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Einleitung und Fragestellung
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1 Einleitung und Fragestellung

Weltweit starben 2005 etwa 17,5 Mio. Menschen an
Herzkreislauferkrankungen. Das entspricht 30 % aller Todesfalle.”* In
Deutschland war im Jahre 2005 nahezu jeder zweite Todesfall (44,2 %) Folge
einer Erkrankung des Kreislaufsystems.3 Zu diesen Erkrankungen z&hlen unter
anderen die chronisch ischamische Herzkrankheit, der Myokardinfarkt, die
periphere arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) sowie zerebrovaskulare
Ereignisse. Die Atherosklerose, eine chronisch entzindliche Erkrankung grol3er
und mittlerer, elastischer und muskularer Arterien, ist die Hauptursache dieser

Gruppe von Erkrankungen.“’5

Eine wichtige Medikamentengruppe in der Therapie von Herzkreislauf-

erkrankungen sind Betarezeptorantagonisten (B-Blocker).6 Sie senken

7,8,9

Morbiditdt und Mortalitat nachweislich. Nebivolol, ein hochselektiver f3;-

Rezeptorenblocker ohne intrinsisch sympathomimetische Aktivitat (ISA) und

10,11,12

membranstabilisierende  Wirkung, ist ein Betablocker der dritten

Generation und besitzt im Gegensatz zu anderen B-Blockern wie Metoprolol

13,14,15

NO-vermittelte vasodilatierende Eigenschaften. Die durch Nebivolol

induzierte erhdhte Bioverfligbarkeit von NO wirkt der endothelialen Dysfunktion

10,16,15

in der frihen Atherogenese entgegen. Neben seinen antioxidativen

Wirkung besitzt Nebivolol weitere Eigenschaften, die die Entstehung

17,18

atherosklerotischer Plaques auf antiproliferativer und

antiinflammatorischer'® Ebene beeinflussen.

Auch fir die nachsten 20 Jahren wird erwartet, dass kardiovaskulare
Erkrankungen weltweit aufgrund zunehmender Pravalenz in Entwicklungs-
landern und Osteuropa sowie steigender Inzidenz an adipdsen und an Diabetes
mellitus leidenden Patienten in der westlichen Welt die Todesursache Nummer

eins bleiben wird.?%?!

Dies zeigt, dass die Therapie von Atherosklerose-
bedingten Erkrankungen optimiert werden muss. In der Behandlung von
Herzkreislauferkrankungen sollten Medikamente eingesetzt werden, die nicht

nur symptomatisch wirksam sind, sondern antiatherosklerotische Effekte haben
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und somit die Pathogenese der Erkrankung positiv beeinflussen. Die
Erforschung inflammatorischer ~ Mechanismen eroffnet  zunehmend
Mdoglichkeiten,  Medikamente  gezielt gegen  Entzindungsmediatoren
einzusetzen und so den bisherigen Therapiebenefit zu erweitern. Nebivolol ist
nach dem aktuellen Stand der Forschung ein Medikament mit einem solchen

Potential.

In  der vorliegenden Studie wurde der Einfluss der selektiven
Beta-1-Rezeptorenblocker Nebivolol und Metoprolol auf die Entstehung und
Zusammensetzung cholesterininduzierter Atherosklerose an 24 Weilien
Neuseelandkaninchen (New Zealand White [NZW] Rabbit) in vivo untersucht.
Dazu wurden bei den Tieren wahrend einer 15-wdchigen Versuchsphase tber
dreizehn Wochen durch eine Diat mit 1% bzw. 0,5 % Cholesteringehalt
atherosklerotische Lasionen in der Aorta erzeugt. Die Kaninchen der
medikamentds behandelten Gruppen erhielten von Beginn an die B-Blocker
Nebivolol und Metoprolol. Nach Versuchende wurde den Tieren die Aorta
entnommen und die entstandenen Plagues auf GroRe und Gehalt an
Makrophagen, Kalzium, Lipiden, glatte Muskelzellen und Kollagene
morphologisch und histologisch untersucht. Begleitend wurden diverse klinisch-
chemische Laborparameter ermittelt. Mittels histologischer Farbungen, RT-PCR
und ELISA wurde die Expression verschiedener an der Atherogenese
beteiligter  inflammatorischer  Adhasionsmolekile, = Wachstums-  und
Transkriptionsfaktoren (VCAM-1, Endothelin-1, MCP-1, PDGF-3, bFGF, VEGF,
NFkB) sowie verschiedene Kollagene bestimmt.

Ziel der Studie war, mogliche protektive antiatherosklerotische Eigenschaften
von Metoprolol und Nebivolol sowie antiinflammatorische und antiproliferative

Fahigkeiten von Nebivolol am Kaninchenmodell zu bestétigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiermodell

2.1.1  Versuchstiere und Tierhaltung

Als Versuchstiere dienten 24 mannliche WeilRe Neuseelandkaninchen (Charles
River, KiRleg). Das Alter der Tiere betrug zu Versuchsbeginn etwa funf
Wochen, das durchschnittliche Korpergewicht (KG) lag bei 1793 £ 126 g. Die
Kaninchen wurden in Einzelkafigen bei kiinstlicher Beleuchtung mit einem Tag-
Nacht-Zyklus von zwdlf Stunden gehalten. In einer Eingewdhnungsphase von
zwei Wochen erhielten alle Tiere Standardfutter (Fa. Altromin, Lage), nach
Versuchsbeginn wurde eine spezielle Diat (Fa. Altromin, Lage) verabreicht.
Wahrend der gesamten Dauer erhielten sie Futter und Wasser ad libitum.
Wadchentlich wurde neben der Gewichtszunahme auch die Futteraufnahme
durch Rickwiegen des restlichen Futters und durch Einwiegen einer neuen
Menge ermittelt. Aus der Konzentration im Futter wurde die wdchentliche
Cholesterin- und Medikamentenaufnahme berechnet. Der Antrag auf
Genehmigung eines Tierversuchsvorhabens nach 8 8 Abs. 1 des Tierschutz-
gesetzes wurde von der zustdndigen Behoérde unter der Versuchsnummer
M 2/03 genehmigt.

2.1.2  Gruppeneinteilung und Behandlungsschema

Die Versuchsdauer betrug insgesamt 15 Wochen, unterteilt in eine
zweiwochige Vorfutterungsphase und eine 13-wdchige Hauptphase. Die Tiere
wurden in drei Gruppen zu je acht Tieren randomisiert (Abb. 1). Die Tiere der
Gruppe 1 (Kontrolle ), die keiner medikamentdsen Behandlung unterzogen
wurden, dienten als Kontroll-Gruppe. Sie erhielten in der Vorflitterungsphase
Standardfutter und wahrend des Hauptversuches ausschlie3lich mit Cholesterin
angereichertes Futter. Den Ubrigen Tieren wurde bereits in der
Vorflitterungsphase Medikamente Uber das Futter verabreicht (Abb. 2). Die

Gruppe 2 (Nebivolol ) erhielt den R-Blocker Nebivolol und Gruppe 3
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(Metoprolol ) den R3-Blocker Metoprolol, in der Hauptphase wurde dem Futter
beider Gruppen zusatzlich Cholesterin beigemischt. Wegen der schlechten
Vertraglichkeit wurde die Cholesterindosis aller Gruppen von zunachst 1 %
nach acht Wochen auf 0,5 % gesenkt. Die Medikamentendosis wurde aufgrund
der verminderten Futteraufnahme auf die doppelte Menge erhdht, Nebivolol
von 437 auf 874 mg/kg Futter und Metoprolol von 750 auf 1500 mg/kg Futter.
Um die Medikamentendosis moglichst konstant zu halten, wurden bei geringer
Futteraufnahme Nebivolol bzw. Metoprolol zusatzlich verabreicht. Nebivolol
wurde aufgrund der schlechten Wasserl6slichkeit in einer praparierten Mohre
oral und Metoprolol, gel6st in 0,9 % NaCl, subcutan appliziert. Acht der 24 Tiere
wurden wegen der zunehmenden Verschlechterung ihres Allgemeinzustandes
vorzeitig aus dem Versuch genommen und von der Auswertung

ausgeschlossen (Abb. 1).

Abb. 1: Ubersicht tiber die Versuchsgruppen

mannliche WeilRe Neuseelandkaninchen
(n=24)
Cholesterin Cholesterin
Cholesterin + +
(n=8) Nebivolol Metoprolol
(n=8) (n=8)
vorzeitiges vorzeitiges
Versuchsende | «—— — | Versuchsende
(n=5) (n=3)
v y
.Kontrolle* .Nebivolol* .Metoprolol“
(n=3) (n=8) (n=5)




Kontrolle

Nebivolol

Metoprolol

Woche

Abb. 2:

Vorfiitterung Hauptversuch
Standardfutter 1 % Cholesterin 0,5 % Cholesterin
ST&de?s,gg?r 1 % Cholesterin 0,5 % Cholesterin

+ Nebivolol (874 mg/kg)

(437 mg/kg)

+ Nebivolol (437 mg/kg)
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+ Metoprolol
(750 mg/kg)

1 % Cholesterin
+ Metoprolol (750 mg/kg)

0,5 % Cholesterin
+ Metoprolol (1500 mg/kg)

BE BE BE BE BE BE BE BE
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| | —t—
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BE = Blutentnahme

EKG = Messung der Herzfrequenz

Behandlungsschema, Zeitpunkte der Untersuchungen sowie Cholesterin- und Medikamentendosis im Futter

(mg/kg Futter)
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2.1.3 Blutentnahme und Messung der Herzfrequenz

Zu Beginn der Vorfltterung, zu Beginn des Hauptversuchs, am Ende der
Woche 2 und dann in zweiwtchentlichem Abstand wurde den Tieren im
wachen Zustand Blut entnommen und die Herzfrequenz gemessen (Abb. 2).
Den Kaninchen wurde ohne Nahrungskarenz 6-8 ml Blut aus der Ohrarterie mit
Hilfe einer Butterfly-Kanule (Butterfly®-19; ABOTT IRELAND, Sligo, Irland) in
EDTA- und Lithium-Heparin-(Li-Hep) Rohrchen abgenommen. Diese wurden
direkt nach der Entnahme auf Eis gekihlt und mit Ausnahme der Réhrchen fur
die  Untersuchungen in  Vollblut  anschlieBend 10 Minuten  bei
3000 Umdrehungen/min (14900 g) in einer Kihlzentrifuge (ROTINA 35R,
Multimed Wicker GmbH, Kirchheim u. Teck) bei 10 °C zentrifugiert.

Die Messung der Herzfrequenz erfolgte mit Hilfe eines 3-Kanal-EKG-Gerétes
(MEGACART; Siemens, Solna Schweden). Die Elektroden wurden an drei gut
angefeuchteten Pfoten des mdglichst ruhigen Kaninchens angelegt und so eine

Ableitung der Herztatigkeit Uber mehrere Sekunden aufgezeichnet.

2.1.4 Versuchende
2.1.4.1 Blutentnahme

Zu Versuchende wurde den Kaninchen insgesamt ca. 10ml eines
Narkosegemisches aus Esketaminhydrochlorid (Ketanest-S®) 25 mg/ml (Fa.
PARKE-DAVIS GmbH, Lage, Deutschland) und Xylazinhydrochlorid
(Rompun® 2%) 20 mg/ml (Fa. Bayer Vital GmbH, Lage, Deutschland) im
Verhéltnis 0,25 ml Xylazinlésung und 0,7 ml Esketaminhydrochloridldsung pro
kg/KG verabreicht. Unter der Narkose wurden die Tiere erst an Thorax und
Abdomen rasiert, in Ruckenlage zur GefalRentnahme am Tisch fixiert,
anschlieBend wurde durch direkte Herzpunktion mit einer Monovette®-Kanile
(20 G, Sarstedt, Numbrecht) Blut entnommen, bis der Tod durch

Kreislaufversagen eintrat.
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2.1.4.2 Entnahme der Karotiden

Unmittelbar nach dem Exitus der Tiere erfolgte die Entnahme der Karotiden.
Nach dem Ausscheren des ventralen Halsbereiches und longitudinaler Inzision
der Haut, wurde zunachst die Muskulatur dargestellt. Durch stumpfe
Préaparation mit chirurgischem Besteck (Aesculap, Tuttlingen) wurden vorsichtig
die Aa. carotides communes freigelegt. Nach Anschlingen der Gefalle mit
Nahtmaterial wurden sie proximal der Bifurcatio carotis und distal des
Manubrium sterni mitsamt umliegendem Binde- und Fettgewebe entnommen.
Dabei wurde unter Vermeidung von Zug und Druck auf eine &uf3erst schonende
Praparation geachtet, um Schaden am GefaRendothel zu vermeiden. Die

Préaparate wurden nach Entnahme in Kryo schockgefroren.

