaeskulare Risiko dar [47, 72, 73]. Sie
sind invers mit der Anzahl koronarer Risikofaktoremd dem Schweregrad einer koronaren
Herzerkrankung korreliert. Die EPC-Konzentrationt lmognostischen Wert bei KHK-
Patienten [47, 74]. Zum anderen haben in Anbetragbt genannten Erkenntnisse
Therapiekonzepte, die eine Verbesserung der Anmabl Funktion zirkulierender EPC
einschlieRen, eine potentielle Bedeutung in derrdie der Atherosklerose und ihrer

Folgekrankheiten. EPC-basierte Therapien bei isd@ran kardiovaskularen Erkrankungen,
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Kapitel 2 - Einleitung

die Uber den Einfluss nicht-medikamentdser Thefapi@en (z.B. Sport, Gewichtsreduktion,
Nikotinkarenz, Verbesserung der Erndhrung) undasilikamentésen Therapie (z.B. Statine,
Antihypertensiva und Antidiabetika) hinausgehendsbegenstand intensiver Forschung [75-

77].

2.5 Glitazone als neue therapeutische Option zur Beeinlssung von EPC

Glitazone werden in die Substanzklasse der Thidinalione eingeordnet, und Pioglitazon
bzw. Rosiglitazon werden klinisch in der TherapienvPatienten mit Typ ll-Diabetes
eingesetzt [78]. Der Wirkmechanismus beruht im \W#sden auf einer Steigerung der
Insulinempfindlichkeit peripherer Gewebe (v.a. Meiskund Fettgewebe), weswegen die
Glitazone auch als ,Insulin-Sensitizer* bezeichmatrden [79]. Die molekulare Wirkung
beruht auf der Aktivierung des Peroxisome prolif@ractivated receptor-[80]. PPARy-
Rezeptoren werden in hoher Zahl in Adipozyten unask&lzellen exprimiert, aber auch in
Entzindungszellen, Endothelzellen, glatten GefaReimsllen und Kardiomyozyten [81].
PPARy lasst sich daher auch in atherosklerotischen basicmachweisen und scheint dort
eine wichtige Rolle zu spielen [82]. Abb 2.2. zesghematisch den PPARRegulationsweg
und den Angriffpunkt von Pioglitazon. Die PPARAktivierung induziert ferner eine erhdhte
Triglyzeridaufnahme im Fettgewebe. Daraus folgt eeirverminderte systemische
Verfugbarkeit der Triglyzeride und somit eine vemderte Aufnahme durch andere Gewebe.
Glitazone fuhren auf3erdem zur erhdhten FreisetxongHDL-Cholesterin [83]. Durch die
Glitazon-induzierte Freisetzung von spezifischentzedhormonen, den Adipozytokinen,
kann eine weitere Sensibilisierung peripherer insmhpfindlicher Organe erreicht werden

[84]. Eines der am besten untersuchten AdipozymlshAdiponectin.
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Coactivator
Complex

Abb. 2.2: Schematischer Uberblick PPARabhangige Signaltransduktion. Nach Aktivierung ®RRARy-
Rezeptors durch Thiazolidindione (TZD) erfolgt dadung an den Retinsaure-Rezeptor (RXR) und von Co
Aktivatoren. Dieser Komplex bindet an das PPAResponse-Element (PPRE) und initiiert die Expoassi.

Repression PPAR-abhangiger Gene wie Adiponectin.

Thiazolidindione induzieren eine gesteigerte Adigaim-Genexpression und erhdéhen den
Adiponectin-Plasmaspiegel [85]. Der Adiponectinggie ist positiv. mit der
Insulinempfindlichkeit [86, 87] und invers mit dEettmasse [87] des Korpers korreliert. In
Monozyten bzw. Makrophagen hemmt eine PPARktivierung die Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen, von Matrix-Metallopeotasen sowie von Scavenger-
Rezeptoren [88]. In aktivierten Endothelzellen b&ivsie eine verminderte Expression von
Adhasionsmolekulen wie VCAM-1 sowie chemotaktisch&ktoren, was die Rekrutierung
und Adhasion von Monozyten und von T-Lymphozytemirg [89, 90]. Es zeigte sich auch
eine  Verminderung der CRP- [91] sowie TNfKonzentration [92] nach
Glitazonbehandlung, unabhéngig vom Glukose-Metabuls [93]. Es gibt experimentelle

Hinweise auf eine erhdhte Freisetzung von vasaditthem NO aus Endothelzellen nach
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Stimulation des PPAR-Rezeptors [94]. In Gefal3muskelzellen zeigen siabhnPPARy-
Aktivierung eine Proliferations- und Migrationshemng sowie eine verminderte Expression
des Angiotensin Il-Rezeptor Typl [95] mit der Kogsenz einer verminderten Bildung
atherosklerotischer Plaques im Tiermodell [96].

Aus diesen beobachteten Effekten ergibt sich dasnz&at, dass Pioglitazone
vaskuloprotektive Effekte auslost, die Uber diecklien Effekte der Insulinsensibilisierung
hinausgehen. Zusatzlich zu der anti-entztindlicherkWkig ergab sich aus kleineren Studien
ein positiver Einfluss von Glitazonen auf die ERGzahl und —Funktion bei Diabetikern. Es
zeigte sich, dass eine Behandlung mit Rosiglitazelmen einer Besserung der endothelialen
Dysfunktion zur Besserung der EPC-Biologie hindichtDifferenzierung, Proliferation und
Migration fuhrt [78, 97, 98]. Ferner zeigteWang et al. einen Anstieg der Zahl bzw.
Verbesserung der Funktion von EPCs nach Behandhihdioglitazon bei Patienten mit
Diabetes mellitus [64].

Marx et al. untersuchten in einer randomisierten, placeborkdimrten, doppelblinden Studie
den Effekt einer Behandlung mit einem Thiazolidordiauf das Neointima-Volumen nach
koronarer Stentimplantation bei KHK-Patienten. Dafiurden insgesamt 50 Patienten mit
Pioglitazon (30mg/d) oder Placebo behandelt. Egteesich, dass die Behandlung mit
Pioglitazon zu einer Verminderung des Neointimawieéns im Verlauf nach der
Koronarintervention fuhrte, d.h. die Restenose-Ratevermindert [99]. Diese Beobachtung
war im Einklang mit Vorarbeiten bei diabetischertiétdgen [100]. Da die Studie von Marx et
al. an Patienten ohne Diabetes mellitus durchgefutwrde und Glukose-Serumkonzentration,
Insulin- und HbAlc-Wert wéhrend der Behandlung wémdert blieben, ergab sich die
Hypothese, dass Pioglitazon eine direkte, von detabolischen Effekten unabhangige,
Wirkung auf die Neointima-Bildung austibt [99].

In einer Vorstudie unserer Arbeitsgruppe wurdenugde, normoglykédmische Mause mit

Pioglitazone (20 mg pro kg Korpergewicht pro Tag)leo Placebo fur 10 Tage
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behandelt[101]. Es zeigte sich, dass eine Behagdiih dem PPAR~Agonist Pioglitazon
zu einem Anstieg der Anzahl zirkulierender EPC dawion peripheren Blut als auch im
Knochenmark fuhrt. Dieser Effekt hielt fir mindeste20 Tage an. Neben dem Anstieg der
EPC-Zahl wurde die Migrationsfahigkeit, ein etatike Parameter flr die EPC-Funktion,
verbessert. Au3erdem fuhrte die Behandlung mit darazolidindion zu einer Verbesserung
der Neoangiogenese. Nach Isolierung der EPC ausniteRioglitazon behandelten M&ausen
zeigten diese Zellen eine Verminderung der Apoptdse Die Behandlung mit Pioglitazon
hatte keinen Einfluss auf die Glukose- und Lipidu®ekonzentration bei den Mausen, was
vermuten liess, dass diese gunstigen Effekte vogliRaizon von den metabolischen Effekten
unabhangig sind [101]. Diese Daten werden durcheneexperimentelle Studien unterstitzt,
die eine direkte Modulation von Adh&sionsmolekilpm-koagulatorischen Faktoren und

Matrixmetalloproteinasen in vaskularen Zellen ggzbaben (Review in [102]).

2.6 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Auf Grund der genannten Beobachtungen stellte diehFrage, ob die Behandlung mit
Pioglitazon zu einer vermehrten Freisetzung undbesserten Funktion endothelialer
Progenitorzellen bei Patienten mit koronarer Hémaekung OHNE Diabetes mellitus fihrt.
Diese Frage wurde in einer prospektiven, randomeie doppelblinden,

placebokontrollierten, klinischen Studie an PaBenimit angiographisch nachgewiesener

stabiler koronarer Erkrankung sowie einer norm&érkosetoleranz durchgefihrt.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien

3.1.1 Verwendete Substanzen

1,19—dioctadecyl-3,3,39,39-tetramethylindo-carbom@a-markiertes  acetyliertes
density lipoprotein (Di-ac-LDL), Cell Systems, 8atharinen
2,4,2-Hydroxyethyl-1-piperazinyl-ethansulfonsau=PES), Merck, Darmstadt
Adiponectin (human, rekombinant, Alexis Biochemscala Axxora, Lorrach
Apoprotin (bovine lung), 1,4 mg Protein/ml, Sigm&dAch, Taufkirchen
Biocoll Dichtegradientenlésung, Biochrom AG, Berlin
Bovines Serum Albumin (BSA), SERVA ElectrophoreSisibH, Heidelberg
Cell Wash, BD Pharmingen, Heidelberg
DC Protein-Assay Reagent A, Bio-Rad Laboratoriegnthen
DC Protein-Assay Reagent B, Bio-Rad Laboratoriegnshen
Dexamethason (Fortecortin), 4 mg, Merck, Darmstadt
Dextro O.G.T Saft, 300 ml, Roche, Mannheim
Eisessig, Merck, Darmstadt
Ethanol 99%, Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), Sigma-Aldri€hufkirchen
FACS Clean, BD Pharmingen, Heidelberg
FACS Rinse, BD Pharmingen, Heidelberg
Fibronektin (aus humanem Plasma), Sigma-AldriclufHiechen
FITC-markiertedJlex europaeus Lectin (10pg/ml), Sigma Aldrich, Taufkirchen
Fluorescent Mounting Medium, DAKO, Hamburg
Foetales Kalberserum (FKS), Invitrogen, Karlsruhe
GW9662 (PPARr+ANtagonist), Alexis Biochemicals via Axxora, Locta
Kaliumchlorid (KCL), Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat (KiRO,) Merck, Darmstadt
di-Kaliumhydrogenphosphat gKPQ;), Merck, Darmstadt
Kaliumhydroxid (KOH), Roth, Karlsruhe
Mini Complete Tabletten (Proteaseinhibitoren), Rgddannheim
Natriumchlorid (NaCl), Merck, Darmstadt

19

low-



Kapitel 3 — Material und Methoden

di-Natriumhydrogenphosphat (B4PO;) Merck, Darmstadt
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) g&ia-Aldrich, Taufkirchen
N,N-Dimethyl-9,9’-biacridiniumdinitrate (Lucigeninigma-Aldrich, Taufkirchen
Paraformaldehyd (PFA), Merck, Darmstadt