2.1.4.3 Perfusionsfixierung mit Formalin

Anschlieiend wurde das untere Abdomen erdffnet, die lliakalgefa3e und ein
Teil der Aorta abdominalis freiprapariert und ein Venenverweilkatheter
(Vasofix® Braunile 18G; Braun, Melsungen) in eine der lliakalarterien gelegt.
Uber diesen Katheter wurde ca. 1| einer 5%igen Formalinldsung tber einen
Zeitraum von ca. 1 h mittels eines Infusionsgerates (IVAC®; Medical Systems,
San Diego, USA) mit dem Druck von 1,5 m Wassersaule in das GefaRsystem
infundiert. Diese Perfusionsfixierung diente dem Erhalt der urspringlichen
Gefal3struktur.

2.1.4.4 Organ- und GefalRenthahme

Nach der Perfusionsfixierung wurde das restliche Abdomen und der Thorax
entlang des Sternums erdffnet. Lunge, Magen, Darm, Leber und Pankreas
wurden unter Schonung der abgehenden GefalRe entnommen. Leber und Milz
wurden gewogen. Anschlieend wurde der gesamte GefalBbaum mit
Aortenbogen, Aorta thoracalis und abdominalis, den lliakal- und den proximalen
Femoralarterien mitsamt den Abgéngen der Aa. carotides communes, der Aa.
subclaviae, lienalis, hepatica, celiaca, renales und dem Herzen freigelegt,
reseziert und von Uberschissigem Bindegewebe freiprapariert. Der Gefal3baum

wurde zur weiteren Behandlung in sechs kleinere Stlicke unterteilt.
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2.2 Analyse der Blutparameter

Im Blut der Kaninchen wurden verschiedene klinisch-chemische
Laborparameter in zwei- oder vierwdchigem Rhythmus bzw. nur zu Beginn und

zu Ende des Versuches ermittelt (Tab. 1).

Tab. 1: Ermittelte klinisch-chemische Laborparameter

Blutprobe  Parameter Einheit Entnahmerhythmus
Vollblut Leukozyten 1/pl vierwochentlich
Erythrozyten Mio/ul
Hamatokrit %
Hamoglobin g/dl
MCH pg
MCHC g/dl
MCV fl
Thrombozyten 1000/ul
Plasma Bilirubin gesamt mg/dl
GOT (ASAT) v/l
GPT (ALAT) v/l
y-GT U/l
Lipase v/l
Gesamtcholesterin mg/dl zweiwo6chentlich
Triglyzeride mg/dl
HDL-Cholesterin mg/dl Beginn, Ende
VLDL-Cholesterin mg/dI
LDL-Cholesterin mg/d|

Die aus dem Vollblut und Plasma ermittelten Werte wurden nach den tblichen
Routine-Analyse-Verfahren im klinisch-chemischen Zentrallabor, Abteilung IV,
der Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Tubingen durchgefihrt.
Einzelne fehlende Laborparameter wurden fir die statistische Auswertung
anhand einer linearen Trendlinie aus dem Verlauf der vorliegenden Werte

extrapoliert.
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Das Gesamtcholesterin wurde nach der CHOD-PAP (Cholesterinoxidase-para-
Aminoantipyrin) Methode (Ecoline® 25, Boehringer, Mannheim) gemessen,
Triglyceride mit der GPO-PAP (Glycerinphosphatoxidase-para-
Aminophenazon) Methode (Duo-S, Biomed Labordiagnostik GmbH,
OberschleiBheim). Zur Bestimmung der Lipoproteinfaktionen wurde EDTA-
Plasma in einer Ultrazentrifuge (Beckman, Ti 50,3 Rotor) bei 40 000 U/min und
10 < fur 18 h zentrifugiert. Zur Trennung von LDL- und HDL-Cholesterin, die
sich im Unterstand befinden, wurde ein Fallungsreagenz (Nr. 543 004, Roche
Diagnostics, Mannheim) verwendet und erneut bei 12 000 U/min fir 2 min
zentrifugiert. Die LDL-Cholesterin-Konzentration ergibt sich aus der Differenz
des Cholesteringehalts des Unterstandes und HDL-Cholesterin-Konzentration.
Durch Subtraktion der Konzentrationen des HDL- und LDL-Cholesterins vom

Gesamtcholesterin wurde die VLDL-Cholesterin-Konzentration berechnet.

2.3 Real-time-RT-PCR

Mittels Real-time-RT (reverse transcription)-PCR (PolymeraseKettenReaktion)
wurde die mRNA-Expression von Kollagen Typ I und VIII, Vascular Cell
Adhesion Molecule (VCAM)-1, Platelet Derived Growth Factor (PDGF)-beta,
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF) und Monozyten-chemotaktisches-Protein (MCP)-1 in den rechten und
linken schockgefrorenen Karotiden (Kollagen Typ | nur an der rechten Karotis)

der Versuchstiere untersucht.

231 Verwendete Chemikalien und Gerate

Chemikalien:

- RNA-Bee™ RNA Isolation Solvent (Tel-Test, Frienswood, USA)
- Applied Biosystems High Capacity cDNA Archive Kit Nr. 4322171
(Applied Biosystems, Foster City, USA) (enthalt 10x RT buffer,
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25x dNTPs, 10x Random Hexamers und Multiscribe Reverse

Transkriptase (50/ul))

Applied Biosystems RNase Inhibitor Nr. N8080119 (Applied Biosystems,
Foster City, USA)

SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA)
(enthalt SYBR® Green | dye, Ampli Taq Gold® DNA Polymerase, dNTP
Mix mit dUTP, Passive Reference | und optimierte Pufferkomponenten)
Primer Express® Primer Design Software v2.0

Primer (Invitrogen, Karlsruhe) (Tab. 2)

Tab. 2: fur die RT-PCR verwendete Primer

Gen Primer Sequenz

gg‘r‘lsekeep'”g' rabbit 18S rRNA forward TTCGTATTGCGCCGCTAGA
rabbit 18S rRNA reverse TTGGCA AATGCTTTCGCTC

Kollagen Typ | rabbit Typ | Collagen forward GGAGAGTACTGGATTGACCCCA

rabbit Typ | Collagen reverse  CATGTCGCAGAAGACCTTGATG
Kollagen Typ VIII  rabbit Typ viil Collagen forward ACATGAAGGAAGTTCAACCGGT
rabbit Typ viil Collagen reverse CCCTCGTAAACTGGCTAATGGT

VCAM-1 rabbit VCAM-1 forward ATATGGCTCATCATTCCGCAAG
rabbit VCAM-1 reverse CATAGGCAGCCATTTCTTTCCA
PDGF-f3 rabbit PDGF-f forward GCCCATCTACATCATCACCGA
rabbit PDGF-f reverse CTGCAGGAAGGTGTGCTTGTT
VEGF rabbit VEGF forward CTGCTGCAATGATGAAAGCCT
rabbit VEGF reverse AGGTTTGATCCGCATGATCTG
bFGF rabbit bFGF forward AGAAGAGCGACCCACACATCA
rabbit bFGF reverse AACGGTTTGCACACACACCTT
MCP-1 rabbit MCP-1 forward TGATCTTCATGACCAAACTGGC

rabbit MCP-1 reverse

ATCCTGGACCCACTTCTGCTT
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Gerate:

- Autoklav: Varioklav Dampfsterilisator (H+P Labortechnik,
Oberschlei3heim)

- Homogenisiergerat: Polytron® PT-MR 3000 (Kinematica, Littau, Schweiz)
- Kivette: Micro Cell 4 Position (Beckman, Fullerton, USA)

- Real-time-PCR-Gerat: ABI PRISM® 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Foster City, USA)

- Spectrophotometer: DU® 460 (Beckman, Fullerton, USA)

- Thermal Cycler: Peltier Thermal Cycler DNA Engine PTC-200
(MJ RESEARCH, Watertown, USA)

- PCR-Platten: 96-well-PCR-Platten (Greiner, Frickenhausen)

- Zentrifugen: Megafuge 1,0 R (Heraeus, Hanau)

Eppendorf Centrifuge 5417 R (Eppendorf, Hamburg)

2.3.2 RNA-Isolierung

Zur RNA-Isolierung wurden schockgefrorene Karotiden verwendet. Diese
wurden in 1,5ml RNA-Bee™ RNA Isolation Solvent im Homogenisator
zerkleinert. Nach Zugabe von 300 ul Chloroform und 30 sec Vortexen wurden
die Proben 5 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Daran schloss sich ein
15-mindtiger Zentrifugationsschritt (Eppendorf Centrifuge) bei 12 000 rpm und
4 C an. Hierbei konzentriert sich die RNA in der wassrigen Oberphase, die
abpipettiert, in ein neues Probengefald Gberfihrt und nach Zugabe von 700 pl
Isopropanol fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Die dabei
ausgefallte RNA war nach der folgenden Zentrifugation (15 min, 12 000 rpm,
4 C) als Pellet zu sehen. Es folgten das Dekantieren des Uberstandes, die
Zugabe von 1 ml 75%igem Ethanol und ein abschlieRender Zentrifugations-
schritt (8 min, 8 000 rpm, 4 ). Danach wurde der Uberstand abpipettiert, das

Pellet luftgetrocknet und in 30 ul autoklaviertem Aqua dest. geldst.
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2.3.3 Reverse Transkription

Im Anschluss an die spektrophotometrische Messung der isolierten
Gesamt-RNA erfolgte die Reverse Transkription mit Hilfe des Applied
Biosystems High Capacity cDNA Archive Kit. Dabei wurde jeweils 1 ug RNA in
einem Reaktionsansatz von 30 yl (1x RT Puffer, 1x dNTPs, 1x Random
Hexamers, 0,4 U/ul RNase Inhibitor, 2,5 U/ul MultiScribe™ Reverse
Transkriptase) im Peltier Thermal Cycler DNA Engine PTC-200 (MJ
RESEARCH, Watertown, USA) zunéchst 10 min bei 25 T und dann 120 min
bei 37 T inkubiert. Nach der RT-Reaktion wurden jeweils 45 ul H,O

zugegeben.

Alle cDNA-Proben wurden bis zur Verwendung in der PCR bei -20 T gelagert.

2.3.4  Polymerasekettenreaktion

Die PCR wurde fiir diese Arbeit als Real-time-PCR in einem ABI PRISM® 7000
Sequence Detection mit SYBR® Green als Detektionsfarbstoff durchgefuhrt.
Das Prinzip der quantitativen Real-time-PCR beruht auf der enzymatischen
Vermehrung eines spezifischen DNA-Abschnittes durch Wiederholung der
Schritte Denaturierung, Annealing und Elongation. Dem Reaktionsansatz wird
hierbei der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green zugeflgt, der unspezifisch in die
entstehende Doppelstrang-DNA interkaliert. Dadurch kommt es mit steigender
Zyklenzahl zu einem der Produktmenge proportionalen Anstieg der
Fluoreszenz. Die Quantifizierung basiert auf der Berechnung des Fluoreszenz-
Schwellenwertes, dem so genannten Threshold-Cycle oder Ci-Wert. Dabei
handelt es sich um jenen PCR-Zyklus, in dem erstmals ein statistisch
signifikanter Anstieg der Reporterfluoreszenz tber die Hintergrundfluoreszenz
hinaus zu verzeichnen ist. Zur Berucksichtigung der Variabilitat in der initial
eingesetzten Gesamt-RNA erfolgte eine Normalisierung auf das Housekeeping-
Gen 18S rRNA, von dem angenommen wird, dass es in konstanter Menge im

Karotisgewebe exprimiert wird.
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Die Reaktionen wurden in 96-well-PCR-Platten in Ansatzen von 10 pl in
Doppelbestimmungen durchgefuhrt. 3 ul cDNA wurden mit 1x SYBR® Green
Mastermix, sowie forward- und reverse-Primern (Endkonzentration 300 nmol/l)
mit folgendem Thermoprofil inkubiert: 50 C fir 2 min, 95 < fur 10 min,
40 Zyklen mit 95 < fur 15 sec, gefolgt von 1 min b ei 60 C.

Zur relativen Quantifizierung wurde die 228%_Methode angewandt.22

2.4 Quantitative Bestimmung von MCP-1 mittels ELISA

Die Bestimmung des Monocyten-chemotaktisches-Protein-1 (MCP-1) erfolgte
mit Hilfe des humanen ELISA (enzyme-linked immuno-sorbent assay) Kit
Quantikine® (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA) in (gekuhlten)
Serumproben vom Versuchende. Nach Angaben des Herstellers eignet sich
dieser primar fur humane Proben konzipierte Assay auch zur Messung des
Kaninchen-MCP-1-Antigens. Das Prinzip dieses kolorimetrischen Verfahrens ist
folgendes: Die Serumproben werden in eine 96-well-Mikrotiterplatte pipettiert,
die mit einem Anti-MCP-1-Antikbrper beschichtet ist. In den Proben
vorhandenes MCP-1 bindet wahrend einer ca. 2-stiindigen Inkubationzeit an
die Antikdrper. AnschlieBend werden mit Meerrettich-Peroxidase konjugierte
Anti-MCP-1-Antikorper auf die Platte gegeben und fir weitere 2 h inkubiert.
Danach werden die an der Platte gebundenen Immunkomplexe mit dem
Farbesubstrat 3,3'5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) detektiert. Hierbei einsteht
ein blauer Farbstoff. Durch Zugabe von 0,3 M Schwefelsaure als Stopplésung
nach ca. 30 min wird die Reaktion abgebrochen und es erfolgt ein
Farbumschlag zu gelb. Dieses Reaktionsprodukt kann nun durch
Absorptionsmessung bei 450 nm in einem ELISA-Reader (DYNATECH
MR 7000, Guernsey, GrolRbritannien) quantifiziert werden. Die Absorption
korreliert mit der Menge an MCP-1, welches in der Probe enthalten war.
Anhand einer Standardkurve aus mitgelieferten Standards werden die
Messergebnisse ausgewertet. Alle Arbeitschritte wurden gemaf den Angaben

des Herstellers durchgefihrt.
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2.5 Anfertigung  histologischer und  immunhisto-
chemischer Praparate

Von den entnommenen GefaRsegmenten und Organen wurden Paraffin- und

Kryostatpraparate angefertigt und fur histologische und immunhistochemische

Farbungen verwendet.

2.5.1 Herstellung von Paraffinpraparaten

Nach der Enthnahme wurden die Gefal3segmente und Organproben fir 24 h in
5%iger Formalinlosung fixiert. Nach Abpraparieren von eventuell noch
vorhandenem Bindegewebe wurden die Préparate in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70-99 %) entwassert. AnschlieRend wurden die Praparate fur 1 h,
15 h, und fur mindestens 24 h in Methylbenzoat® (Merck, Darmstadt), dann
zweimal fir 10 min in Rotihistol® (Roth, Karlsruhe) und schlief3lich in Paraffin
(Paraplast®, Sherwood, St. Louis, USA) fir 1 h, 5h und 24 h Uberfuhrt.
Abschlieend wurden die Gefale in 0,5-1 cm grol3e Abschnitte unterteilt
(Abb. 3) und in Paraffin eingebettet. Mit einem Mikrotom (Jung RM 2045, Leica,
Bensheim) wurden 4 um dicke Schnitte angefertigt. Bis auf die Olrot-Farbung
wurden alle histologischen und immunhistochemischen Féarbungen an

Paraffinschnitten durchgefihrt.
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Aortenbogen (AoBo) | - IV

Aorta thoracalis (Ao thor) | - XII

Aorta abdominalis (Ao abd) I - XII

a = Arteriae carotides

_ N b = Arteria celiaca
Arteriae iliacales
c = Arteria renalis dextra

Abb. 3: Bezeichnung der verschiedenen Gefalisegmente am Beispiel des
GefaBbaumes  eines  nicht  cholesterin-gefutterten ~ Weil3en
Neuseeland-kaninchens
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2.5.2 Herstellung von Kryostatpraparaten

Die zwei fur die Olrot-Farbung vorgesehenen GefaRsegmente AoBo | und
Thor V eines jeden Tieres wurden nach der Perfusionsfixierung bis zur weiteren
Verarbeitung in Formalinlosung gelagert. Nach der Einbettung in Tissue-Tek®
(10,24 % Polyvinylalkohol, 4,26 % Polyethylenglycol, 85,5 % nichtreaktive
Bestandteile, Sakura Finetek Europe B. V., Zoeterwoude, Niederlande), wurden
mit einem Gefriermikrotom (Mod. 2700-Frigocut, Reichert-Jung, Nussloch)
10 um dicke Schnitte angefertigt, auf Superfrost/Plus-Objekttrager
(Langenbrinck, Emmendingen) aufgetragen und anschliel3end gefarbt.

2.5.3 Histologische Farbungen
2.5.3.1 Elastica van Gieson-Farbung (EvG-Farbung)

Die Elastica van Gieson-Farbung dient zur morphometrischen Beurteilung der
Praparate und zur Bestimmung der Plaqueflache. Elastische Fasern stellen
sich dunkelviolett bis schwarz dar, Bindegewebe leuchtend rot und Muskulatur

gelb.

Die entparaffinierten Gefal3schnitte wurden 30 min mit Resorcinfuchsin
(Chroma Gesellschaft, Kongen) gefarbt, mit 80%igem Alkohol und Wasser
gespult und fir 6 min mit Eisenhamatoxylin nach Weigert (Chroma
Gesellschaft, Kongen) behandelt. Nach Differenzierung in HCI-Alkohol wurden
die Schnitte unter flieBendem Leitungswasser 10 min geblaut und nach
erneutem 2-minttigem Spulen in van Gieson-Losung (Chroma Gesellschatft,
Kdngen) belassen. Nach erneuter Entwasserung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe wurden die gefarbten Praparate kurz in Xylol getaucht und in Vitro

Clud ® (Langenbrinck, Emmendingen) eingebettet.

2.5.3.2 Silbernitratfarbung nach von Kossa

Die Silbernitratfarbung nach von Kossa wird zur Bestimmung kalziumhaltiger

Bereiche herangezogen. Diese farben sich braun-schwarz an, Zellkerne
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erscheinen rotlich. Diese Farbung wurde an den Segmenten Il und Ill des

Aortenbogens angefertigt.

Die entparaffinierten Schnitte wurden bei Tageslicht 10-20 min in eine 5%ige
wassrige Silbernitratldsung gegeben und anschlieend mit Aqua dest. gespuilt.
Die Fixierung erfolgte 2 min in 5%iger Natriumthiosulfatidosung. Nach
wiederholter Spilung mit Aqua dest. wurden die Zellkerne 3 min lang mit
Kernechtrot-Aluminiumsulfat gegengefarbt. Vor der Einbettung in Vitro Clud®

(Langenbrinck, Emmedingen) erfolgte eine weitere Spulung und Entwasserung.

2.5.3.3 Olrot-Farbung

Mit der Olrot-Farbung werden Lipide dargestellt. Diese erscheinen rosa,

Zellkerne blau und das Zytoplasma schwach blaulich.

Die Kryostatschnitte wurden 5 min in Isopropanol (50%ig) gegeben und
anschlieRend fur 10 min mit frisch filtrierter Olrot-Lésung (100 ml 98%iges
Isopropanol + 0,5 g Olrot + 65 ml Wasser; Certastain® Olrot, Nr. 5230, Merck,
Darmstadt) gefarbt. Nach Spulung mit Isopropanol (50%ig) und Aqua dest.
folgte eine 7-minitige Farbung in Hamalaun-Losung (Merck, Darmstadt). Unter
flieRendem Wasser wurden die Schnitte 10 min geblaut und in Mowiol (12 g
Mowiol 4-88, Hoechst AG, Frankfurt, in 30 ml Aqua bidest., mit 0,2 M TRIS-
HCI-Puffer auf pH 8,5 titriert, Zugabe von 30 g Glycerin) eingebettet.

2.5.4  Immunhistochemische Farbungen

In der Immunhistochemie werden mit Hilfe spezifischer Antikérper bestimmte
Epitope von Zellen und Zellbestandteile dargestellt. Bei der hier verwendeten
indirekten Methode wird nicht der Primarantikorper detektiert, sondern ein

enzymkonjugierter Sekundarantikorper.

Es wurden folgende immunhistochemische Farbungen angefertigt: RAM-11,
a-Aktin, Endothelin-1, Kollagen Typ | und Ill, PCNA und Anti-NFkB.
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Das im Folgenden beschriebene Verfahren wurde fur alle immunhisto-
chemischen Farbungen standardisiert an den Aortenbogensegmenten Il und Ili
angewandt. Die RAM-11-Farbung wurde zusatzlich an den Segmenten II, V und
X der Aorta thoracalis sowie an ausgewahlten Segmenten mit einer

PlaquegrofRe von 1 mm2 und 2 mmz durchgefihrt.

Zunachst wurden die Praparate schrittweise in Xylol und einer absteigenden
Alkoholreihe (99-70 %) entparaffiniert und mit Aqua bidest. gespdult.
Anschlieend wurden alle Farbungen aul3er der a-Aktin-Farbung fur 15 min in
Citratpuffer (10 mM, pH 6,0) bei 750 Watt in der Mikrowelle erhitzt und danach
auf Raumtemperatur abgekihlt. Um die endogene Peroxidase zu blockieren,
wurden die Schnitte 30 min in einem mit 30%igem Hydrogenperoxid versetzten
PBS-Puffer belassen (1 | Puffer = 8 g NaCl + 0,2 g KCI + 1,44 g NaH,PO, +
0,24 g KH,PO4in 1 | Aqua bidest., pH 7,4). Nach jedem Schritt wurden sie flr
10 min mit PBS-Puffer gespult. Vor der Inkubation mit dem jeweils spezifischen
Primarantikrper wurde zur Blockierung von unspezifischen Bindungen im
Gewebe Normalserum aufgetragen, verdinnt in PBS und Rinderserumalbumin
(Albumin Bovine Fraction V, Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Die Praparate
wurden dazu 10min bei 37 C in die feuchte Kammer gestellt. Als
Sekundarantikorper wurde ein Brickenantikbrper zugegeben, der sich an den
Erstantikorper anlagert. In einem weiteren Schritt wurde als Detektionssystem
ein Enzymkomplex aufgetragen, der an den Brickenantikérper bindet. Dieser
wird durch Zugabe eines Farbekomplexes angefarbt. Nach Aufbringen des
Primarantikdrpers wurde nach jedem Schritt mit PBS-Puffer gespult und bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Farbintensitat wurde regelmaRig unter dem
Mikroskop kontrolliert. Durch zweimaliges Spulen mit PBS-Puffer wurde der
Farbevorgang abgebrochen. Durch kurzes Eintauchen in Hamalaun-L6sung
erfolgte die Gegenfarbung. Eingebettet wurden die Gefal3schnitte in Gelatine
(Aquatex, Merck 8562). (Tab. 3)



Féarbung

Normalserum

Primarantikorper

Sekundarantiko

rper

Detektionssystem

Farbung

Normal Horse Serum;
Jackson Immuno

Monoclonal Mouse Anti-
Rabbit Macophage; Dako

Biotinylated Mouse Antibody,
Mouse UniTect ABC Kit;

Avidin DH, Mouse UniTect
ABC Kit; Calbiochem, San

Biotinylated horseradish
peroxidase H, Mouse

Ram -11 Research Lab. Inc., Corp., Carpinteria, USA Calbiochem, San Diego, USA  Diego, USA UniTect ABC Kit;
West Grove, USA Calbiochem, San Diego,
USA
Normal Horse Serum; Monoclonal Anti-Smooth Biotinylated Anti-Mouse IgG, Avidin DH, Vectastain ABC Biotinylated horseradish
Jackson Immuno Muscle Actin; Sigma Vectastain ABC Kit PK-4002; Kit PK-4002; Vector peroxidase H, Vectastain
a-Aktin Research Lab. Inc., Immuno Chemicals, St. Vector Laboratories, Laboratories, Burlingame, ABC Kit PK-4002; Vector
West Grove, USA Louis, USA Burlingame, USA USA Laboratories, Burlingame,
USA
Normal Horse Serum; Endothelin-1, Mouse Biotinylated Anti-Mouse IgG, Streptavidin Peroxidase AEC Peroxidase
Endothelin Jackson Immuno monoclonal IgG; Oncogene BA-_2000; Vector Laboratories, conjugated; Jackson Immuno Substrate Kit SK-_4200;
Research Lab. Inc., Research Products, San Burlingame, USA Research Lab. Inc., West Vector Laboratories,
West Grove, USA Diego, USA Grove, USA Burlingame, USA
Nomal Rabbit Serum, Goat Anti-Type I/lll Collagen Biotinylated Anti-Goat IgG, Avidin DH, Vectastain ABC Biotinylated horseradish
Kollagen Vectastain ABC Kit PK- 1gG; S_outhern Biof[ec_hnology Vectastain ABC }_<it PK-4500; Kit PK-4OQS; Vect_or peroxidase H, Vectastain
Typ il 4500; Ve(;tor Associates Inc., Birmingham, Vec;or Laboratories, Laboratories, Burlingame, ABC Kit P_K-4005;_Vector
Laboratories, USA Burlingame, USA USA Laboratories, Burlingame,
Burlingame, USA USA
Normal Horse Serum; Monoclonal Antibody PCNA  Biotinylated Mouse Antibody, Avidin DH, Mouse UniTect Biotinylated horseradish
Jackson Immuno IgG; Immunotech, Marseille, Mouse UniTect ABC Kit; ABC Kit; Calbiochem, San peroxidase H, Mouse
PCNA Research Lab. Inc., France Calbiochem, San Diego, USA  Diego, USA UniTect ABC Kit;
West Grove, USA Calbiochem, San Diego,
USA
Swine Serum; DAKO, Mouse Anti-NFkB 1gG p65 Rabbit Anti-Mouse 1gG,Z0259; APAAP Mouse Monoclonal, Fast Red Tablets; Roche
Glostrup, Denmark subunit monoclonal DAKO, Glostrup, Denmark D 651; DAKO Glostrup, Mannheim, Deutschland
Anti-NFkB antibody; Chemicon Denmark
International, Temecula,
USA
Tab 3:  Immunhistochemische Farbungen und verwendete Antikdrper
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2.6 Auswertung der Gefal3praparate