Phorbol-12-Myristate-13-Acetate (PMA), Sigma-Aldrjcraufkirchen

Pioglitazon (45mg Tabletten), Takeda Pharma Gmbdth&n

Propidiumiod (50ug/ml), Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Streptavidin (Phycoerythrin-markiert), DAKO, Hambur

Stromal-Derived Factor 1 (SDF-1) 19, R&D Systems, Wiesbaden

Sucrose, Merck, Darmstadt

Trypsin, Promocell, Heidelberg

Tarks-Losung, Merck, Darmstadt

Universalagarose, Peglab Biotechnologie GmbH, [gdan

Vectashield Eindeckmedium mit DAPI, Linaris, Weithe

Wasserstoffperoxid (4D,) 30%, Merck, Darmstadt

3.1.2 Puffer und L&sungen

3.1.2.1Allgemein verwendete Puffer und Losungen

10 x Phosphate-buffered Saline (10xPBS):

Substanz Menge / Endvolumen
NacCl 80g¢
NaHPO, 14,4 g
KH2PO, 2449
KCI 29
ad 1000 ml (mit Aqua dest), pH 7.4

50 x TAE-Puffer:

Substanz Menge / Endvolumen
NacCl 484 g
EDTA 37,2¢g
Eissessig 116 ml
ad 2000 ml (mit Aqua dest), pH 8.4
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1mM EDTA-LGsung

Substanz

Menge / Endvolumen

EDTA

372,24 g

ad 1000 ml (mit Ampuwa), pH 8.0

1M KH ZPO4-Lbsung

Substanz

Menge / Endvolumen

KH2POy

5,24 g

ad 38,5 ml (Ampuwa)

1M K2HP04-Lbsung

Substanz

Menge / Endvolumen

KoHPO,

12,199

ad 70 ml (Ampuwa)

3.1.2.2Puffer fur die FACS-Messung

FACS-Puffer

Substanz

Menge / Endvolumen

Aprotinin

1 ml (Aktivitat 15 U/l)

Bovines Serumalbumin

0,59

ad 500 ml (mit sterilem 1x PBS)

10 x Binding Buffer

Substanz Menge
HEPES 239¢g
NacCl 81,2¢g
CaCl2 2,759

ad 1000 ml (Ampuwa), pH 7.4
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3.1.2.3Puffer fur den NADPH-Oxidase-Assay

Kalium-Phosphat-Puffer (Puffer A)

Substanz / Lésung Menge / Endvolumen
IM KH,PO, 38,5 ml
IM KoHPO, 61,5 ml

ad 900 ml (Ampuwa) = Puffer0.1M)
500ml ad 1000 ml Ampuwa = Puffep0mM)
51,3 g Sucrose ad 1000ml| mit Puffer A(50mM)

Lucigenin-Puffer (Puffer B)

Substanz Menge / Endvolumen

Lucigenin 2,5mg
ad 500 ml mit Puffer A; Anmerkung: Nag¢h
Sterilfiltration b. 4°C aufbewahrt

NADPH-Puffer (Puffer C)

Substanz / Lésung Menge / Endvolumen

NADPH 50 mg

1M NaOH 83,3ul (= Losung E)
+ 5ml Puffer A; Anmerkung: Aufbewahrur|g
bei -80°C

Homogenisierungs-Puffer (Puffer D)

Substanz / Lésung Menge
Puffer A 50 ml
Complete 1 Tablette; Aufbewahrung b. 4°C
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3.1.3 Antikérper

Antikorper Hersteller

Anti-IgG, — Fluoresceinisothiocyanat (-FITC) | BD Pharmingen, Heidelberg
Anti-IgG, — Phycoerythrin (-PE) BD Pharmingen, Heidelberg
Anti-CD34 — Fluoresceinisothiocyanat (-FITC)| BD Pharmingen, Heidelberg
Anti-CD133 — Phycoerythrin (-PE) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Anti-VEGFR-2 (-KDR) R&D Systems, Wiesbaden
Anti-Annexin V- FITC BD Pharmingen, Heidelberg

3.1.4 Gerate und Zubehor

Autoklav, Biomedics Laborservice GmbH, Giessen
Blutzuckermessgerat, Accu-Check

Brutschranke, Heraeus Hera Cell bzw. Sanyo MCO 7 A
FACSCalibur, Becton Dickinson, Heidelberg
Fluoreszenzmikroskop, Nikon Eclipse E600
Geldokumentationssystem, Gene Genius Bio Imagirsge®y, Syngene
Gelelektrophoresekammer , Biorad, Bio-Rad LaboréoMinchen
Kihlzentrifuge, Napco 2019R, Napco Deutschland
Lichtmikroskop, Olympus CK2, Olympus, Deutschland
Luminometer, Berthold Lumat LB 9501, Berthold, Dsaltland
PH-Meter, WTW 527, Deutschland

Photometer, Beckman Coulter DU 730, Beckman, Déldad
Sterilbank, Heraeus Hera Safe

Stromquelle, Biorad Power-Pac 300, Bio-Rad LaboredépMinchen
Thermocycler, Px2, Thermo Electron Corporation

Thermomixer, Eppendorf Thermomixer Comfort

Tischzentrifuge, Heraeus Biofuge Pico, Heraeus t&ailand
Vortexer VF2, Janke und Kunkel, Deutschland

Waage, Acculab, Sartorius, Deutschland

Wasserbad, Memmert, Deutschland

Zentrifugen, Heraeus Laborfuge 400R und Megafu@e 1.
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3.1.5 Software

BD Cellquest Software™ Pro Version 4.0.2 , Bectackidson, Heidelberg
Microsoft Office Paket 2003

Syngene GeneSnap 6.07

Lucia 4.6, Nikon, UK

GraphPad Prism, Version 3.02

3.2 Methoden

3.2.1 Studiendesign

Das Design der Studie war prospektiv, randomispmaizebokontrolliert und doppelblind. Die
Randomisierung erfolgte computerbasiert durch dietheke des Universitatsklinikums des
Saarlandes in Homburg. Patienten und Studienbetreueden erst vor der statistischen
Datenauswertung Uber die Gruppenzugehorigkeit deatiefen informiert. Die

Haupteinschlusskriterien waren eine angiographist@chgewiesene stabile koronare
Herzerkrankung und ein Alter zwischen 18 und 80relahZu den Ausschlusskriterien
gehorten das Vorliegen einer pathologischen Glukts®nz bzw. eines Diabetes mellitus,
ein akutes Koronarsyndrom, hohergradige Klappeswijti eine symptomatische
Herzinsuffizienz (New York Heart Association Klas$é oder 1V), eine hochgradige,

systolische, linksventrikuldare Funktionsstérung fifdert als eine linksventrikulére

Ejektionsfraktion kleiner 40%), eine stark eingegsckte Leberfunktion (definiert als
Transaminasen groRer als das Zweifache des Noriohgye oder schwere

Nierenfunktionseinschrankung (definiert als Serteakininwert Uber 2,5 mg/dl oder
Kreatinin-Clearance-Wert unter 30 mi/Min). Wenn BRa#grkrankungen oder klinische
Konstellationen vorlagen, die eine Anderung der idatibn wahrend der Studiendauer
notwendig gemacht hatten (z.B. geplante Operatipnenrde auf den Einschluss dieser

Patienten ebenfalls verzichtet. Weitere Ausschhuteslen galten fur suchtkranke Patienten
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(ohne Nikotinabusus), psychisch kranke Patienteimwangere Frauen bzw. Frauen in
gebarfahigen Alter sowie Patienten mit dauerhafignnahme von nicht-steroidalen
Antiphlogistika. Die Erhebung der Ein- und Aussdskriterien erfolgte mittels Durchsicht
des Herzkatheterbefundes, des  klinisch-chemischeroutirfkelabors  vor  der

Koronarangiographie und durch Anamnese der Patiente

Insgesamt wurden 54 Patienten ohne bekannten [ERmbeellitus anhand ihrer klinischen
Charakteristika fur die Durchfihrung des oralen kBketoleranztestes ausgewahlt. Dieser
Test erfolgte nach den aktuellen Leitlinien der 8ehen Diabetesgesellschaft [103] unter

Verwendung des Dextro O.G-T. (Roche) nach 10-sgerdiichternphase.

Ein Blutzuckerwert 2 Stunden nach dem Test > 14@mgfurde als pathologische
Glukosetoleranz und ein Wert > 200mg/dl als Diabeteellitus klassifiziert und diese

Diagnose entsprechend im Arztbrief vermerkt.

Die Patienten mit normaler Glukosetoleranz erhre#&mg Pioglitazon oder Placebo fur 30
Tage zusatzlich zu ihrer leitliniengerechten kdehiaMedikation, die wahrend der Studie
nicht verandert wurde. Vor Beginn der Medikatiomdurach 30 Tagen erfolgte eine peripher-
venodse Blutenthahme von je 120ml Blut (100ml Cui@tt 10ml Serum, 10ml EDTA-BIut)

bei den niichternen Patienten. Aus den gefrorengan®mnseren erfolgte eine Insulin- und
Glukosebestimmung zur Berechnung des HOMA-Indexnfklostasis Model Assessment,
[104] in unserem Klinisch-chemischen ZentrallabDariiber hinaus wurden in unserem
Auftrag im ifke Laboratory (Mainz) ebenfalls dascheensitive C-reaktive Protein (Reagenz:
CRP Dynamik, Biomed) und die Adiponectinkonzentmati(Human adiponectin radio-

immuno assay, Linco) bestimmit.

Die Teilnahme an der Studie erfolgte nach ausfcimeli Aufklarung mit schriftichem

Einverstandnis der Probanden. Die Durchfihrung Igi¢o mit Zustimmung der
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Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes iK@&tum Nr. 130/05) und des
Bundesinstituts fur Arzneimittel und Medizinprodek(BfArM, Geschéaftzeichen 61-3910-
4030855) nach den Richtlinien der der Good ClinkRsactice (GCP) und auf den Grundlagen

der Deklaration von Helsinki (1964).

3.2.2 Isolation der mononuklearen Zellfraktion

Die in dieser Studie untersuchten endothelialerg&hitorzellen sind eine Subgruppe der
einkernigen zirkulierenden Leukozyten (mononuklezetien, siehe Kap. 2.2). Sie lassen sich
durch bestimmte Farbeeigenschaften in Kultur bzher@®ichenmarker in der FACS-Analyse
(siehe 3.2.4) quantifizieren. Fur alle Experimemteser Studie wurden zunachst die
mononukledren Zellen aus dem peripher-vendésend&uStudienprobanden gewonnen. Das
Blut wurde dazu mittels einer Fliigelkanile aus \dena cubitalis oder basilica entnommen
und innerhalb von 60 Minuten verarbeitet.

Die Isolation der mononuklearen Zellfraktion erfelg nach dem Prinzip der
Dichtegradienten-Zentrifugation. Dabei wurden zinsd20 ml Citratblut mit sterilem 1 x
PBS verdinnt. AnschlieRend erfolgte die vorsichtigberschichtung von 15 ml der
Biocollldsung (Biochrom AG). Die Proben wurden f@0 min bei 2400 rpm (ohne Bremse)
zentrifugiert. Durch die chemischen EigenschaftenBiocollldsung (Viskositat, Dichte und
Osmolalitiat) kam es im Rahmen der Zentrifugationemer Auftrennung der korpuskularen
Blutanteile und zur Ausbildung von drei SchichteBelpe Oberschicht: Plasma; weil3e
mittlere Schicht: mononukleare Zellen; rote Unthrslet: Erythrozyten und Granulozyten).
Nach sorgfaltiger Uberfiihrung der mittleren Schightein neues GefaRR erfolgten zwei
Waschschritte in Form von Auffullung auf 50 ml rhix PBS, Zentrifugation fur 10 min bei
2400 rpm (mit Bremse), Resuspendieren und Verwerfles Uberstandes. Diese
Waschschritte dienten dazu, die mononuklearen Zellen Plattchen, Biocollresten und

Plasma zu reinigen. Nach dem Waschen erfolgte sefihdlich die grindliche Resuspension
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des Pellets in 5 mL EBM Medium + Supplements (s.&hschlieBend erfolgte die
Zellzahlung in einer Neubauer-Zahlkammer. Dazu waordOul der Zelllosung mit 90ul 1 x
PBS verdunnt und dazu 100ul Turkslosung gegebenl d@ser Lésung wurden in eine
Neubauerzahlkammer pipettiert und die Zellen in deer grol3en Eckquadraten
lichtmikroskopisch bei hundertfacher VergroR3erung einem Olympus CK2-Mikroskop
ausgezahlt. Die so gewonnene Zellzahl wurde mit deéerdinnungsfaktor 50.000
multipliziert, um die Zellzahl in 1ml zu erhalten.

Die mononuklearen Zellen wurden in Endothelzell@8aedium (EBM, Lonza, Wuppertal)
mit vom Hersteller vorgebenen Zusatzen (20% fostikdberserum, 50ug/mL Amphotericin
B, 3ug/mL boviner Gehirnextrakt, 30pg/mL Gentamscifat, 1pug/mL Hydrocortison,
10pg/mL Humaner epidermaler Wachstumsfaktor, jesnvednza, Wuppertal) kultiviert oder

direkt der FACS-Analyse zugefuhrt.

3.2.3 Quantifizierung von EPC-Subpopulationen durch FACSAnalyse

3.2.3.1Grundprinzipien der fluoreszenzaktivierten Zellsortierung

Die fluoreszenzaktivierte Zellsortieranalyse (FACBgruht auf der Messung von an
korpuskularen Bestandteilen gebeugtem, gebrocheaemgestreutem Laserlicht und an der
Emission von Fluoreszenzlicht bestimmter Wellen&mgch vorheriger Anregung. Dabei
werden die in einer Tragerlésung befindlichen Zellen einem Laser mit Licht spezifischer
Wellenldnge bestrahlt. Die Zellen emittieren danautkin Streulicht. Das Vorwartsstreulicht
wird durch Beugung des Lichts hervorgerufen undtdas Mal3 fur die ZellgréRe (FSC -
Forward Scatter). Das Seitwartsstreulicht (SSCSdeward Scatter) dagegen wird durch die
Brechung des Lichts hervorgerufen und dient als KMafdlie Granularitat bzw. Kérnung der
Zellen. Neben dieser groben Charakterisierung wedde Zellen zumeist vor der Messung
mit fluoreszierenden Farbstoffen inkubiert. Dieserldstoffe sind entweder an Antikorper

gebunden, so dass eine spezifische Bindung an fgepiam der Zelloberflache oder (nach
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Zellpermeabilisierung) in der Zelle erfolgt, odeagieren direkt mit zellularen Bestandteilen
(z.B. Propidiumiodid). Bei Bestrahlung mit Lasehlicspezifischer Wellenlange werden
Fluoreszenzimpulse von den Zellen emittiert. Das ¥ellen emittierte Streulicht bzw. die
Fluoreszenzimpulse werden von wellenlangenspebdisc Filtern absorbiert und in
elektrische Signale umgewandelt. Diese Daten wedtdeoh einen Computer verrechnet und
durch ein Punkteschema (Scattergramm) auf demdilda sichtbar gemacht. Somit lassen
sich - den Fluoreszenzimpulsen entsprechend - d@ntdas Punkteschemas unterschiedliche

Zellpopulationen sortieren und quantifizieren.

3.2.3.2Quantifizierung von EPC-Subpopulationen mittels FACS-Analyse

In der vorgelegten Arbeit wurde die CD34 / Vascltadothelial Growth Factor Receptor 2
(VEGFR-2, KDR) -positive EPC-Subpopulation mittéféCS-Analyse quantifiziert, weil
bekannt ist, dass diese Zellen bei KHK-Patientergpostisch bedeutsam sind ([72], vgl.
Kap. 2.4).

Dazu wurden aus 20ml des bei den Patienten entnoemm€itratbluts vor und nach
Pioglitazon- oder Placebo-Behandlung mittels Dighadientenzentrifugation die einkernigen
Leukozyten isoliert. Das Pellet wurde in 1ml EBMtrAusatzen resuspendiert, und jeweils
100ul dieser Zellsuspension bildeten die Grundtigyefolgenden FACS-Anséatze (jeweils als
Doppelbestimmung):

1 - Isotypenkontrolle (Ig&FITC, IgG&-PE , Quantifizierung unspezifischer
Antikdrperbindungen)

2 — CD34-FITC / VEGFR-2 (Endotheliale Progenitolee)

Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden Phycoerythrin (P&) und Fluorescein-lsothiocyanat

(FITC, grun) verwendet. Das genaue Pipettierschetriabelle 3.1 zu entnehmen.
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Zeitachse | Dauer |Beschreibung |lsotypen-Kontrolle| CD34/CD133 CD34/NVEGFR-2 |Beschreibung | Dauer
(MINUTER) Ansatz - Nr. 1 2 3 (MINUTEN)
v 3] smin FICOLL 100yl 100l 100l FICOLL 5 min
25 ||| Antikorper 1 | 104l IgG-FITC | 104l CD34-FITC e
a5 | a5 | omn S| Antikomper2 | 10ul IgGk-PE | 10yl CD133-PE [20H! hum.SERUM| BLOCKING | ™y
50 | 40 Auffillen +2ml Cell Wash | +2ml Cell Wash |+2ml FACSpuffer| Auffillen
60 [ 50 | 10min | Zentrifugation | 1300 rpm, S1 1300 rpm, S1 1300 rpm, S1 | Zentrifugation | 10min
65 | 55 Absaugen Absaugen
7 Auffillen | +200pl Cell Wash |+200ul Cell Wash | 10ul antiVEGFR2 | Antikorper 2 | 700 25|
75 Fideren | +200pl PFA 4% | +200pl PFA 4% |50ul Streptavidin- gsmpsds_+PsEu)l a0min, EI3,
105 18mi M PE-Verdiinnung treptavidin- u.n e
N £} m—— FACS FACS 10yl CD34-FITC | Antikorper 1 | 207 £
130 *FACS-Einschaltroutine +1ml FACSpuffer|  Auffillen
140 1300 rpm, S1 | Zentrifugation | min
Absaugen
+200pl Cell Wash|  Aduffillen
150 +200pl PFA 4% Fixieran
160 FACS Messung 10 min
180 FACS-Auswertung 20min
200 FACS-Ausschaltroutine 20rmin

Abb. 3.1: Pipettierschema fur das EPC-FACS. Anmerkundgie: Zugabe von Paraformaldehyd (PFA) diente
der Fixierung der Antikérperbindungen. Humanes Bewurde in Ansatz 3 zur Unterdriickung unspezifische
Bindungen eingesetzt. In Ansatz 3 wurde der VEGFRbEr einen aus in Ziegen generierten Antikérpea(g
anti-human VEGFR-2) indirekt Uber anti-goat Stremma-PE nachgewiesen. Die FACS-Einschaltroutine
bestand aus ausgiebigem Spulen der Leitungen urdfamBem Primen bzw. Laden der entsprechenden
Software und Geréteeinstellungen. Die FACS-Aussah#ine bestand aus ausgiebigem Spilen mit FACS

Clean und FACS Rinse fiir jeweils 10 Minuten.

Alle FACS-Analysen wurden mit einem FACSCalibur dBirma Becton Dickinson
(Heidelberg) durchgefuhrt. Der so gewonnene Datensvurde mittels Cellquest Pro
Software™ aufgearbeitet. Mit Hilfe des Forward uiddeward Scatter konnten die
mononukledren Zellen in Granulozyten, Lymphozyted vlonozyten differenziert werden.

Von GrofR3e und Granularitat her sind EPC im Lymphezgate zu finden. Daher wurden bei

jeder einzelnen Messung insgesamt 250.000 Zelldoymphozytengate gezahlt.
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3.2.4 EPC-Quantifizierung durch Di-ac-LDL / Lectin-Farbun g

Endotheliale Progenitorzellen zeichnen sich dutue iAnfarbbarkeit mitUlex europaeus
Lectin und durch die Fahigkeit, Di-Acetyliertes Low DewgsLipoprotein (Di-ac-LDL) zu
phagozytieren, aus [41]. Zur Durchfiihrung der Dit&d. / FITC-Lectin-Farbung wurden 4 x
10° mononukledre Zellen aus der Ficoll-Isolation auft riribronektin (10 pg/ml)
beschichteten 24-Well Kulturplatten in EBM mit Zteeh Uber 4 Tage kultiviert. Zur
Fibronektin-Beschichtung wurde die Stammlésung (fbnigl:100 mit 1 x PBS verdinnt, 30
Minuten auf den Kulturplatten inkubiert und danrgedaugt. Nach 4 Tagen Kultur erfolgte
das Absaugen des Mediums, Waschen mit sterilerlPBS und die Inkubation bei 37°C mit
2,4ug/ml Di-ac-LDL (Cell-Systems, Deutschland) iBM fur 1 Stunde im Dunkeln. Danach
wurde die Farbung mittels 2% Paraformaldeyd fuMiGuten bei 37°C fixiert und daraufhin
mit 10pg/ml FITC-markiertendlex europaeus Lectin (Sigma, Deutschland) bei 37°C fur 3
Stunden im Dunkeln der zweite Farbschritt durchgegfiNach zweimaligem Waschen mittels
1 x PBS wurden die Cover Slips auf einen Objek#rdafgebracht und mit Eindeckmedium
(Fluorescent Mounting Medium, Dako, Deutschland)ndeéckmedium mit DAPI (zur
Kerngegenfarbung, Linaris, Deutschland) und Deckglersehen. Dieser Assay erfolgte fur
alle Studienpatienten als Dreifachbestimmung. Dikroskopische Auswertung erfolgte mit
der 100 x VergrofRerung an einem Nikon Eclipse Beld@reszenzmikroskop. Dabei wurden
pro Cover Slip drei reprasentative Gesichtsfeldattels der Lucia G/F Software™
aufgenommen und ausgezahlt. Zellen, die kernhadicen (blau leuchtend), und die Di-ac-
LDL (rot leuchtend) phagozytiert und sich mit FIT€etin (grin leuchtend) angefarbt hatten,
wurden als EPC gezahlt.