2.6.1 Verwendete Geréate

Fur die morphometrischen Messungen an EvG-, und von-Kossa -gefarbten
Schnitten wurden folgende Gerate verwendet:
Mikroskop — Laborlux S.; Leica, Bensheim

— 2,5faches Objektiv (PL 2,5/0,08; Leitz, Wetzlar,
Okkular 10fach, Tubus 1,23fach)

— 10faches Objektiv (EF 10/0,25; Leica, Bensheim;
Okkular 10fach, Tubus 1,23fach)

Digitalisierungstableau — SummaSketch Ill, Summagraphics; Minchen
Laborlux S., Leica, Bensheim

Software — BIOQUANT INTRO: BQANALYSIS BQ-IAD Analysis
Software; Bilany Consultants GmbH, Dusseldorf

— BQANALYSIS BQ-IAD Measurement Software;
Bilany Consultants GmbH, Disseldorf

Fur die digitale Auswertung der RAM-11 gefarbten Schnitte wurden folgende
Gerate verwendet:
Mikroskop — Axioplan 2 (Carl Zeiss AG, Oberkochen)

— 10faches Objektiv (Plan-Neofluar 10/0,30; Carl
Zeiss AG, Oberkochen)

Digitalkamera — AxioCam HR (Carl Zeiss AG, Oberkochen)
Software — AxioVision Vs 40 V4.3 (Carl Zeiss AG, Oberkochen)

— Bildbearbeitungsprogramm Adobe Photoshop 7.0
(Adobe Systems Incorporated, San Jose, USA)

— Auswertungsprogramm Analyze IT; (Till-Karsten
Hauser)
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Fur die digitale Auswertung aller anderen Farbungen wurden folgende Gerate
verwendet:
Mikroskop — BH-2-Mikroskop; Olympus, Japan

— 10faches Objektiv sPlan Apo 10; Olympus, Japan

— 20faches Objektiv sPlan Apo 20 PL; Olympus, Japan

— 40faches Objektiv Plan Apo 40; Carl Zeiss,
Oberkochen

Digitalkamera — FUJIX DIGITAL CAMERA HC-300Z; FUJIFILM;
Japan

Software — Videosystem fur Mikroskope AVT-HORN; Hans-
Peter Horn, Aalen

— Bildbearbeitungsprogramm Adobe Photoshop 7.0;
Adobe Systems Incorporated, San Jose, USA

— Auswertungsprogramm Analyze IT; programmiert
von Till-Karsten Hauser

— Auswertungsprogramm ImageJ 1.32j, NIH, USA

Drucker — Color Laser Jet 4500; Hewlett Packard, Kalifornien,
USA
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2.6.2 Morphometrische Auswertung

2.6.2.1 Bestimmung der Plaqueflache und der Stenose  des
GefalRlumens

Die Messung der Plaqueflache (mm?2) erfolgte je Tier morphometrisch an den
vier EvG-gefarbten Segmenten des Aortenbogens sowie den zwolf Praparaten
der Aorta thoracalis. Dazu wurden die Lumenflache und die durch die Lamina
elastica interna begrenzte Flache gemessen und voneinander subtrahiert
(Abb. 4).

Aus jeweils zwei Messungen am selben Segment wurde der arithmetische
Mittelwert bestimmt. Die berechnete Plaqueflache wurde zu der von der Lamina
elastica interna begrenzten Flache ins Verhaltnis gesetzt und so die
prozentuale Stenose des GefalR3lumens ermittelt. Je nach GréRe des GefalRes

wurde das Objektiv mit 2,5facher oder 10facher VergroRerung verwendet.

Lamina elastica interna

Plaqueflache*

Lumenflache*

Intima
Media

Adventitia

Abb. 4: Schematische Darstellung der ermittelten Parameter (*) bei den
morphometrischen Messungen
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2.6.2.2 Bestimmung kalziumhaltiger Bereiche

Der Kalziumanteil wurde an Praparaten, die mit der Silbernitratfarbung nach
von Kossa angefarbt waren, bestimmt. Zun&chst wurde nach oben
beschriebener Methode (Kap. 2.6.2.1) die Plaqueflache mit dem 2,5fachen
Objektiv an den Segmenten AoBo Il und AoBo Ill morphometrisch ermittelt. Die
Flache (mm?2) der schwarzlich gefarbten kalziumhaltigen Bereiche wurde mit
dem 10fach Objektiv ausgemessen und ins Verhéltnis zur Gesamtplaqueflache
gesetzt. Daraus ergab sich der prozentuale Anteil an der Plaque. Dieser
prozentuale Anteil wurde mit der Plaqueflache multipliziert und daraus die

Flache (mm?2) der kalziumhaltigen Bereiche berechnet.

2.6.3 Digitale Auswertung
2.6.3.1 Prinzipielles Vorgehen

Zur digitalen Auswertung wurden vier diametral gelegene Ausschnitte der
Plaque eines Gefaldsegments fotografiert. Diese wurden im Bildbear-
beitungsprogramm Adobe Photoshop 7.0 mit der automatischen Tonwert-
korrektur (Bereich 0-255) nachbearbeitet. Dadurch wurde der Kontrast in
Bildern mit mittlerer Farbwertverteilung verbessert, indem die hellsten und
dunkelsten Pixel eines Bildes neu definiert wurden. Anschliel3end wurden die
Bildanteile, die nicht zur Plaque gehorten, entfernt. Die Auswertung erfolgte mit
der Software ,,Analyze It, die den prozentualen Anteil der rot gefarbten Pixel an
der Gesamtpixelzahl bestimmt (Abb. 5). Aus den vier Einzelmessungen wurde
die Summe aller roten Pixel berechnet und zur Gesamtpixelzahl ins Verhaltnis
gesetzt. Dieser prozentuale Anteil wurde mit der Plaqueflache multipliziert und

daraus die Flache (mm?) der jeweiligen Plaquebestandteile berechnet.
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Abb. 5:  Arbeitsschritte bei der digitalen Nachbearbeitung und Auswertung
positiv gefarbter Areale der Plague am Bespiel einer Olrotfarbung
(A: Originalfotografie; B: nach Tonwertkorrektur, C: ausgeschnittene
Plaque, D: Auswertung mit der Software ,Analyze It*)
An einem Olrot-Praparat wurde zunéchst das prinzipielle Vorgehen getestet.
Dazu wurden jeweils mit dem Objektiv 10facher und 20facher Vergréf3erung
vier diametral gelegene Ausschnitte der Plague fotografiert. Mit dem 2,5fach
Obijektiv wurde eine Ubersichtsaufnahme der gesamten Plaqueflache erstellt.
Um zu ermitteln, welchen Anteil an der gesamten Plaqueflache die einzelnen
VergroBerungen erfassten, wurden die Bilder ausgedruckt, die darauf
abgebildete Plaque morphometrisch vermessen und in Relation zur gesamten
Plaqueflache gesetzt (vgl. Kap. 2.6.2.1). Mit dem 10fach Objektiv wurden so
ca. 56 % der Gesamtplaque erfasst, mit dem 20fach Objektiv ca. 28 %. Das
Programm ,Analyze It* erkannte mit dem 10fach Objektiv durchschnittlich 9,1 %
rote Pixel, mit dem 20fach Objektiv 10,4 %. Das bedeutet, dass sich in Bezug

auf das Auswertungsergebnis im Programm ,Analyze It* im Vergleich zwischen
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10fach und 20fach Obijektiv kein relevanter Unterschied vorhanden war. Jedoch
konnte mit dem 10fach Objektiv ein doppelt so groRer Plagueanteil erfasst
werden. Aus diesem Grund wurden in der weiteren Auswertung die
Ausschnittsfotografien mit dem 10fach Objektiv angefertigt. Alle nachfolgenden
Messungen folgen diesem Prinzip. Auf Abweichungen wird im jeweiligen Kapitel

eingegangen.

2.6.3.2 Bestimmung des Lipidanteils

Der Lipidanteil wurde an den Olrot-gefarbten Kryostatpraparaten der Segmente
AoBo | und Thor V bestimmt. Die Abschnitte des Aortenbogens wurden wie
beschrieben mit dem 10fach Objektiv fotografiert, diejenigen der Aorta

thoracalis aufgrund des kleineren Durchmessers mit dem 20fach Objektiv.

2.6.3.3 Bestimmung des Anteils an Makrophagen

Die Bestimmung des Makrophagenanteils an RAM-11-gefarbten Praparaten
erfolgte zusatzlich zu den Aortenbogensegmenten Il und Ill auch an den
Segmenten Il, V und X der Aorta thoracalis. Zudem wurde je ein Praparat der
Aorta thoracalis mit ca. 1 mm2 und ca. 2 mm?2 Plaqueflache ausgewertet, um
den Makrophagen-Anteil bei gleicher Plaqueflache beurteilen zu kénnen. Die
Praparate der Aorta thoracalis wurden aufgrund des kleinen Durchmessers mit

dem 20fach Objektiv fotografiert.

2.6.3.4 Bestimmung des Anteils an glatten Muskelzel len

An den a-Aktin-gefarbten Segmente AoBo Il und AoBo Ill wurde der Antell

glatter Muskelzellen ermittelt.

2.6.3.5 Bestimmung des Anteils an Endothelin-1

Die Endothelin-1-Farbung wurde an den Segmenten AoBo Il und AoBo Il

angefertigt und ausgewertet.

2.6.3.6 Bestimmung des Anteils an Kollagen

Der Anteil an Kollagen vom Typ | und vom Typ Illl wurde jeweils an den

Praparaten AoBo Il und AoBo Il bestimmt.
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2.6.4  Sonstige Auswertungsmethoden
2.6.4.1 Bestimmung der Zelldichte und Proliferation  srate

Die Zelldichte und die Proliferationsrate wurde an den PCNA-gefarbten
Aortenbogensegmenten 1l und Il bestimmt. Die Fotografien an den vier
diametral gelegenen Stellen wurden nicht mit dem 10fach, sondern dem 20fach
Objektiv erstellt, da sie zum Teil manuell ausgewertet werden mussten. Die
Plague wurde im Bildbearbeitungsprogramm Adobe Photoshop 7.0
ausgeschnitten. Mit dem Analyseprogramm ImageJ wurde die Plaque-
flache (mm?) und die Gesamtzellzahl bestimmt. Aus diesen Daten wurde die
Zellzahl pro mm? errechnet. Zur weiteren Auswertung wurden die vier Bilder
tonwertkorrigiert  (Kap. 2.6.3.1) ausgedruckt. Die rotlich  gefarbten,
PCNA-positiven Zellkerne wurden manuell ausgezahlt und zur Gesamtzahl der
Zellkerne ins Verhdltnis gesetzt. Der Anteil der positiven Zellen ergab die

Proliferationsrate.

2.6.4.2 Bestimmung des Anteils an NF  kB-positiven Zellen

Die rot angefarbten NFkB-positiven Zellen wurden unter dem Mikroskop mit
dem 40fachen Objektiv mit Immersions6él ausgezéhlt. Die Ergebnisse von
jeweils zwei Zahlungen wurden gemittelt. Bereiche mit Artefakten wurden von
der Auswertung ausgeschlossen. Aus der morphometrisch bestimmten
Plaqueflache (Kap. 2.6.2.1) und der Zelldichte (Kap.2.6.4.1) wurde die
Gesamtzellzahl ermittelt und der prozentuale Anteil NFkB-positiver Zellen an

der Gesamtzellzahl berechnet.
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2.7 Statistische Auswertung

Aus den Daten jeder Gruppe wurden der arithmetische Mittelwert, die
Standardabweichung und der Standardfehler berechnet. Im Text, in den
Tabellen und in den Abbildungen werden arithmetischer

Mittelwert £ Standardfehler (Mittelwert + SEM) angegeben.