Der beschriebene Assay zur EPC-Quantifizierung engtenfalls in Zellkulturexperimenten
an endothelialen Progenitorzellen freiwilliger Paolden benutzt, bei denen die Zellen fur 24
Stunden mit 10uM/l Pioglitazon, 10uM/l Pioglitazo#n 1uM/I PPARy-Antagonist

(GW9662), 20ug/ml Adiponectin oder Losungsmittek(BBS) stimuliert waren.
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3.2.5 Bestimmung der EPC-Apoptose durch FACS-Analyse

Die Messung der EPC-Apoptoserate mittels FACS Hasief der hohen Affinitdt von
Annexin V zu Membranphosphatidylserinen. Diese diail intakter Zellmembran an der
Membraninnenseite lokalisiert. Bereits in frihen agdn der Zellapoptose werden
Phosphatidylserine nach aufR3en transloziert, undt$@mn die Rate der apoptotischen Zellen
mittels Annexin V-Farbung durchflusszytometrischstemt werden. Da es bei der
Zellnekrose ebenfalls zu einem Verlust der Membviagritdt kommt, und die Membran
permeabel wird, kann Annexin V in die Zellen diftieren und an Phosphatidylserin auf der
Membraninnenseite binden. Daher kénnen bei allemigarbung von Zellen mit FITC-
gelabeltem Annexin V apoptotische von nekrotischelten nicht unterschieden werden. Zur
Diskriminierung wurde als zweiter Farbstoff Propmiodid (Pl, Sigma) hinzugegeben.
Dieser DNA-Farbstoff kann nur permeabilisierte Awlmbranen passieren, farbt also nur
nekrotische Zellen. Der FACSCalibur (Beckton Didan) wurde so eingestellt, dass lebende
Zellen (Annexin V negativ, Pl negativ) mit ausregolder Sicherheit von apoptotischen Zellen
(Annexin V positiv, Pl negativ) und nekrotischenll@e (Annexin V positiv, Pl positiv)
unterschieden werden konnten.

In dieser Arbeit wurde die EPC-Apoptoserate derelRtgn vor und nach Therapie mit 45mg
Pioglitazon oder Placebo fur 30 Tage wie oben bédmbn gemessen. Dabei wurde die
basale Apoptose mit der Apoptoserate unter oxidativStress (ausgeldst durchy(d,
300uM, 24 Stunden) verglichen. Alle Messungen gtéol als Doppelbestimmung. Nach
Isolation der mononuklearen Zellfraktion folgtere dhussaat von 1xfOMNC auf 6-well
Platten und die Zellkultur Uber 24 Stunden. Darmuffvurde der Apoptoseinduktor
zugegeben. Nach weiteren 24 Stunden erfolgte daawgen des EBM und die Ablésung der
Zellen mittels einer 1:1 verdiinnten Trypsin / EDTAsung fur 5 min Inkubation im
Brutschrank. Zum Blockieren der schadigenden Wigkwon Trypsin wurde vor dem

Uberfiihren der abgelosten EPCs in ein Eppendofgifaeils 1 mL EBM mit Zuséatzen in
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die Schalen gegeben. Die Zellen wurden durch Zegation fir 5 min bei 2000 rpm
(Heraeus Biofuge pico) pelletiert und in jeweilsO4@. 1 x Binding Buffer resuspendiert.
Danach erfolgte der Transfer in die FACS Tubes disdZugabe von fL Annexin V-FITC
und 5uL Propidiumiodid. Nach 10 min Inkubation im Dunkedof Eis wurden nochmals 100
uL 1 x Binding Buffer zugegeben und die FACS-Ans&uaendlich gevortext.

Direkt im Anschluss erfolgten die Messung am FACIHa (Becton Dickinson) und die
Auswertung mit Hilfe der Cellquest Pro Software ™gaarbeitet. Dabei wurden die Annexin
V-positiven und Pl-negativen Zellen im Lymphozytateg als nicht- oder friilhapoptotische
und die die Annexin V-FITC-positiven und Pl-negativZellen mit geringer Grof3e und
Granularitat (beides <10 aber oberhalb des fiir Zelldebris gesetzten Thtdsh als

spatapoptotische EPCs gezahlt.

3.2.6 EPC-Migrationsassay

Die Migrationsfahigkeit ist ein wesentlicher Paraene der Funktion endothelialer
Progenitorzellen und beféhigt diese zur Extravasatius dem Blutfluss in die Gefal3wand.
Die EPC-Migration kann durch Stimuli wie Vasculardethelial Growth Factor (VEGF) und
Stromal-Derived Factor-1 (SDF-1) ausgeltst werdéf].[Fir den Migrationsassay wurden
zunachst 4 x 10mononukleare Zellen tiber 4 Tage auf 6-well Plakigltiviert. Nach diesem
Zeitraum erfolgte nach Waschen mit sterilem 1 x PIBS Ablosen der EPCs mittels Trypsin /
EDTA-Gemisch (1:1, jeweils 500 pl Trypsin und 50aQuinM EDTA (pH 8.0), Inkubation
bei 37°C fur 5 Minuten) und eine Zentrifugation fitke Minuten mit 2000 rpm (Heraeus
Biofuge pico). Das Pellet wurde in 300 ul EBM ohhesatze resupendiert. Nach Zellzéhlung
wie oben beschrieben erfolgte die erneute Aussaat & x 10 Zellen in einem
Gesamtvolumen von 500ul EBM ohne Zusétze in derreobdeil einer modifizierten
Boyden-Kammer (HTS Fluoroblock, @V Porendurchmesser, BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland). Diese Kammer wurde in ein 24-Well @&0ul EBM ohne Zusatze und
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100ng/ml SDF-1 (Rekombinanter Stromal-Derived Fate / CXCL12, R&D Systems,

Deutschland) gestellt. Nach einem Tag in Kultuokgten die Farbung mittels Di-ac-LDL wie

oben beschrieben und anschliel3end die mikroskapidciswertung der migrierten und Di-
ac-LDL-positiven EPC an der der Unterseite desefSltmittels Fluoreszenzmikroskopie.
Dazu wurde der Filter mit Hilfe eines Skalpells vder Chamber entfernt und auf einem
Objekttrager eingebettet. Die Auszahlung des gemarhkilters erfolgte maanderférmig an
einem Nikon Eclipse E600 Fluoreszenzmikroskop milfeHder 400 x VergrofRerung. Pro
Patient wurden drei Migrationsassays durchgefuhrt.

Die EPC-Migration wurde auf diese Weise ebenfallsden in Kap. 3.2.4 beschriebenen
Zellkulturexperimenten bestimmt, um den Einflussnvdioglitazon, GW9662 und

Adiponectin auf die Funktion der Progenitorzelleniiberprifen.

3.2.7 Assay der koloniebildenden EPC (Colony forming ung, CFU)

Die Fahigkeit endothelialer Progenitorzellen zuonidlen Expansion und Proliferation in
Kultur kann mit dem so genannten Hill-Assay [47Rqtifiziert werden. Dazu wurden nach
der Ficoll-Isolation je 5 x T0omononukleare Zellen unter Zugabe in 1 mL EBM mis&tzen
auf drei mit Fibronektin (10 pg/ml) beschichtet&\ll Platten ausgesat. Nach zwei Tagen in
Kultur wurden von jedem Well die nicht-adharenteell@h im Kulturmedium durch
Abpipettieren und Zentrifugieren (10min, 3000 rgdgraeus Biofuge pico) gewonnen. Nach
Resuspension im EBM erfolgten die Zellzéhlung wiero beschrieben und die Neuaussaat
von je 1 x 16 Zellen in zwei 24-Wells, so dass pro Patient issge 6 Assays durchgefiihrt
wurden. Nach 6-7 weiteren Tagen in Kultur erfoldie lichtmikroskopische Auszahlung des
gesamten Wells mit der 100 x und 200 x Vergrol3ertiapnien wurden dabei als adharente

Zellaggregate von mehr als 15 Zellen definiert.
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3.2.8 Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion(RT-PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (polymerase chainti@® PCR) diente in der vorliegenden
Arbeit dazu, die Expression des PPARn EPCs nachzuweisen. Dazu wurden MNC
freiwilliger Probanden fur 4 Tage in Selektionsmadikultiviert. Aus diesen Zellen erfolgten
eine Isolation der Gesamt-RNA, eine Reverse Traoisén (RT) und schlussendlich die

PPARy-PCR.

3.2.8.1Gesamt-RNA-Isolation

Zur RNA-Isolation wurde das Medium abgesaugt, didti¢schale mit 1 x PBS gewaschen
und 1ml RNA-Pure (Peglab, Deutschland) zur Zellliiezugegeben. Das Zelllysat wurde
mit einem Zellschaber grindlich abgekratzt und in Eppendorfgefald tberflhrt. Die
Proteine wurden durch Zugabe von 300 pl Chlorof@mtfernt. Bei der anschlielRenden
Zentrifugation bei 2C fur 15 min mit 14000 rpm bildeten sich 3 Phases, @on denen die
wassrige Oberphase in ein neues Eppendorfgefafititevurde. Nach der Zugabe von 400
ul eisgekihltem Isopropanol wurde die Probe fimdestens 1 Stunde auf *20gekihlt und
anschlieRend fiir 30 min bei@ mit 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wuathgesaugt
und das Pellet in 300 pl eisgekihlten Ethanol (7ih%NAse-freiem Wasser) gewaschen.
Eine letzte Zentrifugation beP@ fir 15 min mit 14000 rpm pelletierte die gewaseh&NA
erneut. Nach griindlichem Absaugen des Uberstandelgte das Trocken des Pellets bei
Raumtemperatur flir mindestens 30 min. Schlie3liahde die isolierte Gesamt-RNA in 20 pl
RNAse-freiem Wasser grundlich resuspendiert undmPhotometer (Beckman Coulter

DU 730) quantifiziert.

3.2.8.2Reverse Transkription

Die Reverse Transkription diente dazu, aus der @eBMNA von EPCs copy-DNA
herzustellen. Der Ansatz fur diese Reaktion sahfelgt aus: 2 pg Gesamt-RNA (verdunnt

ad 12 pl mit RNAse-freiem Wasser) wurden mit 2ulxXL&®T-Puffer (Qiagen), 2ul dNTP
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(5mM, Qiagen), 2ul Random Primer (zuféllige HexameRoche), 1ul RNAsin (RNAse-
Inhibitor, Promega) und 1ul Omniscript RT-Enzym @en) versehen und fur 1 Stunde bei
37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Inkubatiom fiMinuten bei 9%C terminiert und

die Proben bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

3.2.8.3Polymerase-Kettenreaktion

Neben dem PPAR-wurde die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydroger(@®&PDH) als
nicht reguliertes Housekeeping-Gen [105] zur Kdtgrebenfalls aus jeder RT amplifiziert.

StandardméaRig kamen zu 2 pl RT-Produkt jeweils I48g folgenden Mastermixes.

Name der Losung Menge Hersteller

1 pl Forward Primer MWG-Biotech, Ebersberg,

Deutschland

PCR-Mastermix

1 pl Reverse Primer MWG-Biotech, Ebersberg,
Deutschland

1 pl dNTP (10mM) Peglab GmbH, Erlangen, Deutschlpnd

5 ul 10 x PCR-Puffer Peglab GmbH, Erlangen, Deldsch

0,2 pl Tag-Polymerase Peglab GmbH, Erlangen, Delatsd

39,8 ul Ampuwa

Ein typischer PCR-Lauf bestand aus der initialemdderierungsschritt fir 5 min bei 95,
mehreren PCR-Zyklen (60 sec bei Primer-Annealingyeratur, 90 sec bei T2 und 60 sec
bei 95C) und einer abschlieBenden Amplifikation (10 mén T2°C).

Fur die GAPDH-PCR wurden 27 Zyklen bei®60Primeranlagerungstemperatur verwendet,
fur PPAR-1 40 Zyklen bei 38 bzw. 40 Zyklen bei 5€ fir PPAR-2. Folgende
Oligunukleotide wurden als Primer fur die PCRs vamdet:

1- PPAR-1 (PCR-Fragment 205 bp, Referenz: [106]):
PPAR-1 sense: 5'-CTG GCC TCC TTG ATG AAT AA-3’
PPARy antisense: 5'-GGC GGT CTC CAC TGA GAA TA-3
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2- PPAR-2 (PCR-Fragment 74 bp, Referenz: [107]):
PPAR-2 sense: 5’-AGG GCG ATC TTG ACA GGA AAG-3
PPAR-2 antisense: 5’-CCC ATC ATT AAG GAATTC ATG B3’

3- GAPDH-PCR (PCR-Fragment 220 bp, [105])
GAPDH sense: 5'-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3’
GAPDH antisense: 5-TCC ACC ACCCTG TTG CTG TA-3

Zur Beurteilung der PCR-Ergebnisse erfolgte eineABBElelektrophorese mit dem PCR-
Produkt auf einem 1,2%igen Agarose-Gel (1,2 g Usalagarose, 100ml 1 x TAE-Puffer, 5
ul Ethidiumbromid) in 1 x TAE als Laufpuffer bei 79 fir 30 Minuten. Als DNA-
Langenstandard dienten dabei jeweils 5ul 1kbPlug\DBEdder (Invitrogen). Abschlie3end
erfolgte die Gelfotografie mit Hilfe eines Geldokentationssystems (Gene Genius Bio

Imaging System, Syngene).

3.2.9 NADPH-Oxidase-Aktivitatsmessung

Zur Untersuchung des Effekts von Pioglitazon auke dNADPH-Oxidase-Aktivitat

endothelialer Progenitorzellen wurden aus dem Breiwilliger Probanden wie oben

beschrieben endotheliale Progenitorzellen gewonned auf mehrere 6-Well-Platten
ausgesat. Nach 4 Tagen wurden zum KulturmediumeztewlOul 1 x PBS oder Pioglitazon
10 uM/l gegeben. Nach 24 Stunden erfolgte das Afmawdes Mediums und nach dem
Waschen mit 1 x PBS die Ernte der Zellen in 1mlfé&tuD (siehe Kap. 3.1.2.3). Nach
gleichmafgiger Verteilung dieser Losung auf drei éfgorfgefaRe wurden die Zellen durch
Ultraschallbehandlung fur 1 Minute weiter aufgeltetl dann auf Eis gestellt. Im Anschluss
erfolgte auf 50ul der Probe eine Proteinbestimmuagh LOWRY mit den DC Protein-Assay
Reagenz A und Reagenz B (Bio-Rad Laboratories, kiémcam Beckman Coulter DU 730
Photometer. Zeitgleich zu dieser Messung wurderfeP& und C auf 37°C aufgewéarmt und

Puffer A bei Raumtemperatur mit den Proteinaseitinén (Complete, Roche) versetzt. Im
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Anschluss erfolgte die Leerwertbestimmung in zwehrten am Luminometer (Berthold
Lumat).

Leerwert 1:100ul Puffer A + 500ul Puffer B, Messung fur 5 min

Leerwert 2:100 pul Puffer A + 500ul Puffer B + 100ul Puffer@essung fir 5 min

Daraufhin erfolgte die Messung der Proben:

Probenleerwert250ul Probe + 100ul Puffer A + 500ul Puffer B, Blasg fur 5 min

Basale NADPH-Oxidase-Aktivitda250ul Probe + 100ul Puffer A + 500ul Puffer B 40

Puffer C, Messung fir 10 min

Stimulierte NADPH-Oxidase-AktivitdtZugabe von 2,5ul Phorbol-12-Myristate-13-Acetate

(PMA) zu 250ul Probe, Inkubation fiir 10in bei 37C. Danach Zugabe von 100ul Puffer A
+ 500ul Puffer B + 100ul Puffer C, Messung fur 1id.m

Die Berechnung der NADPH-Oxidase-Aktivitat erfolgtenn nach folgender Formel:

Quotient = Relative LuciferasgsURLU/S)
Proteinkonzatitsn (ug/pl) x Volumen im Test (250ul)

3.2.10Statistische Analysen

Alle Daten sind als Mittelwerte + SEM dargeste8tatistische Berechnungen erfolgten mit
Hilfe der Software Graph Pad Prism (Version 3.02apgh Pad Software Incorporated, San
Diego, USA). Dabei wurden p-Werte mit <0.05 aldistesch signifikant bewertet. Je nach
Anzahl der analysierten Gruppen wurde ein einfagdier, zweiseitiger ANOVA oder ein
Student t-Test flr unverbundene Stichproben angeeteost-hoc Vergleiche erfolgten mit
Hilfe des Bonferroni-Testes, um den Einfluss desltipla testing zu minimieren. Der
Intraassay-Variationskoeffizient bei der Quantdizing der EPC war zwischen den beiden
Patientengruppen  (Placebo- und Pioglitazon-Gruppsdpwie zwischen beiden

Untersuchungsmethoden (COB4DR® FACS-Analyse, Di-ac-LDL/Lectin-Farbung)
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vergleichbar. Bei der FACS-Analyse betrug er in B&cebo- bzw. der Pioglitazon-Gruppe
28% bzw. 29%. Bei der Di-ac-LDL / Lectin-Farbungtriog er in der Placebo- bzw. der
Pioglitazon-Gruppe 29% bzw. 30%. Der direkte Vegjlezwischen der FACS-Analyse und

der Di-ac-LDL/Lectin-Farbung erbrachte einen Kaatiinskoeffizienten von £0.54.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Pioglitazon fuhrt zur Verminderung von Insulin-Serumkonzentration
und HOMA-Index

Die Teilnahme an der Studie erfolgte nach Uberprifuder Einschluss- und
Ausschlusskriterien (siehe Kap. 3.2.1). Gescreentden ca. 100 konsekutive KHK-
Patienten, die auf Grund des Herzkatheterbefundesli€ Studie passend waren. Bei ca.
einem Drittel der anhand sonstiger klinischer Krige fur die Studie in Frage kommender
KHK-Patienten lag ein bekannter Diabetes mellitas g0 dass ein Einschluss nicht erfolgen
konnte. Abzlglich der Patienten, die eine Studier@bme von vorneherein ablehnten,
erfolgte insgesamt bei 54 KHK-Patienten ohne eipekannten Diabetes mellitus ein oraler
Glukosetoleranztestes. Dabei zeigte sich bei 1&Mmah eine gestorte Glukosetoleranz, so
dass sie von der Studienteilnahme ausgeschlosseemnvuinsgesamt lag also bei einem
weiteren Drittel der gescreenten Patienten ein mretes Diabetes mellitus vor, und bei einem
weiteren Drittel wurde eine bisher unbekannte pathische Glukosetoleranz durch den
oralen Glukosetoleranztest aufgedeckt. Schlierahden 36 Patienten (25 Manner und 11
Frauen) mit normaler Glukosetoleranz in die Stuaigeschlossen. Sie erhielten zusatzlich
zur ihrer optimalen kardialen Medikation (Thrombtenaggregationshemmer, Betablocker,
ACE-Hemmer oder AT1-Rezeptorblocker, Statin) 45mggkazon oder Placebo fir 30
Tage. Vor dem Beginn der Medikation mit Pioglitazeowie nach 30 Tagen erfolgte eine
vendse Entnahme von 120 ml Blut und direkt im Ahss$ die Isolation der mononukleéren
Zellfraktion. Untersucht wurde die Anzahl und dignktion von CD3%/KDR" endothelialen
Progenitorzellen (EPC, Vgl. Kap. 2.4.). Die morjggischen und funktionellen Daten von
Patienten der Pioglitazon- und der Placebo-Gruppe i& der Tabelle 4.1 zu entnehmen.
Bezuglich der Patientenmerkmale zeigten sich beagirBe der Studie keine Unterschiede

zwischen der Placebo- und der Pioglitazongruppe.b8stand kein Unterschied in der
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Medikation der beiden Gruppen, und diese wurde grithder Studiendauer nicht verandert.
Bezuglich der Serum-Glukosekonzentration sowie ldprdkonzentration zeigte sich kein
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Aul3erdatte llie Therapie mit Pioglitazon
keinen Einfluss auf deren Spiegel. Rauchende Ratidraben wahrend der Untersuchung ihr
Rauchenverhalten nicht verandert.

Bei insgesamt 19 Patienten wurden entweder einenkoe Angioplastie oder eine koronare
Stentimplantation durchgefuhrt (9 davon stammtes dar Pioglitazon-Gruppe und die
restlichen 10 aus der Placebo-Gruppe). Es zeigtek&in Unterschied in der Wirkung von
Pioglitazon zwischen Patienten mit und ohne koretatervention.

10 Patienten erfullten die Kriterien der ,Intermatal Diabetes Federation fur die Definition
des metabolischen Syndroms [103]. 6 davon stameusrder Placebo-Gruppe und 4 aus der
Pioglitazon-Gruppe.

Die Behandlung mit Pioglitazon fuhrte zu einer Béleissung des Glukosemetabolismus. So
zeigte sich, wie Tab. 4.1 darstellt, dass es inRleglitazon-Gruppe nach Behandlung zu
einer Verminderung des Serum-Insulinspiegels kax0.(b). Auch der ,Homeostasis Model

Assessment* (HOMA)-Indewurde durch die Behandlung mit Pioglitazon reduzier
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Placebo Pioglitazon P-Wert
Anzahl der Patienten 17 18
Geschlecht (mannlich / weiblich) 13/4 12/6 n.s.
Alter (Jahre) 63+2.48 55+2.14 n.s.
BMI (kg/m?) 27+0.94 27+0.77 n.s.
Bluthochdruck 100 78 n.s.
Zigarettenrauchen (aktiv) 24 39 n.s.
Hyperlipidamie 88 88 n.s.
Positive Familienanamnese 35 61 n.s.
Aspirin 100 100 n.s.
B-Blocker 88 89 n.s.
ACE-Hemmer/AT-Rezeptorantagonisten 94 83 n.s.
Statine 94 94 n.s.
Nitrate 12 11 n.s.

Vorher Nachher Vorher Nachher P-Wert

Systolischer Bluckdruck (mmHg) 141+5.4 135+5.1 183G+ 134+3.9 n.s.
Diastolischer Blutdruck (mmHg) 73+2.5 74+3.1 74+25 75+2.4 n.s.
Herzfrequenz (min) 64+2.9 63+2.3 63+2.0 63+2.1 n.s.
Nuchtern-Glukose (mg/dl) 100+3.4 103+6.2 97+1.7 DO+ n.s.
Serum Insulin {1U/ml) 10.7+2.1 11.6+2.9 9.6x1.7 5.8£1.3 <0.05
HOMA Index 2.3+0.56 2.4+0.54 2.4+0.39 1.2+0.27 .0
Cholesterol (mg/dl) 191+10.2 183+7.5 199+6.8 179+6. n.s.
HDL-Cholesterol (mg/dl) 51+3.5 43+2.3 57+3.4 47+3.0 n.s.
LDL-Cholesterol (mg/dl) 116+9.4 109+6.7 119+8.8 1560 n.s.
Triglyceride (mg/dl) 142+12.8 162+20.2 146+16.4 133.3 n.s.