Die statistische Auswertung der Verlaufsparameter Herzfrequenz und
Blutparameter erfolgte anhand der ,area under the curve* (AUC)
(Tab. 15, Seite 139) wie in Bewick et al.?® beschrieben. Dieser Wert erlaubt
eine Beurteilung der zu verschiedenen Zeitpunkten ermittelten Messwerte tber

die gesamte Versuchsdauer.

Die Analyse der Daten erfolgte mit dem Programm JMP (Version 3.1.6.2, SAS,
Heidelberg, Cary, NC, USA). Die Prufung der Signifikanz erfolgte auf einem

a-Signifikanzniveau von < 0,05.

Die  Uberlebenszeitanalyse wurde nach der Kaplan-Meier-Methode
durchgefuihrt. Alle anderen Parameter wurden mittels Oneway-ANOVA und

anschlieBendem Tukey-Kramer-Test analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Uberlebenszeit

Die Versuchsdauer betrug insgesamt 105 Tage. Von den 24 Tieren erreichten
16 Tiere das Versuchende. Acht Tiere wurden wegen der zunehmenden
Verschlechterung ihres Allgemeinzustandes vorzeitig aus dem Versuch
genommen. In der Kontroll-Gruppe schieden funf Tiere und in der Metoprolol-
Gruppe drei Tiere aus (Tab. 4). Alle Tiere der Nebivolol-Gruppe erreichten das

Versuchende.

Tab. 4: Ubersicht der vorzeitig aus dem Versuch genommenen Tiere

Gruppe An.zahl Zeitpunkt des Ube.rlebenszeit
der Tiere (n) Versuchendes in Tage

Kontrolle 2 Woche 9 80

1 Woche 10 87

1 Woche 11 95

1 Woche 11 97
Metoprolol 2 Woche 9 81

1 Woche 9 83

Das Uberleben der Tiere unterschied sich zwischen den Gruppen signifikant
voneinander (p=0,0473). Im Einzelvergleich lag der signifikante Unterschied
zwischen der Nebivolol- und der Kontroll-Gruppe (p=0,0097). Zwischen den
Gruppen Metoprolol und Kontrolle liel3 sich kein signifikanter Unterschied
feststellen (p=0,4668), zwischen den medikamentds behandelten Gruppen

wurde die Signifikanzgrenze knapp verfehlt (p=0,0637) (Abb. 6).
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Abb. 6: Kaplan-Meier-Kurve fiir die Uberlebenszeit ( p=0,0473)

Gezeigt ist das Uberleben der Versuchstiere in den einzelnen
Gruppen in Abhangigkeit der Versuchsdauer von 105 Tagen.

Von insgesamt 24 Versuchstieren erreichten 16 Tiere das Versuch-
ende. In der Kontroll-Gruppe schieden funf Tiere aus, in der
Metoprolol-Gruppe drei Tiere. Alle acht Tiere der Nebivolol-Gruppe
erreichten das Versuchende. Das Uberleben der Tiere in der
Nebivolol-Gruppe unterschied sich im Einzelvergleich signifikant von
dem der Kontroll-Gruppe (p=0,0097). Weitere signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht feststellbar
(p=0,4668 fur den Unterschied zwischen der Metoprolol- und Kontroll-
Gruppe und p=0,0637 zwischen den medikamentds behandelten
Gruppen).
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3.1.1 Parameter bei Versuchsbeginn

Zum Vergleich der Uberlebenden mit den vorzeitig ausgeschiedenen Tieren
wurden zwei Gruppen ,Nicht-Uberlebende* (n=8) und ,Uberlebende* (n=16)
gebildet. Die zu Versuchsbeginn (Woche -2) gemessenen Parameter wurden

zwischen diesen beiden Gruppen verglichen (Tab. 14, Seite 136).

Das Korpergewicht betrug zu Versuchsbeginn in der Gruppe der Nicht-
Uberlebenden im Mittel 1848 +27 g, in der Gruppe der Uberlebenden
durchschnittlich 1766 + 35 g. Ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Gruppen wurde nicht festgestellt (p=0,1394). Die Futteraufnahme lag im Mittel
der Nicht-Uberlebenden bei 78,4 +2,7 g/d und kg KG, in der Gruppe der
Uberlebenden bei 79,0 +1,6 g/d und kg KG (p=0,8516). Die Herzfrequenz
unterschied sich zwischen den beiden Gruppen ebenfalls nicht signifikant
(p=0,5426), in der Gruppe der Nicht-Uberlebenden lag sie bei 267 + 9 /min und
bei den Uberlebenden bei 274 + 7 /min.

Bei den Blutparametern war zwischen den zwei Gruppen kein signifikanter
Unterschied feststellbar, aul3er in den Parametern Hb, Hamatokrit und GOT.
Der Hb lag in der Gruppe Nicht-Uberlebende bei durchschnittlich
12,1 +0,3mg/dl versus 11,3+0,1mg/dl in der Gruppe Uberlebende
(p=0,0265), der Hamatokrit war analog zum Hb hoher in der Gruppe Nicht-
Uberlebende (40,5 +0,8 % versus 37,6 +0,5 %; p=0,0130). Das Leberenzym
GOT lag in der Gruppe der Nicht-Uberlebenden im Mittel bei 26,1 + 1,1 U/, im
Gegensatz zu 30,1 + 1,2 U/l bei der Gruppe der Uberlebenden (p=0,0476).

3.1.2 Plaqueflache

Die vorzeitig ausgeschiedenen Tiere wiesen im Vergleich mit den Uberlebenden
Tieren eine signifikant kleinere Plaqueflache bzw. Stenose des Gefal3lumens
aller Aortenbogensegmente auf. Im Mittel aller Aortenbégen betrug die

Plaqueflache in der Gruppe der Nicht-Uberlebende 4,5+ 0,6 mm2 in der
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Gruppe der Uberlebenden 7,3 +0,6 mm2? (p=0,0062). Die Stenose des
GefaRlumens lag in der Gruppe der Nicht-Uberlebenden bei durchschnittlich
19,6 +2,1 %, bei den Uberlebenden betrug sie im Mittel 31,0+1,2 %
(p<0,0001) (Abb. 7). Aufgrund dieses Unterschieds, der eindeutig auf die
kurzere Versuchsdauer bei der Gruppe der Nicht-Uberlebenden zuriickzufiihren
ist, wurden die vorzeitig aus dem Versuch genommenen Tiere von der

Auswertung ausgeschlossen.
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Abb. 7: Vergleich der Plaqueflache und der Stenose des GefalRlumens
zwischen den Gruppen ,Nicht-Uberlebende* und ,Uber  lebende”
Gezeigt sind die Mittelwerte £+ SEM der Plaqueflache und der Stenose
des GefalR3lumens der vier Aortenbogensegmente. Die Plaqueflache
unterscheidet sich zwischen den Gruppen signifikant voneinander
(p=0,0062), ebenso die Stenose des Gefalllumens (p<0,0001).
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3.2 Kdrpergewicht und Futteraufnahme

3.2.1 Kdrpergewicht

Das Korpergewicht der Tiere betrug zu Versuchsbeginn durchschnittlich
1766 £ 35 g. Bis zu Woche 6 erhohte es sich im Mittel um 162 g pro Woche. In
der Kontroll-Gruppe blieb das durchschnittliche Koérpergewicht bis Woche 8
nahezu unverandert, nahm dann bis Woche 10 um 240 g ab und stieg bis
Woche 12 auf 2907 £ 155 g an. In der Nebivolol-Gruppe lag das Endgewicht
bei 3165+ 66 g, in der Metoprolol-Gruppe bei 3108 + 152 g. (Abb. 8). Bei
Anfangs- und Endgewicht war zwischen den Gruppen kein signifikanter
Unterschied feststellbar (p=0,5526).

3400

3200

3000 -

2800 o

2600

2400 A

Korpergewicht (g)

2200

2000 A

—e— Kontrolle

1800 - —&— Nebivolol

—4A— Metoprolol

1600 T T T T T T T T T T T T T T T
-2 0 2 4 6 8 10 12

Woche

Abb. 8: Entwicklung des Korpergewichts Uber die Unt ersuchungsdauer
von 15 Wochen
Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM. Bei Anfangs- und Endgewicht
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
festgestellt werden (p=0,5526).
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3.2.2

Futter-, Cholesterin- und Medikamentenaufnahme

Alle angegebenen Werte wurden am Ende jeder Woche ermittelt und auf die

durchschnittliche Menge pro Tag ruckgerechnet.

Die Futteraufnahme betrug in den ersten finf Wochen im Mittel aller Tiere

141 £ 3 g/d. Ab Woche 3 nahm sie bis zur Futterumstellung in Woche 8 ab und

stieg bis

Woche 12 wieder an. Sie betrug nach Woche 3 im Mittel 83 + 2 g/d.

Zwischen den Gruppen wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt

(Abb. 9).
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Abb. 9: Durchschnittliche tagliche Futteraufnahme a ber die

Untersuchungsdauer von 15 Wochen

Gezeigt sind die Mittelwerte £+ SEM. Bei dem Uber die gesamte
Versuchsdauer berechneten Mittelwert konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen nachgewiesen werden
(p=0,7223).
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Aus der aufgenommenen Futtermenge wurde die Cholesterinaufnahme pro
Tag und kg KG berechnet. Sie nahm im Mittel aller Tiere von urspringlich
703,3+£21,6 auf 250,8+9,1 mg/d und kg KG in Woche 7 ab. Nach der
Futterumstellung betrug sie bis Woche 12 durchschnittlich 128,9 + 5,0 mg/d
und kg KG. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen war nicht
erkennbar (Abb. 10).
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Abb. 10: Cholesterinaufnahme pro Tag und kg Korperg  ewicht (KG) Uber
die Dauer von 13 Wochen
Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM. Bei dem uber die Dauer der
Cholesterinflitterung berechneten Mittelwert war kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen erkennbar (p=0,7457).
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Die durchschnittliche tagliche Medikamentendosis wurde aus der aufge-
nommenen Futtermenge und den bei Bedarf zusatzlich verabreichten
B-Blockern berechnet. Sie nahm in der Nebivolol-Gruppe im Mittel von anfangs
34,2+0,8 auf 11,5+0,3mg/d und kg KG in Woche7 ab, nach der
Futterumstellung mit der damit verbundenen Dosiserhéhung in Woche 8 lag sie
relativ konstant bei 23,6 £ 1,1 mg/d und kg KG. Die Medikamentendosis in der
Metoprolol-Gruppe verhielt sich analog, sie fiel von zunachst 59,1 £ 2,1 auf
18,2+15mg/d und kg KG und erreichte nach Woche 8 einen
durchschnittlichen Wert von 41,6 + 2,1 mg/d und kg KG (Abb. 11).
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Abb. 11: Medikamentendosis pro Tag und kg Kérpergewicht (KG) Uber die
Untersuchungsdauer von 15 Wochen
Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM.
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3.3 Herzfrequenz

Die Herzfrequenz betrug zu Versuchsbeginn im Mittel aller Tiere 274 £7 /min.
In der Kontroll-Gruppe blieb sie relativ konstant und lag wahrend der
Versuchsdauer im Mittel bei 292 + 6 /min. In den medikamentds behandelten
Gruppen sank die Herzfrequenz bis Woche 2 ab und blieb dann bis Woche 12
nahezu unverandert. In der Nebivolol-Gruppe lag die mittlere Herzfrequenz bei
225 = 3 /min und in der Metoprolol-Gruppe bei 237 £ 4 /min (Abb. 12). Die AUC
der Herzfrequenz unterschied sich zwischen den Gruppen signifikant
voneinander (p=0,0001). Der Tukey-Kramer-Test zeigte einen signifikanten
Unterschied zwischen der Kontroll-Gruppe und den medikamentés behandelten

Gruppen bei einem Signifikanzniveau von p=0,0001.
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Abb. 12:Verlauf der Herzfrequenz Uuber die Untersuc hungsdauer von
15 Wochen

Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM. Die Herzfrequenz in der
Nebivolol- und Metoprolol-Gruppe war gegenuber der Kontroll-Gruppe
signifikant vermindert (p=0,0001 fur den Unterschied bei der area
under the curve).
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3.4 Organgewichte

Die Organgewichte wurden als absolute Werte bestimmt und in Prozent des
Korpergewichts bei Versuchende umgerechnet (Tab.5). Signifikante
Unterschiede wurden nicht festgestellt. Das durchschnittliche Lebergewicht aller
Tiere lag bei 161,4 + 6,7 g, das Gewicht der Milz bei 5,4 + 0,6 g.