Tab. 4.1: Morphologische und funktionelle Daten von Patianter Pioglitazon- und der Placebo-Gruppe.
Anmerkungen: n.s. = nicht significant; BMI = Bodyass index; ACE-Hemmer = Angiotensin-converting

Enzyme-Hemmstoffe; HOMA = homeostasis model assessmMT1 = Angiotensin Il Rezeptor Typ 1
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4.2 Pioglitazon erhoht die Adiponectin-Serumkonzentratbn

Eine Behandlung mit Glitazonen fihrt zur Freisegzlestimmter Fettzellhormone, die zur
Gruppe der Adipocytokine gehoren [84, 85]. Ein gumtersuchter Vertreter dieser

Adipocytokine ist Adiponectin.
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Abb.4.1 Wirkung von Pioglitazon-Behandlung auf den Serueggl von Adiponectin nach 30 Tagen
Behandlung. Mittelwerte + SEM der Adiponectin-Sekamzentration in der Placebo- und in der Pioglitazo

Gruppe vor und nach 30 Tagen.

Adipocytokine fuhren zu einer systemischen Sensibrung der Organe auf Insulin durch
Forderung der Translokation von Glukosetransporig@hUT4) vom Zytoplasma in die
Zellmembran, wodurch die Glukoseaufnahme erleichvend. Folge ist eine Verminderung
der Insulinresistenz [84Der Adiponectinspiegel in der Placebo-Gruppe lptt@.2+1.2
pa/ml vor und 12.2+1.4 pg/ml nach der Untersuch(fgp.4.1). In Gegensatz dazu zeigte
sich in der Pioglitazon-Gruppe eine Erh6hung vo@%2hach 4 Wochen Behandlung (von
11.4+1.1 auf 3682.1 pg/ml; p<0.001). Interessanterweise zeigte Bahjedem Patienten in
der Pioglitazon-Gruppe mindestens eine VerdoppldeigAdiponectin-Serumkonzentration,
jedoch bei keinem Patienten der Placebo-Gruppe.itamn angenommen werden, dass die

Einnahmetreue der Patienten in der Verumgruppe 18€%4g.
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4.3 Pioglitazon senkt die hs-CRP-Serumkonzentration

Das hochsensitive C-Reaktive Protein (hs-CRP) irstMarker fur vaskulare Inflammation
[108-113]. Veroffentlichungen konnten zeigen, dabks-CRP einen der stérksten,
unabhangigen Pradiktoren fur zukinftige kardiovésieu Ereignisse darstellt [108].
AulRerdem zeigte sich, dass hs-CRP zu einer direBemintrachtigung der EPC-Biologie
hinsichtlich der Differenzierung, der Funktion utels Uberlebens [112, 113] fiihrt; dies stellt
einen potentiellen Mechanismus zur Entstehung &aedikularer Erkrankungen dar. Es ergab
sich, dass eine 30-tdgige Behandlung mit Pioglitazo einer Verminderung der hs-CRP-
Serumkonzentration fiihrt (von 3.9+0.7 mg/l zu 163tmg/l; p<0.05, Abb. 4.2). Dagegen
war nach einer 30-tagigen Behandlung mit Placebmeké/erdnderung der hs-CRP-

Serumkonzentration zu beobachten (von 3.8+0.7 mg2.9+0.7 mg/l; p>0.05).
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Abb.4.2. Wirkung der Pioglitazon-Behandlung auf die Serundemtration von hs-CRP nach 30 Tagen
Behandlung. Mittelwerte £+ SEM der hs-CRP-Serumkatrztion in der Placebo- und in der Pioglitazon-{tjrel

vor und nach 30 Tagen.

43



Kapitel 4 — Ergebnisse

4.4 Pioglitazontherapie fuhrt zur Hochregulation von CD34+/KDR+ EPC

Die Anzahl und Funktion zirkulierender CD3KDR™ EPCs sind biologische Marker fiir die
vaskulare Funktion und das kumulative kardiovagieulRisiko [47, 72, 73]. Bei KHK-
Patienten findet sich eine inverse Korrelation det Anzahl koronarer Risikofaktoren und
dem Schweregrad der koronaren Herzerkrankung [47,Eine Behandlung mit Pioglitazon
uber 30 Tage fiihrte, wie Abb. 4.3. darstellt, zmeeiErh6hung der Anzahl der CDZ4DR"
EPCs auf 142% (von 555 auf 78+6 /°1Pellen; p<0.01). Dagegen zeigte sich in der
Placebo-Gruppe keine Veranderung. Abb. 4.4 stetk eeprasentative FACS-Analyse fir
CD34-FITC/KDR*-EPCs im peripheren Blut eines Patienten vor undchna

Pioglitazonbehandlung dar.
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Abb.4.3 Quantifizierung der CD34KDR"* EPCs vor und nach Therapie. Die Box-&-Whisker-®lotigen den
Median, die Grenzen der 25% und 75%-Quantilen sosds Maximum und Minimum. *p<0.0lin der

Pioglitazon-GruppeAlle Messungen erfolgten als Doppelbestimmung.
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Abb.4.4 Reprasentative Darstellung einer FACS-Analyse noiittergramm (obere Reihe) und Analysegate
(untere Reihe) von einem Patienten der Pioglits@amppe: links CD34KDR* EPC vor Beginn der
Behandlung und rechts nach 30 Tagen BehandlungPioiglitazon. VSL = Vorwartsstreulicht; SSL =

Seitwartsstreulicht

4.5 Pioglitazontherapie fuhrt zur Hochrequlation der DILDL+/ Lectin+
EPC

Als zweite etablierte Methode zur Untersuchung Aerahl und zugleich der Funktion
endothelialer Progenitorzellen wurde eine Fluores#€irbung durchgefihrt. Asaharaakt

zeigten, dass EPCs durch die Anfarbbarkeit Wiiéx europaeus Lectin und durch die
Fahigkeit, Di-Acetyliertes Low Density Lipoprotei{Di-ac-LDL) zu phagozytieren,

charakterisiert sind [41].
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Abb.4.5 Reprasentative fluoreszenz-mikroskopische Aufnahibeac-LDL'/Lectin® EPC eines Patienten der
Placebo- bzw. der Pioglitazon-Gruppe (100-fachegi#terung) Farben: grin — FITC-Lectin, rot — Dikdal..

Gelb-orange: Doppelt-positive Zellen.

Eine Behandlung mit Pioglitazon bewirkte eine Ennddy der Di-ac-LDL/Lectin® doppelt-
positiven EPC von 86+4 auf 1545 pro Gesichtsfgd0(05, Abb. 4.5 und 4.6). Im
Gegensatz dazu zeigte sich nach Behandlung mieBbaidber 30 Tage keine Veranderung
der Anzahl der Di-ac-LDI/Lectin® EPC (Vor der Behandlung 122+5/Gesichtsfeld; naah d

Behandlung 103+4/Gesichtfeld; p>0.05).
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Abb.4.6 Quantifizierung der DiLD[/Lectin® EPCs vor und nach der Therapie. Alle Messungéaigéen als
Dreifachbestimmung. Pro Cover Slip wurden drei @#spntative Gesichtsfelder mittels Lucia G/F Sofatar
aufgenommen und ausgezahlt. Di-ac-LDL = 1,1'-didetyl-3,3,3’,3'-tetramethylindocarbocyanine-labeled

LDL; Lectin = Ulex europaus Lectin. *p<0.05

4.6 Pioglitazontherapie fordert die EPC-Migration

Die Migrationsfahigkeit ist eine zentrale funktidlee Eigenschaft endothelialer
Progenitorzellen. Sie ermdglicht diesen eine Extsation aus dem Blut tber die GefalRwand
ins Gewebe. Diese Migrationsfahigkeit kann unablgingn der Anzahl der endothelialen
Progenitorzellen reguliert werden [74]. Stimuli wi¢romal-Derived Factor-1 (SDF-1) oder
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) triggelia EPC-Migration [74].

Nach 30 Tagen Behandlung mit Placebo zeigte siaekéeranderung der EPC-Migration
(p>0.05), wahrend es nach 30 Tagen Behandlung imgifazon zu einer Verbesserung der

EPC-Migration auf 146 + 9% des Ausgangswertes kaw0.05; Abb.4.7 und 4.8.).
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Abb.4.7. Quantitative Darstellung des Effektes von Pioglita und Placebo auf die Migrationsfahigkeit der
EPC (400fache VergréRerung) nach Stimulation m@ ag/ml SDF-1 in einer modifizierten Boyden-Kammer.

Alle Messungen erfolgten als Dreifachbestimmung
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Abb.4.8. Qualitative Darstellung des Effektes von Pioglitazind Placebo auf die Migrationsfahigkeit der EPC
(400fache VergroRerung) nach Stimulation mit 100m@DF-1 in einer modifizierten Boyden-Kammer. éll

Messungen erfolgten als Dreifachbestimmung
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4.7 Pioglitazon erhoht die EPC-Proliferation

Die Fahigkeit zur Koloniebildung bzw. zur klonaleBxpansion in einem endothel-
spezifischen Kulturmedium ist eines der Hauptmetikmaon EPCs. Diese wird durch
Auszéhlen der Kolonien in so genannten HILL-Assagtimmt [47]. Es zeigte sich keine
Veranderung in der Fahigkeit zur Koloniebildungdar Placebo-Gruppe (99+9 CFU vor
Behandlung vs 11948 nach 30 Tagen Behandlung, p»0J@doch war in der Pioglitazon-
Gruppe nach Behandlung eine Steigerung der kolddestdlen Einheiten zu sehen (9919

CFU vor Behandlung vs 172+12% nach 30 Tagen Bebagdp<0.001; Abb.4.9).
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Abb.4.9. Quantitative Darstellung der Wirkung von Pioglitazozw. Placebo auf die Fahigkeit der EPCs zur

Koloniebildung. Alle Messungen erfolgten als Seabbbestimmung.
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4.8 Bestimmung der EPC-Apoptose durch FACS-Analyse

Des Weiteren wurde die EPC-Apoptoserate in dereRamproben untersucht. Im Einzelnen
wurden die basale Apoptoserate und die durch axelaiStress ausgeloste Apoptoserate mit
der in Kap. 3.2.5 beschriebenen Methode des Annéxropidiumiodid-FACS gemessen.
Neben unstimulierten EPCs erfolgte die Auslosung eridativem Stress durch Hinzugabe
von Wasserstoffperoxid @@,, 300uM), einem bekannten Induktor der ROS-medirert
Zellapoptose. Es zeigte sich in der Pioglitazongprieine Reduktion der EPC-Apoptoserate
auf im Mittel 81% des Werts vor der Behandlung (ABH.0). Unteiin-vitro Stimulation mit
H,O, war ein RlUckgang der Apoptoserate im Mittel auheai Wert von 69% der
Apoptoserate vor der Behandlung mit Pioglitazon mobachten. Bei der statistischen
Analyse (ANOVA) fand sich aufgrund der starken irtedividuellen Schwankungen kein
Unterschied (p>0.05). Dies galt auch fir die Megsimnder Nekrose mittels Propidiumiodid-

FACS.