Tab. 5: Organgewichte: Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM der absoluten
Organgewichte und in Prozent des Korpergewichts (KG).

Kontroll- Nebivolol- Metoprolol-

Gruppe (n=3) Gruppe (n=8) Gruppe (n=5) p-Wert

Leber (g) 159,1 +5,8 156,0+7,1 171,4 £18,7 0,6261
(% des KG) 5,44 £ 0,24 4,96 £ 0,20 5,44 £ 0,45 0,4268
Milz (9) 6,8+1,2 4,5+0,7 58+1,2 0,2857

(% des KG) 0,23 +£0,03 0,14 £ 0,02 0,19+0,05 0,2082
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3.5 Blutparameter

3.5.1 Konzentration der Plasmalipide und -lipoproteine
3.5.1.1 Gesamtcholesterin

Die Cholesterin-Konzentration im Plasma wurde alle zwei Wochen gemessen.
Sie betrug zu Beginn des Versuchs bei den 16 Tieren im Mittel
63,9 = 3,7 mg/dl. Nach Verabreichung des cholesterinhaltigen Futters stieg die
Plasma-Cholesterin-Konzentration im Mittel aller Tiere auf 2710,2 + 183,1 mg/dI
in Woche 2 an und lag wahrend des Hauptversuchs durchschnittlich bei
2175,5 + 86,7 mg/dl. Zwischen den drei Gruppen war jedoch fur die AUC des

Cholesterins keine signifikanten Unterschiede feststellbar (Abb. 13).
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Abb. 13: Cholesterin-Konzentration im Plasma uUber d  ie Untersuchungs-
dauer von 15 Wochen
Gezeigt sind die Mittelwerte £+ SEM nach Beginn der Cholesterindiat.
Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen in der area under
the curve konnte nicht nachgewiesen werden (p=0,1005).
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3.5.1.2 Triglyzeride

Die Triglyzerid-Konzentration im Plasma wurde zweiwdchentlich bestimmt. Im
Mittel der 16 Tieren lag sie zu Untersuchungsbeginn bei 96,3 £ 5,5 mg/dl und
bis Woche 6 relativ konstant bei durchschnittlich 113,4 + 8,3 mg/dl. Die
Kontroll-Gruppe zeigte danach bis Woche 12 einen Anstieg auf
443,0 +167,1 mg/dl, die Nebivolol-Gruppe auf 211,5 +44,1 mg/dl und die
Metoprolol-Gruppe auf 158,8 + 48,8 mg/dl. Fur die AUC der Triglyzeride war

jedoch kein signifikanter Unterschied nachweisbar (Abb. 14).
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Abb. 14: Triglyzeridkonzentration im Plasma dber di e Untersuchungs-
dauer von 15 Wochen
Gezeigt sind die Mittelwerte £+ SEM. Ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen bei der area under the curve wurde nicht
festgestellt (p=0,2703).
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3.5.1.3 Lipoproteine

Die Konzentration des HDL-, LDL- und VLDL-Cholesterins wurde zu Beginn

des Hauptversuchs und bei Versuchende ermittelt.

Die HDL-Cholesterin -Konzentration betrug in Woche 0 im Mittel aller 16 Tiere
18,8 £ 1,4 mg/dl. In der Kontroll-Gruppe nahm die Konzentration bis Woche 12
um 73 % auf 50+0,2mg/dl ab, in der Nebivolol-Gruppe um 56 % auf
8,3 +1,1 mg/dl und in der Metoprolol-Gruppe um 55 % auf 8,5 + 1,3 mg/dl. Zu
keinem Zeitpunkt konnten signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen

festgestellt werden (Abb. 15).
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Abb. 15: HDL-Cholesterin-Konzentration im Plasma zu den Zeitpunkten

Woche 0 und Woche 12

Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM. Signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen wurden nicht nachgewiesen (p=0,9940 in
Woche 0; p=0,1892 nach Woche 12).
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Die VLDL-Cholesterin -Konzentration im Plasma lag zu Beginn des Haupt-
versuches im Mittel bei 8,0+1,3mg/dl und bei Versuchende bei
1121,1 £113,6 mg/dl. Es waren zu beiden Zeitpunkten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen erkennbar (Abb. 16).
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Abb. 16: VLDL-Cholesterin-Konzentration im Plasma zu den Zei  tpunkten
Woche 0 und Woche 12.
Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM. Signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen wurden nicht nachgewiesen (p=0,8570 in
Woche 0; p=0,4950 nach Woche 12)
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Bei der LDL-Cholesterin -Konzentration im Plasma betrug der Mittelwert der
Tiere 13,6 £ 1,2 mg/dl in Woche 0. In Woche 12 lag er in der Kontroll-Gruppe
bei 892,3 + 74,6 mg/dl, in der Nebivolol-Gruppe bei 760,2 + 107,3 mg/dl und in
der Metoprolol-Gruppe bei 619,1 £91,5 mg/dl. Zu keinem Zeitpunkt waren

signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen feststellbar (Abb. 17).
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Abb. 17: LDL-Cholesterin-Konzentration im Plasma zu den Zeitpunkten
Woche 0 und Woche 12.
Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM. Signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen wurden nicht nachgewiesen (p=0,5388 in
Woche 0; p=0,3551 nach Woche 12; p=0,3517 fur die Differenz
zwischen Woche 0 und Woche 12).
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3.5.2 Kleines Blutbild

Die Parameter des kleinen Blutbildes wurden vierwdchentlich bestimmt
(Tab. 6).

Wahrend des 15-wochigen Versuchs verringerte sich die mittlere
Erythrozytenzahl in allen Versuchsgruppen. Zu Versuchsbeginn in Woche -2
lag sie im Mittel aller Tiere bei 5,7 £ 0,1 Mio/ul. Sie sank in der Kontroll-Gruppe
bis Woche 12 um 36 %, in der Nebivolol-Gruppe um 30 % und in der
Metoprolol-Gruppe um 30 % (Abb. 18). Die Gruppen unterschieden sich in der
AUC der Erythrozytenzahl signifikant voneinander (p=0,0066), der Unterschied
befand sich zwischen der Kontroll- und Metoprolol-Gruppe.
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Abb. 18: Zahl der Erythrozyten im Vollblut Gber die Untersuchungsdauer
von 15 Wochen
Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM. Diese lag in der Kontroll-Gruppe
signifikant unter der Zahl der Erythrozyten in der Metoprolol-Gruppe
(p=0,0066 fur den Unterschied bei der area under the curve). Weitere
signifikanten Unterschiede waren nicht feststellbar.
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Der Hamatokrit verringerte sich von durchschnittlich 38,1 £ 0,5 % in Woche -2
bis Versuchende auf 23,4 +1,0 % in der Kontroll-Gruppe, 25,8 £ 0,9 % in der
Nebivolol-Gruppe und 27,1 +£2,3% in der Metoprolol-Gruppe. Trotz eines
p=0,0499 in der Oneway-ANOVA lieBen sich im Anschlusstest keine
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen nachweisen.

Die Hamoglobinkonzentration lag zu Versuchsbeginn im Mittel aller 16 Tiere
bei 12,0 £0,3 g/dl und verringerte sich bis Woche 12 auf durchschnittlich
9,4 £ 0,4 g/dl. Ein signifikanter Unterschied in der AUC des Hamoglobins war
zwischen den Gruppen nicht festzustellen (p=0,4864).

Das MCV (mean corpuscular volume) betrug durchschnittlich 67,2 1,11l in
Woche -2. Bis Versuchende fiel es in der Kontroll-Gruppe auf 65,7 £ 8,9 fl ab,
in den medikamentdés behandelten Gruppen fiel es auf durchschnittlich
65,9+ 1,2l ab. Signifikante Unterschiede in der AUC des MCV waren

zwischen den Gruppen nicht festzustellen (p=0,6935).

Bei Versuchsbeginn lag die MCHC (mean corpuscular haemoglobin
concentration) durchschnittlich bei 31,5 + 0,6 g/dl. Bis Woche 12 stieg sie um
31 % in der Kontroll-Gruppe, um 15 % in der Nebivolol-Gruppe und um 10 % in
der Metoprolol-Gruppe. Ein signifikanter Unterschied in der AUC des MCHC
konnte zwischen den Gruppen nicht festgestellt werden (p=0,1174).
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Das MCH (mean corpuscular haemoglobin) stieg im Verlauf bei allen Tieren an.
In Woche -2 lag es im Mittel aller Tiere bei 21,2 + 0,2 pg. Bei Versuchende
betrug es in der Kontroll-Gruppe 26,1 +0,7 pg, in der Nebivolol-Gruppe
23,8+£0,6 pg und in der Metoprolol-Gruppe 23,1+0,5pg (Abb.19). Ein
signifikanter Unterschied (p=0,0206) in der AUC des MCH bestand zwischen
der Kontroll- und Metoprolol-Gruppe.
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Abb. 19: MCH im Vollblut Uber die Untersuchungsdaue r von 15 Wochen
Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM. Dieses lag in der Kontroll-Gruppe
signifikant tber dem MCH der Metoprolol-Gruppe (p=0,0206 fir den
Unterschied bei der area under the curve). Weitere signifikanten
Unterschiede waren nicht feststellbar.
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Die Zahl der Leukozyten betrug zu Versuchsbeginn in der Kontroll-Gruppe im
Mittel 7280 + 670 1/ul, in der Nebivolol-Gruppe 6311 £ 606 1/ul und in der
Metoprolol-Gruppe 6745 =654 1/ul. In allen Gruppen stieg die Leukozytenzahl
bis Woche 8 vergleichbar an. Danach zeigte die Kontroll-Gruppe bis zum
Versuchende einen Anstieg auf 26607 = 8972 1/ul, die Nebivolol-Gruppe auf
12518 £ 790 1/pl und die Metoprolol-Gruppe auf 12964 + 1880 1/ul (Abb. 20).
Die Kontroll-Gruppe lag in der AUC der Leukozytenzahl dabei signifikant Uber
der AUC in der Nebivolol-Gruppe (p=0,0322).
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Abb. 20: Zahl der Leukozyten im Vollblut Uber die U ntersuchungsdauer

von 15 Wochen

Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM. Diese lag in der Nebivolol-Gruppe
signifikant unter der Zahl der Leukozyten in der Kontroll-Gruppe
(p=0,0322 fur den Unterschied bei der area under the curve). Ein
signifikanter Unterschied zwischen den medikamentés behandelten
Gruppen sowie zwischen der Kontroll- und Metoprolol-Gruppe war
nicht feststellbar.
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Im Verlauf der 15 Untersuchungswochen zeigte die Zahl der Thrombozyten
bei allen Gruppen einen Anstieg von durchschnittlich 359 + 27 1/nl in Woche -2
474 + 25 1/nl  bei AUC der

Thrombozytenzahl war zwischen den Gruppen kein signifikanter Unterschied

auf im Mittel Versuchende. Bei der

nachweisbar.

Tab. 6: Parameter des Kleinen Blutbildes: Mittelwerte + SEM zu Versuchs-
beginn (Woche -2) und zu Versuchende (Woche 12) mit Angabe des

jeweiligen p-Wertes der area under the curve (AUC)

Nebivolol-
Gruppe (n=8)

Kontroll-
Gruppe (n=3)

Metoprolol- p-Wert
Gruppe (n=5) AUC

Erythrozyten (Mio/pl)

Woche -2 54+0,3 57+0,2 59+0,2

Woche 12 35+04 4,0+£0,2 4,1+04

AUC 68,5+2,5 73,211 78,3+1,7 0,0066**
Hamatokrit (%)

Woche -2 379+1,2 38,0+£0,7 38,4+£0,9

Woche 12 23,4+£1,0 25,8+£0,9 27,1+2,3

AUC 453,2 £ 3,6 465,7 £6,0 4925 +13,9 0,0499
Hamoglobin (g/dl)

Woche -2 11,5+0,5 12,2+0,5 12,2+0,6

Woche 12 92+1,1 94+04 9,4+0,8

AUC 162,0 +4,5 165,0 + 3,1 169,8 +4,7 0,4864
MCV (fl)

Woche -2 70,7+2,0 67,1+1,8 65,5+1,6

Woche 12 65,7 +£8,9 65,4+1,9 66,7+1,4

AUC 977,8 £59,6 943,3+20,1 948,3 £10,5 0,6935
MCH (pg)

Woche -2 21,5+0,5 21,4+£0,2 20,7+0,3

Woche 12 26,1+£0,7 23,8+0,6 23,1+0,5

AUC 358,0 £8,3 341,1+£4,8 328,0+4,2 0,0206**
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Tab. 6: Fortsetzung

Kontroll- Nebivolol- Metoprolol- p-Wert
Gruppe (n=3) Gruppe (n=8) Gruppe (n=5) AUC
MCHC (g/dI)
Woche -2 30,5+0,2 31,9+0,9 31,6 +1,1
Woche 12 40,0 £4,6 36,5+0,6 34604
AUC 551,1 £25,3 534,4 £3,7 519,6 £ 3,8 0,1174
Leukozyten (1/ul)
Woche -2 7280 £ 670 6311 £+ 606 6745 + 654
Woche 12 26607 + 8972 12518 + 790 12964 + 1880
AUC (103) 238,7 + 38,6 169,8 + 6,7 188,7 +13,2  0,0322*
Thrombozyten (1/nl)
Woche -2 312 £ 97 391 +£40 310 £40
Woche 12 612 + 73 482 + 33 461 £ 55
AUC (109) 73+04 70+£04 59+0,6 0,1833

* signifikanter Unterschied zwischen der Nebivolol- und der Kontroll-Gruppe

** signifikanter Unterschied zwischen der Metoprolol- und der Kontroll-Gruppe
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3.5.3 Leber- und Pankreaswerte

Leber- und Pankreaswerte wurden in vierwdchentlichem Abstand bestimmt
(Tab. 7).