18 -
16 -
14 -

2y | T

10 -+

Apoptot. Zellen [% ]

o O
1

vOor hach vor hach vOr hach vOor nach
- - + -+ - - + -+

Placebo TZD

I
N

O
N

Abb.4.10.Effekt von Placebo bzw. Pioglitazon auf die Apoptage von EPC in Zellkultur unter unstimulierten
Bedingungen und bei Stimulation mi®} fir 24 Stunden
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4.9 Pioglitazon vermindert die NADPH-Oxidase-Aktivitat in-vitro

Unter reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) verstemm Atame, Molektle oder Substanzen, die
ein oder mehrere ungepaarte Elektronen in ihree@ien Hille aufweisen und sich vom
molekularen Sauerstoff ableiten [31]. Viele Quelk&mnen zur Bildung von ROS fuhren. Die
wichtigste Quelle endothelialer ROS-Bildung stelit vaskulare NADPH-Oxidase dar [33].
Erhohte Konzentrationen von ROS flhren zu einaiigichtigung der Funktion von EPCs
[32, 40]. Zur Untersuchung des Effektes von Piaglin auf die NADPH-Oxidase-Aktivitat

wurden kultivierte EPCs von freiwilligen, gesundBrobanden (n=4) mit Pioglitazon (10
umol/l) tber 24 Stunden behandelt. Es zeigte siok ®erminderung der basalen NADPH-
Oxidase-Aktivitat von 40£3.29 auf 16+8.34 RLU/uguf®erdem konnte Pioglitazon die PMA
(Phorbolmyristatazetat) -stimulierte Erhdhung deAD¥WH-Oxidase-Aktivitat vermindern

(von 72+5.14 zu 44+5.45 RLU/ug; Abb.4.11).
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Abb.4.11. Die NADPH-Oxidase Aktivitat wurde nach Behandlumgn kultivierten EPCs mit Pioglitazon
(10uM/1) mittels eines Lucigenin-verstarkten Chamilneszenz-Assays gemessen. Die basale NADPH-Qxidas
Aktivitat wurde mit der durch Phorbolmyristatazef@tMA)-stimulierten NADPH-Oxidase Aktivitat verghen.
(n=4, *p<0.05).
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4.10Requlierung der EPC-Anzahl und —Funktion durch PPARy und
Adiponectin in-vitro

Untersucht wurde in der Zellkultur, ob die Erhéhuley EPC-Anzahl bzw. die Verbesserung
der EPC-Funktion kausal durch den PPARgonisten Pioglitazon hervorgerufen werden.
Dazu wurde zunachst mittels einer reversen Trapisigeé Polymerase Kettenreaktion (RT-
PCR) untersucht, ob PPARIN humanen EPCs Uberhaupt exprimiert wird. BeiRleaktion
wurden zwei verschiedene Primerpaare zum Nachweagesetzt (Vgl. 3.2.8.3.). Dabei liel

sich PPARy zweifelsfrei in EPCs nachweisen.

KB+ PPAR-y (1) LW PPAR-y 2) LW

Abb.4.12. Gelelektrophorese der PCR-Proben zum NachweifB&Ry-Expression in EPCs. KB+ = DNA-

Langenstandard. LW=Kontrollprobe mit Mastermix ofd&A. PPARy (1) bzw (2) = Amplifizierte Fragmente.

In einem zweiten Schritt wurden kultivierte EPCsnvgesunden Probanden (n=4) mit
Pioglitazon (10umol/l) allein oder zusatzlich mit dem PPARAntagonisten GW9662
(Iumol/l) Uber 24 Stunden behandelt. Wie Abb.4.13.s@dlt, kam es nach alleiniger
Behandlung mit Pioglitazon zu einer Erh6hung de€C&#hzahl auf 189 + 15% (p<0.05). Die
von Pioglitazon vermittelte Erhéhung der EPC-Anzaind vollstdndig durch den PPAR-

Antagonist GW9662 gehemmt (p<0.05). Bei eimevitro-Behandlung von kultivierten EPCs
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mit Adiponectin (2Qg/ml, 24h) in &hnlichen Konzentrationen wie denden Patienten
gemessenen Konzentrationen nach 30 Tagen Behandiitngioglitazon zeigte sich ein

vergleichbarer Anstieg der EPC-Anzahl wie bei deh&dlung mit Pioglitazoim-vivo.
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Abb.4.13. Effekte einer 24-stiindigen Behandlung von kultiége EPCs mit Pioglitazon (TZD, 10uM/I), mit
dem PPAR-Antagonist GW9662 (GW, 1uM/l) und mit Adiponectiffdi, 20ug/ml); (n=4, *p<0.05).
Quantifizierung von DiLD[/Lectin” EPC. DiLDL = 1,1-dioctadecyl-3,3,3’,3"-tetrametinydocarbocyanine-

labeled LDL; Lectin =Ulex europaus lectin.

Im nachsten Schritt ergab sich, wie Abb.4.14. dditstdass diein-vitro-Behandlung von
kultivierten EPCs mit Pioglitazon (10mol/l, 24h) die Migrationsfahigkeit pro Anzahl von
EPCs verbessert (158 +b10%, p<0.05). Diese Verhasgeblieb bei einer Co-Stimulation
mit dem PPARy Antagonisten GW9662 (1uM/l, 24h) komplett aus. gadiectin (20ug/ml)

hatte wiederum eine vergleichbare Wirkung auf deCEMigration wie Pioglitazon
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Abb.4.14. Effekte einer 24-stiindigen Behandlung kultivieECs mit Pioglitazon (TZD, 10uM/l), +/- PPAR
Antagonist GW9662 (GW, 1uM/l) und mit AdiponectiAdi, 20ug/ml); (n=4, *p<0.05). Die Quantifizierung

der migrierten EPCs erfolgte in einer modifizieriomyden-Kammer nach Stimulation mit 100 ng/ml SDF-1
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5 DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, eine prospek randomisierte, doppelblinde,
placebokontrollierte klinische Studie an Patienternt angiographisch nachgewiesener,
stabiler koronarer Erkrankung sowie einer norm&@dukosetoleranz durchzufiihren, um vom
Glukosestoffwechsel unabhéngige Effekte des Thidinalions Pioglitazon zu untersuchen.
Bei allen Patienten erfolgte vor Einschluss in 8tadie ein oraler Glukosetoleranztest zum
Ausschluss eines Diabetes mellitus. Das zentraeldfis der Arbeit ist, dass die Behandlung
mit Pioglitazon zu einer Erhdhung der Anzahl undrbésserung der Funktion von
zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen fiildteser bislang unbekannte Effekt von
Pioglitazon war bei gleichzeitiger optimaler meailentoser Therapie der KHK, bestehend
aus Thrombozytenaggregationshemmern, Betablockehnihitoren des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems und HMG-CoA-Reduktase-Inhibito(&tatinen) zu beobachten. Eine
weitere Charakterisierung der Effekte in EPC varggn, gesunden Probandervitro ergab,
dass Pioglitazon die Aktivitat der NADPH-Oxidaselueiert und dass die TZD-induzierten

Effekte durch einen PPARANtagonisten gehemmt werden.

5.1 Adiponectin ist ein moglicher Mediator der Pioglitazoneffekte auf EPC

Die Bestimmung der Plasma-Adiponectinkonzentratimnte primar der Untersuchung der
Einnahmetreue, da sich eine gesteigerte Adipon&rimexpression und erhoéhte Plasma-
Adiponectinkonzentration nach Behandlung mit Thianodionen messen lasst [110]. Wir

beobachteten bei jedem Patienten der Pioglitazamés, jedoch bei keinem Patient der
Placebo-Gruppe, mindestens eine Verdopplung derpokdictinkonzentration. Dieses

Ergebnis spricht fir eine sehr gute ComplianceRitebanden.

Die vaskuloprotektiven Effekte von Adiponectin beea wahrscheinlich im Wesentlichen auf

der anti-inflammatorischen Wirkung. Es besteht eimwerse Korrelation zwischen
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Adiponectin-Plasmakonzentration und C-Reaktivem tdtno [114]. Aul3erdem bewirkt
Adiponectin eine verminderte Expression des prtammatorischen Zytokins TNE-im
Fettgewebe und in der GefalBwand [115]. Ferner zeigh in Makrophagen nach
Adiponectinstimulation eine verminderte Freisetzwmn Interleukin-6 und TNF- und
gleichzeitig eine vermehrte Freisetzung anti-inflaatorischer Zytokine wie Interleukin-10
[116]. Adiponectin fihrt auch zu einer vermindert@aekrutierung von T-Lymphozyten in
atherosklerotischen Plaques [117]. Die Beteiligwog Adiponectin an der Regulation der
Wirkung von Pioglitazon auf die EPC wird bei Betrag der Ergebnisse dervitro Studie

in den gesunden Probanden ersichtlich. Diese EP@eamumit Adiponectin in &hnlicher
Konzentration, wie sie in den Patientenseren gesnea®rden war, stimuliert. Es zeigte sich
ein vergleichbarer Anstieg der EPC-Zahl bzw. -Mignasfahigkeit wie nach der
Pioglitazonbehandlung. Dies spricht fir eine kamigalulatorische Rolle von Adiponektin
bei den Effekten von Thiazolidindionen auf EPC. Wdimese Rolle definitiv von den rein
PPARy-abhangigen Effekten abzugrenzen, misste Uberpn¥grden, ob eine
Adiponectinstimulation z.B. auch in PPARKnockout-Mausen einen gunstigen Effekt auf
EPC hat, oder ob dim-vitro-Effekte von Adiponectin durch Ko-Stimulation mitW®662

blockiert werden kdnnen.