Die Gesamt-Bilirubin-Konzentration lag bei allen Tieren zu Beginn des
Hauptversuchs im Mittel bei 0,1 + 0,0 mg/dl. In der Kontroll-Gruppe stieg sie auf
einen Endwert von 3,7 £ 1,3 mg/dl, in der Nebivolol-Gruppe auf 1,3 + 0,2 mg/dl
und in der Metoprolol-Gruppe auf 1,1+0,3mg/dl an. Ein signifikanter
Unterschied in der AUC des Gesamt-Bilirubins zwischen den Gruppen war nicht
festzustellen (p=0,0800).

Die Werte der Glutamat-Oxalacetat-Transferase (GOT) verhielten sich in
allen drei Gruppen analog, sie stiegen von durchschnittlich 29,9 + 1,3 U/l in
Woche -2 auf einen maximalen Wert von 60,6 + 14,3 U/l in Woche 8 an und
fielen bis Versuchende auf 39,3 £2,8 U/l ab. Ein signifikanter Unterschied in

der AUC der GOT war zwischen den Gruppen nicht erkennbar (p=0,2471).

Ahnlich verhielten sich die Werte der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT).
Sie nahmen von im Mittel 35,9 £ 2,0 U/l zu Versuchsbeginn auf 79,1 £ 15,5 U/l
in Woche 8 zu und fielen auf 53,9 £ 2,7 U/l in Woche 12 ab. In der AUC der
GPT konnte zwischen den Gruppen kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden (p=0,4032).

Die y-Glutamyl-Transferase ( y-GT) betrug zu Beginn im Mittel aller Tiere
2,0£0,3 U/l. Im Versuchsverlauf stieg sie auf einen maximalen Wert von
131,8 £46,8 U/l in Woche 4 an und fiel bis Woche 12 auf durchschnittlich
74,2 £ 8,8 U/l. In der AUC der y-GT war kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen feststellbar (p=0,7763).
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Die Aktivitat der Lipase lag in Woche -2 durchschnittlich bei 82,9 + 4,4 U/I. Bis
zum Versuchende stieg sie in der Kontroll-Gruppe auf 1312 + 190 U/l, in der
Nebivolol-Gruppe auf 696 +137 U/l und in der Metoprolol-Gruppe auf
856 = 151 U/l (Abb. 21). Ein signifikanter Unterschied war zwischen der
Kontroll- und Nebivolol-Gruppe feststellbar (p=0,0182).
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Abb. 21: Aktivitat der Lipase im Plasma lber die Un  tersuchungsdauer von

15 Wochen.

Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM. Die Aktivitdt der Lipase stieg in
allen Gruppen ab Woche 8 an. Sie war in der Nebivolol-Gruppe
gegenuber der Kontroll-Gruppe signifikant vermindert (p=0,0182 fur
den Unterschied bei der area under the curve). Ein signifikanter
Unterschied zwischen den medikamentdés behandelten Gruppen
sowie zwischen der Kontroll- und Metoprolol-Gruppe war nicht
feststellbar.
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Tab. 7:

(Woche -2 bzw. Woche 0 bei

Leber- und Pankreaswerte: Mittelwerte + SEM zu Versuchsbeginn
Bilirubin) und zu Versuchende

(Woche 12) mit Angabe des jeweiligen p-Wertes der area under the
curve (AUC)

Kontroll- Nebivolol- Metoprolol- p-Wert
Gruppe (n=3) Gruppe (n=8) Gruppe (n=5) AUC
Bilirubin gesamt (mg/dl)
Woche 0 0,1+0,0 0,1+£0,0 0,1+0,0
Woche 12 3,7+1,3 1,3+0,2 1,1+0,3
AUC 20,1+7,8 15,7+1,8 10,9+25 0,0800
GOT (Uh)
Woche -2 31,0£1,5 29,4+1.8 30,8+2,7
Woche 12 45,7 £ 15,6 40,0 £3,9 38,2+5,4
AUC 609,5+111,9 466,4 £ 25,9 583,1+80,6 0,2471
GPT (U/l)
Woche -2 48,3 +0,9 33,6+2,9 39,6 +£2,9
Woche 12 64,0+£11,5 55,1+3,6 52,0+£5,6
AUC 1025,2 +109,3 774,0 £103,0 923,1+141,6 0,4032
y-GT (U/l)
Woche -2 2,7+1,2 2,3£0,5 1,6 0,6
Woche 12 77,7 £ 26,8 65,5+ 14,9 88,2+5,8
AUC 895,4 £101,2 781,1+£179,5 951,3+94,8 0,7763
Lipase (U/l)
Woche -2 91,0+£8,0 81,5+7,2 80,472
Woche 12 1312 +190 696 + 137 856 + 151
AUC (109) 4,8+0,2 29+0,3 32+04 0,0182*

* signifikanter Unterschied zwischen der Nebivolol- und Kontroll-Gruppe
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3.6

3.6.1

Real-time-RT-PCR

Kollagen-Typ-I

Die Expression von Kollagen-Typ-I-mRNA betrug in der Kontroll-Gruppe
100,0 £ 12,5 %, in der Nebivolol-Gruppe 46,0 +11,2 % und in der Metoprolol-
Gruppe 48,6 £12,3 % (Abb. 22). Der Unterschied zwischen der Kontroll- und
der Nebivolol-Gruppe war signifikant (p=0,0374).

120
<
< 100 -
c
je)
(7))
O
S 80 1
>
L
=
< 60 -
£
=)
l_l 40_
c
()
(@)
8
= 201
2
0

Kontrolle Nebivolol Metoprolol

Abb. 22: Expression von Kollagen-Typ--mRNA in scho  ckgefrorenen

Karotiden.

Die Untersuchung der Kollagen-Typ-I-mRNA-Expression an den
rechten Karotiden erfolgte mittels Real-time-RT-PCR nach Isolation
der Gesamt-RNA und unspezifischer RT-Reaktion. Dargestellt sind
die Mittelwerte + SEM der relativen mRNA-Expression von jeweils
zwei Versuchen an zwei verschiedenen Abschnitten der Karotiden.
Die Kaninchen der Nebivolol-Gruppe(*) exprimierten signifikant
weniger Kollagen-Typ-I-mRNA als die Tiere der Kontroll-Gruppe
(p=0,0374; n=15). Ein signifikanter Unterschied zwischen der
Metoprolol- und Kontroll-Gruppe konnte nicht nachgewiesen werden.
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3.6.2

Kollagen-Typ-VIII

Die Expression von Kollagen-Typ-VIII-mRNA lag in der Kontroll-Gruppe bei
63,5+33,8%, in der Nebivolol-Gruppe bei 42,7+10,4% und in der
Metoprolol-Gruppe bei 81,2 +36,6 % (Abb.23). Es war kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen feststellbar (p=0,5211).
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Abb. 23:
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Expression von Kollagen-Typ-VIII-mRNA in schockgefr  orenen
Karotiden.

Die Untersuchung der Kollagen-Typ-VIII-mRNA-Expression an den
rechten und linken Karotiden erfolgte mittels Real-time-RT-PCR nach
Isolation der Gesamt-RNA und unspezifischer RT-Reaktion.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der relativen mRNA-
Expression von jeweils zwei Versuchen. Ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen war nicht feststellbar (p=0,5521; n= 30)



54 Ergebnisse

3.6.3 VCAM-1

In der Kontroll-Gruppe lag die mRNA-Expression bei 100,0 + 22,6 %, in der
Nebivolol-Gruppe bei 42,7+7,0% und in der Metoprolol-Gruppe bei
36,3 £6,5 % (Abb. 24). Zwischen den mit 3-Blockern behandelten Tieren und
der Kontroll-Gruppe konnte eine signifikant verminderte Expression von
VCAM-1-mRNA nachgewiesen werden (p=0,0017).
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Abb. 24: Expression von VCAM-1-mRNA in schockgefror  enen Karotiden.
Die Untersuchung der VCAM-1-mRNA-Expression an den rechten
und linken Karotiden erfolgte mittels Real-time-RT-PCR nach Isolation
der Gesamt-RNA und unspezifischer RT-Reaktion. Dargestellt sind
die Mittelwerte + SEM der relativen mRNA-Expression von jeweils
zwei Versuchen. Die Expression der VCAM-1-mRNA war in den
medikamentdés behandelten Gruppen(*) gegenuber der Kontroll-
Gruppe signifikant vermindert (p=0,001; n=30). Ein signifikanter
Unterschied zwischen der Nebivolol- und Metoprolol-Gruppe konnte
nicht nachgewiesen werden.
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3.6.4 PDGF-8
Die Expression der PDGF-B-mRNA lag in der Kontroll-Gruppe bei

1444 +20,3% und war bei den mit [3-Blockern behandelten Tieren der
Nebivolol- (61,8 £9,3%) und Metoprolol-Gruppe (42,0 £6,7 %) signifikant
reduziert (p<0,0001) (Abb. 25). Ein signifikanter Unterschied zwischen der

Nebivolol- und Metoprolol-Gruppe konnte nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 25: Expression von PDGF- B-mRNA in schockgefrorenen Karotiden.

Die Untersuchung der PDGF-B-mRNA-Expression an den rechten
und linken Karotiden erfolgte mittels Real-time-RT-PCR nach Isolation
der Gesamt-RNA und unspezifischer RT-Reaktion. Dargestellt sind
die Mittelwerte + SEM der relativen mRNA-Expression von jeweils
zwei Versuchen. Die Kaninchen der medikamentdés behandelten
Gruppen(*) exprimierten signifikant weniger PDGF-B-mRNA als die
Tiere der Kontroll-Gruppe (p<0,0001; n=27). Ein signifikanter
Unterschied zwischen der Nebivolol- und Metoprolol-Gruppe konnte
nicht nachgewiesen werden.



56 Ergebnisse

3.6.5 VEGF

Die Expression von VEGF-mRNA in den Karotiden war in der Kontroll-Gruppe
mit 142,4 +29,1 % signifikant erhdht gegenidber den medikamentds
behandelten Gruppen (p=0,0019). In der Nebivolol-Gruppe lag die Expression
bei 56,4 +10,6 %, in der Metoprolol-Gruppe bei 57,0 £13,0% (Abb. 26).
Zwischen den medikamentés behandelten Gruppen war kein signifikanter

Unterschied feststellbar.
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Abb. 26: Expression von VEGF-mRNA in schockgefroren  en Karotiden.

Die Untersuchung der VEGF-mRNA-Expression an den rechten und
linken Karotiden erfolgte mittels Real-time-RT-PCR nach Isolation der
Gesamt-RNA und unspezifischer RT-Reaktion. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM der relativen mRNA-Expression von jeweils zwei
Versuchen. Die Expression der VEGF-mRNA war in den
medikamentds behandelten Gruppen(*) gegenuber der Kontroll-
Gruppe signifikant vermindert (p=0,0019; n=27). Ein signifikanter
Unterschied zwischen der Nebivolol- und Metoprolol-Gruppe konnte
nicht festgestellt werden.
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3.6.6

In der Kontroll-Gruppe lag die Expression von bFGF-mRNA bei 136,5 + 16,6 %,
in der Nebivolol-Gruppe bei 61,3 £5,7% und in der Metoprolol-Gruppe bei

64,1 +8,1%. Ein signifikanter Unterschied liel3 sich zwischen der Kontroll-

bFGF

Gruppe und den medikamentts behandelten Gruppen feststellen (p<0,0001)

(Abb. 27). Die Nebivolol- und die Metoprolol-Gruppe unterschieden sich nicht

signifikant voneinander.
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Abb. 27: Expression von bFGF-mRNA in schockgefroren en Karotiden.