5.2 Der anti-inflammatorische Effekt von Pioglitazon zégt sich in einer

Verminderung der hs-CRP-Serumkonzentration

Die Atherosklerose ist nach heutigem Verstandnisn ewesentlich  durch
Inflammationsvorgange gepragter Prozess [22-26hiréehe prospektive Studien zeigten,
dass das hochsensitive C-Reaktive Protein (hs-C&R) unabhangiger Pradiktor fur
kardiovaskuléare Ereignisse bei Individuen ohne digfe Herzerkrankung ist [108]. Die hs-
CRP-Serumkonzentration sagt im Vergleich zum LDasRlaspiegel das Auftreten des ersten

kardiovaskularen Ereignisses praziser voraus [108kiterhin ergéanzt die hs-CRP-
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Plasmakonzentration die prognostische Informaties &ramingham Scores, der das 10-
Jahres-Risiko koronarer Ereignisse mithilfe der EPlasmakonzentration ermittelt [109].
Die ,Physicians’ Health Study“ fand eine Korrelatiozwischen hohen hs-CRP-
Plasmakonzentrationen und einem hohen relativenkdRiflir einen Myokardinfarkt bei
verschiedenen Plasmaskonzentrationen von Gesand- HDL-Cholesterin in bislang
gesunden Individuen. Aktuelle Untersuchungen kamhte CRP direkt in atherosklerotischen
Plagues nachweisen [110, 111]. AufRerdem zeigte sake Beeintrachtigung der
Differenzierung, Funktion und des Uberlebens vorC&Riurch hs-CRP [112, 113], was
zusammen mit der endothelialen Dysfunktion einemglialben Mechanismus der Entstehung
von kardiovaskularen Erkrankungen darstellt. Unsedatersuchungen zeigten eine
Verminderung des hs-CRP bei normoglykédmischen Rtatie mit koronarer
Herzerkrankungen nach 30 Tagen Behandlung mit Baagh. Interessanterweise ist eine
Hemmung der negativen Wirkungen von hs-CRP aufei€-Biologie durch den PPAR-
Agonist Rosiglitazon bekannt [112, 113]. Da sichden Patienten der Pioglitazon-Gruppe
eine Reduktion der hs-CRP-Serumkonzentration naiskewdiel3, liegt ein vaskularer anti-
inflammatorischer Effekt vor, der potentiell diedbachtete Regulation der EPC beeinflusst
haben konnte. Die Rosiglitazon-vermittelten Wirkangwurden jedoch bei einer hs-CRP-
Konzentration von 15mg/l beobachtet. Diese ist d&idrer als der durchschnittliche hs-CRP-
Wert unserer Studienpatiented mg/l), so dass ein entscheidender Effekt der RB-C
Senkung auf die EPC-Regulation der Probanden invdemmgruppe in dieser Studie nicht

wahrscheinlich ist.

5.3 Der Einfluss des PPARy-Agonisten Pioglitazon auf Anzahl und

Funktion endothelialer Progenitorzellen bei KHK-Patienten

Zur Untersuchung der Zahl endothelialer Progengitem werden unterschiedliche

Messverfahren eingesetzt. Zum einen erfolgt dien@imerung von Oberflachenmarkern der
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Zellen mit fluoreszenz-aktivierter Zellsortierun§ACS). Hier wurden gezielt die Marker
CD34+ |/ KDR+ ausgewahlt, weil bekannt ist, dass dahl dieser EPC-Subpopulation
kardiovaskulare Ereignisse bei Patienten mit komemalerzerkrankung voraussagt. Die
Endothelial Progenitor Cells in Coronary Artery &se (EPCAD)-Studie zeigte eine
Korrelation zwischen der Zahl CD34+/KDR+ EPC unddkavaskularer Mortalitat, und zwar
unabhangig vom Schweregrad der KHK, den kardioMas&n Risikofaktoren und der
kardialen Medikation [72]. Daruber hinaus war dehweregrad der KHK invers mit der
EPC-Zahl korreliert. Als zweite Methode zur Quanitdrung von EPCs erfolgte die Di-ac-
LDL-Lectin-Farbung[41]. In einer dritten, etabliet Methode wurde die Anzahl der
koloniebildenden EPC in Kultur mit dem so genanriiihAssay [47] quantifiziert. In den
drei voneinander unabhangigen Messmethoden zurti@ui&nung von EPC zeigte sich ein
robuster Anstieg der EPC-Zahl nach 30 Tagen Raxginbehandlung.

Neben der EPC-Zahl hat die EPC-Funktion einen Betdenden Einfluss auf die
Gefal3funktion und kardiovaskuléare Ereignisse [4Z]. Die Beeintrachtigung der EPC-
Funktion bei kardiovaskularen Erkrankungen istiteise unabhéngig von der direkten EPC-
Zahl [64]. In Mausen und kultivierten humanen EPC figirte Behandlung mit Pioglitazon
zur Senkung der EPC-Apoptoserate [101]. Intraz#dtulreaktive Sauerstoffspezies wie
Wasserstoffperoxid oder Superoxidanionen fiihren Beeintrachtigung der Funktion von
reifen und unreifen EPCs beispielsweise durch Fardeder EPC-Apoptose [40]. Von den
vaskularen ROS-Quellen stellt die NADPH-Oxidasewdightigste Quelle endothelialer ROS-
Produktion dar [33]. Unser@-vitro-Untersuchungen an EPC gesunder Spender zeigten eine
Pioglitazon-induzierte Verminderung sowohl der b&saals auch den PMA-induzierten
Steigerung der NADPH-Oxidase-Aktivitat in EPGs-vitro. Da EPC empfindlich auf
oxidativen Stress reagieren, ist dies ein mdglickechanismus des Anstiegs der EPC-
Anzahl unter der TZD-Behandlung in den KHK-Patientela bei diesen infolge der

vaskularen Inflammation erhdohte ROS-Spiegel vodregonnen. Zwei wichtige funktionelle
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Charakteristika von EPCs sind ihre Migrationsfakigk sowie ihre Fahigkeit zur Bildung
proliferierender Klone bzw. klonalen Expansion. $diebeiden Charakteristika haben eine
nachgewiesene Rolle in der Regulation der endetleeliFunktion bzw. der Neoangiogenese
sowie in der Hemmung der Atherosklerose [42]. Dierliggende Arbeit zeigt eine
Verbesserung sowohl der Migrationsfahigkeit als hawter Fahigkeit zur Bildung von
Kolonien bei KHK-Patienten mit normaler Glukosetalez. Daraus ergibt sich die
Hypothese, dass die Wirkung von Pioglitazon aufeti-Biologie weit Giber den Anstieg der
EPC-Zahl allein hinaus reicht. Sowohl der Anstieay &PC-Zahl als auch die verbesserte
EPC-Migration werden kausal durch PPARermittelt, weil diese Effekte durch den PPAR-

y-Antagonisten GW9662 blockiert werden kdnnen.

5.4 Diabetes mellitus, kardiovaskulares Risiko und Gliazontherapie

Kardiovaskulare Komplikationen machen etwa 70%Mertalitat bei Patienten mit Diabetes
mellitus aus, und prospektive Studien zeigen eintldé erhohtes relatives Risiko fur
kardiovaskulare Mortalitat bei Diabetikern im Vesgh zu Nicht-Diabetikern (2-3-fach
erhoht bei Mannern, 3-4-Fach erhoht bei Frauemje [gute Stoffwechseleinstellung bewirkt
eine Reduktion der kardiovaskularen Ereignisse D&betikern. Zahlreiche Studien
erbrachten, dass eine dariiber hinausgehende optiEnatellung des arteriellen Blutdrucks
und des LDL-Spiegels <100 mg/dl zu einer weiterearnMnderung des kardiovaskularen
Risikos bei Patienten mit Diabetes mellitus fuhr03, 104]. Jedoch bleibt das residuale
Risiko fur kardiovaskulare Ereignisse bei Diabetikem Vergleich zu Nicht-Diabetikern
selbst bei optimaler Kontrolle aller kardiovaskelarRisikofaktoren signifikant erhéht [103,
104]. Ein groRRes Problem ist die hohe Dunkelzifles Typ Il-Diabetes. Dieses bekannte
Phanomen wurde auch in der vorliegenden Studiergespiegelt, da von allen gescreenten

Patienten ca. ein Drittel einen bekannten Diabeteflitus hatte und bei einem weiteren

59



Kapitel 5 — Diskussion

Drittel (18 von 54 Patienten) eine pathologischek@tetoleranz im Rahmen des vor der
Studie durchgefuhrten oralen Glukosetoleranztaatmdstiziert wurde.

Die gunstige Wirkungen von Glitazonen sind nicht auf die Insulinsensibilisierung der
peripheren Gewebe beschrankt, sondern betreffeigafder grol3en Zahl der durch den
PPAR«y-Rezeptor regulierten Gene auch den Lipidstoffwechend den vaskularen
Inflammationsprozess sowie die kardiovaskulare Eank Dies wurde experimentell und in
Studien bei gesunden Probanden mit normaler GluKokranz gezeigt [78, 99, 118]. Die
PROspective pioglitAzone Clinical Trial In macrovasar Events (PROACTIVE) Studie ist
die bislang grof3te randomisierte, kontrolliertenidche Endpunktstudie, die die Effekte von
Pioglitazon bei 5.238 (2.633 Placebo, 2.605 Piagtit) Patienten mit Diabetes mellitus Typ
2 und diabetischer Makroangiopathie untersucht®][1h der Studie zeigte sich, dass eine
Behandlung mit Pioglitazon zu einer signifikanteeriviinderung von Myokardinfarkten und
Schlaganféllen fuhrt. Patienten in der Pioglitaggzmppe zeigten neben einem verbesserten
metabolischen Profil (bezlglich Glukosespiegel, HOholesterin und Triglyzeride) auch ein
verbessertes Blutdruck-Profil am Ende der Untersagh

Diabetes fuhrt unabhangig von anderen kardiovaskml&Risikofaktoren zu einer EPC-
Funktionseinschrankung [58, 74]. Ausgehend von nems8tudie kdnnte man postulieren,
dass KHK-Patienten mit und ohne Diabetes melliwsll eine Behandlung mit dem PPAR-
v-Agonisten Pioglitazon neben dem Anstieg der Imsénsibilitdt einen prognostischen
Gewinn durch die gunstige Wirkung auf die EPC-Bgso haben kdnnten. GroRRere
randomisierte kontrollierte klinische Studien mérten klinischen Endpunkten wie Freiheit
von Revaskularisation und kardiovaskulére Mortabtad notwendig, um diese Hypothese zu

verifizieren.
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5.5 Limitationen der Studie und klinische Perspektive

Die Studie erlaubt aufgrund der kurzen Studiendskmine Aussage darlber, ob eine
Pioglitazonbehandlung von normoglykdmischen Pagientmit KHK langfristig zur
Verminderung kardiovaskularer Ereignisse fuihrtRArdem bleiben auf Grund der gewahlten
Zeitpunkte die Kinetik der beobachteten Effekte uhe langfristigen Auswirkungen einer
Pioglitazontherapie auf die EPC ungewiss. Schivbldst die Aufklarung der intrazellularen
Signalprozesse, die die Wirkung von Thiazolidindionauf EPC vermitteln, noch
unvolistandig. Diese offenen Punkte sollten Inkaditerer Studien werden.

Die Nuchtern-Glukosekonzentration und das Lipidiprdilieben von der 30-tagigen
Pioglitazontherapie in diesem nicht-diabetischetieReenkollektiv zwar unbeeinflusst, aber
die TZD-Behandlung verminderte die Nuchtern-Inskdimzentration und den HOMA-Index.
Dies zeigt, dass Pioglitazon auch den Stoffwechselnormoglykdmischen Patienten giinstig
beeinflusst, so dass nicht auszuschlieR3en ist, diaskeobachtete EPC-Regulation teilweise
von metabolischen Phanomenen mitbestimmt wurde.

In Anbetracht der Ergebnisse der vorliegenden Arbmivie unter Beriicksichtigung friherer
Studien stellt sich die Frage, ob PPARRgonisten auch fir die Behandlung von Patienten
mit vaskularen Erkrankungen und normaler Glukose#miz geeignet wéren, etwa bei
normoglykdmischen Patienten mit stabiler koronadramzerkrankung. Insofern kénnte die

vorliegende Studie eine Basis fur weiterfihrendéetduchungen darstellen.
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