Die Untersuchung der bFGF-mRNA-Expression an den rechten und
linken Karotiden erfolgte mittels Real-time-RT-PCR nach Isolation der
Gesamt-RNA und unspezifischer RT-Reaktion. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM der relativen mRNA-Expression von jeweils zwei
Versuchen. In den medikamentds behandelten Gruppen(*) war die
Expression der bFGF-mRNA gegentber der Kontroll-Gruppe
signifikant vermindert (p<0,0001; n=26). Ein signifikanter Unterschied
zwischen der Nebivolol- und Metoprolol-Gruppe konnte nicht
festgestellt werden.
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3.6.7

MCP-1

Die Expression von MCP-1-mRNA war in den Karotiden der Nebivolol-Gruppe
(85,4 +£17,8 %) im Vergleich zur Metoprolol- (97,7 £23,0 %) und Kontroll-

Gruppe

(100,0 £ 33,2 %) vermindert (Abb. 28). Signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen konnten nicht festgestellt werden.
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Abb. 28:

Kontrolle Nebivolol Metoprolol

Expression von MCP-1-mRNA in schockgefror  enen Karotiden.

Die Untersuchung der MCP-1-mRNA-Expression an den rechten und
linken Karotiden erfolgte mittels Real-time-RT-PCR nach Isolation der
Gesamt-RNA und unspezifischer RT-Reaktion. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM der relativen mRNA-Expression von jeweils zwei
Versuchen. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen war
nicht feststellbar (p=0,8790; n=31).
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3.7 MCP-1-ELISA

Die Konzentration von MCP-1 im Serum lag bei Versuchende in der Kontroll-
Gruppe im Mittel bei 51,6 17,7 ug/ml, in der Nebivolol-Gruppe bei
76,9 £19,1 ug/ml und in der Metoprolol-Gruppe bei 135,9 £ 35,6 pg/mi
(Abb. 29). Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen war nicht

feststellbar.

200
180 —
160 —
140 —
120 -
100 -

80 —

60

MCP-1 im Serum (pg/ml)

40

20

0
Kontrolle Nebivolol Metoprolol

Abb. 29: Konzentration von MCP-1 im Serum bei Versuchende.
Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM. Die Serum-Konzentrationen
wurden aus mindestens zwei am ELISA-Reader gemessenen
Absorptionswerten berechnet. Ein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen konnte nicht festgestellt werden (p=0,1473).
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3.8 Morphometrie und Histologie

3.8.1 Plaqueflache und Stenose des GefalRlumens
3.8.1.1 Aortenbogen

Die Plagues der Tiere der Kontroll-Gruppe wiesen im Aortenbogen eine
durchschnittliche Flache von 8,9 £ 0,4 mm? auf. Die Flache bei den Tieren der
Nebivolol-Gruppe war mit 6,3 £ 0,4 mm2 um 29 % geringer. In der Metoprolol-
Gruppe war die Plagueflache mit 7,9 + 0,8 mm2 um 11 % geringer als in der
Kontroll-Gruppe (Abb. 30). Die Stenose des Gefallslumens betrug in der
Kontroll-Gruppe 34 £ 3 %, in der Nebivolol-Gruppe bei 30+1 % und in der
Metoprolol-Gruppe 31 £ 1 %.

Ein signifikanter Unterschied in der Plaqueflache zeigte sich zwischen der
Kontroll- und Nebivolol-Gruppe (p=0,0068). Die Metoprolol-Gruppe unterschied
sich nicht signifikant von anderen Gruppen. Ein signifikanter Unterschied der
Stenose des Gefalllumens war zwischen den Gruppen nicht feststellbar
(p=0,2185). Mit Ausnahme der Stenose im Aortenbogensegment IV (p=0,0492)
konnten in den einzelnen Segmenten keine signifikanten Unterschiede

nachgewiesen werden (Tab. 8)
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Abb. 30: Plaqueflache in den Segmenten des Aortenbo gens (AoBo I-1V)
und im Mittel aller Segmente (AoBo Mittel)
Die Plaqueflache wurde an 64 EvG-gefarbten Praparaten morpho-
metrisch bestimmt. Gezeigt werden die Mittelwerte £ SEM. In der
Nebivolol-Gruppe konnte im Mittel aller Segmente eine signifikant
kleinere Plaqueflache im Vergleich zur Kontroll-Gruppe nachgewiesen
werden (p=0,0068). Ein signifikanter Unterschied zwischen den
medikamentds behandelten Gruppen sowie zwischen der Kontroll-
und Metoprolol-Gruppe war nicht feststellbar.
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Tab. 8: Plaqueflache und Stenose des Gefalllumens: Zusammenfassung
aller Mittelwerte £ SEM in den Segmenten des Aortenbogens

Kontroll- Nebivolol Metoprolol

Gruppe (n=3) Gruppe (n=8) Gruppe (n=5) p-Wert
Plaqueflache (mm?)
AoBo | 7,2+0,3 59+0,5 7,2+1,6 0,5162
AoBo I 9,2+0,4 7,0+0,7 9,1+1,3 0,2077
AoBo Il 10,0+0,6 6,8+0,8 8,2+1,7 0,2491
AoBo IV 9,0+0,8 56+0,8 7,0+£1,9 0,2385
AoBo Mittel 8,9+0,4 6,3+0,4 7,9+0,8 0,0068+*
Stenose des GefalZlumens (%)
AoBo | 27,1 +45 28,6+1,4 27,3+4,1 0,9156
AoBo I 31,3+5,2 29,0+2,1 30,2+0,6 0,8215
AoBo Il 34,5+6,2 31,7+21 325+1,6 0,8120
AoBo IV 42,4 +3,1 30,4+24 340+29 0,0492~
AoBo Mittel 33,8+2,7 30,0+1,0 31,0+1,3 0,2185

* signifikanter Unterschied zwischen der Nebivolol- und der Kontroll-Gruppe

3.8.1.2 Aorta thoracalis

Aus den Werten der zwolf Segmente der Aorta thoracalis wurde je Tier ein
Mittelwert gebildet (Abb. 31). Durchschnittlich lag die Plaqueflache in der
Kontroll-Gruppe bei 3,3 £ 0,6 mm?2, in der Nebivolol-Gruppe bei 2,5 £ 0,2 mm?2
und in der Metoprolol-Gruppe bei 2,5 + 0,4 mmz2. Ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen konnte nicht festgestellt werden (p=0,3766). Die
Stenose des GefalR3lumens betrug in der Kontroll-Gruppe 20 +2 %, in der
Nebivolol-Gruppe 19 + 1 % und in der Metoprolol-Gruppe 19 * 2 (p=0,9143).
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Nach dem Abgang der A. renalis dextra im Segment Ao thor Il nahm die
mittlere Plaqueflache vor allem in der Kontroll-Gruppe stark ab (Abb. 31). Es
wurde deshalb eine weitere Unterteilung in einen proximalen,
aortenbogennahen Abschnitt (Ao thor proximal, Segment I-lll) und einen

distalen Abschnitt (Ao thor distal, Segment IV-XII) vorgenommen.

Im proximalen Abschnitt lag die mittlere Plagueflache in der Kontroll-Gruppe bei
8,3 £0,6 mm2. In der Nebivolol-Gruppe war sie um 41 % kleiner und betrug
4,9 +0,5mm2 In der Metoprolol-Gruppe lag sie bei 5,3 +1,0 mm2 und war
damit um 39 % kleiner als in der Kontroll-Gruppe. Ein signifikanter Unterschied
war zwischen der Nebivolol- und Metoprolol- und der Kontroll-Gruppe
vorhanden (p=0,0089) (Abb. 32). In der Kontroll-Gruppe betrug die Stenose
des GefalZlumens 39 £ 1 %, in der Nebivolol-Gruppe lag sie bei 31 +2 % und in
der Metoprolol-Gruppe bei 31 + 3 %. Dieser Unterschied war nicht signifikant
(p=0,0651).

Die durchschnittliche Plaqueflache der distalen, aortenbogenfernen Segmente
lag in der Kontroll-Gruppe bei 1,4 +£0,2 mm2, in der Nebivolol-Gruppe bei
1,7 £0,2 mm2 und in der Metoprolol-Gruppe bei 1,6 + 0,3 mm (p=0,5909). Die
Stenose des GefalR3lumens betrug im Mittel aller Tiere 15 + 1 %. Es wurde kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt (p=0,6327)
(Tab. 9).
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Abb. 31: Plaqueflache in den zwolf Segmenten der Aorta thoracalis (Ao thor I-XII)
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Abb. 32: Plaqueflache in den Segmenten der Aorta th oracalis I-llI

(Ao thor proximal) und IV-XII (Ao thor distal) sowi e im Mittel aller
Segmente (Ao thor Mittel).

Die Plaqueflache wurde an insgesamt 177 EvG-gefarbten Praparaten
der Aorta thoracalis morphometrisch bestimmt. Gezeigt werden die
Mittelwerte = SEM.

Im Mittel aller Segmente (Ao thor Mittel) konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden. Nach dem
Abgang der A. renalis dextra im Segment Ao thor Il nahm die mittlere
Plaqueflache vor allem in der Kontroll-Gruppe stark ab, deshalb
wurde eine Unterteilung der Segmente in einen proximalen
(Ao thor proximal) und distalen Abschnitt (Ao thor distal)
vorgenommen. Im proximalen Abschnitt wurde in den medikamentds
behandelten Gruppen eine signifikant kleinere Plaqueflache im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe nachgewiesen (p=0,0089). In den distal
gelegenen Segmenten konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen festgestellt werden.
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Tab. 9: Plaqueflache und Stenose des Gefalllumens: Zusammenfassung
aller Mittelwerte £+ SEM in den Segmenten der Aorta thoracalis I-llI
(Ao thor proximal) und IV-XIl (Ao thor distal) sowie im Mittel aller
Segmente (Ao thor Mittel).

Kontrolle Nebivolol Metoprolol Wert
(n=3) (n=8) (n=5) P

Plaqueflache (mm?)
Ao thor 8,3+0,6 49405 53+1,0 0,0089*
proximal
Ao thor distal 1,4+0,2 1,7+0,2 16+0,3 0,5909
Ao thor Mittel 3,3+0,6 25+0,2 25+04 0,3766
Stenose des Gefal3lumens (%)
Ao thor 38,8+1,1 30,6 +1,9 31,3+2,9 0,0651
proximal
Ao thor distal 13,0+1,/4 151+11 146 +1,7 0,6327
Ao thor Mittel 20,1+2,3 19,3+£1,2 19,0+1,8 0,9143

* signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll-Gruppe und den
medikamentds behandelten Gruppen

3.8.2 Plaguezusammensetzung
3.8.2.1 Makrophagen im Aortenbogen

Die Flache der Makrophagen lag im Mittel aller Aortenbogensegmente in der
Nebivolol-Gruppe bei 1,2 +0,1 mm2 und war gegenuber der Kontroll-Gruppe
mit 1,9 + 0,2 mm2 und der Metoprolol-Gruppe mit 1,6 + 0,2 mm?2 signifikant
vermindert (p=0,0034) (Abb. 33, Tab. 10, Abb. 37).

Im Segment Il lag die Flache der Makrophagen in der Kontroll-Gruppe bei
2,1£0,0mm?2 in der Nebivolol-Gruppe bei 1,4+0,1 mm2 und in der
Metoprolol-Gruppe bei 1,7 £ 0,1 mm2. Signifikant vermindert war die Flache in
der Nebivolol- gegentber der Kontroll-Gruppe (p=0,0482). Auch in Segment IlI
lie3 sich bei den Tieren der Nebivolol-Gruppe (1,1 £ 0,1 mm?2) eine signifikant
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verminderte Flache der Makrophagen im Vergleich zur Kontroll- (2,3 £ 0,6 mm?)
und zur Metoprolol-Gruppe (2,0 £ 0,3 mm?2) nachweisen (p=0,0148) (Abb. 33).
In den Segmenten AoBo | und AoBo IV konnte kein signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen festgestellt werden (Tab. 10).

3,0

= Kontrolle
| =-—mmm Nebivolol
2,5 | ==mmm Metoprolol

Makrophagen (mm?)

AoBo | AoBo Il AoBo Il AoBo IV AoBo Mittel

Abb. 33: Flache der Makrophagen in den Segmenten de s Aortenbogens

(AoBo I-1V) und im Mittel aller Segmente (AoBo Mitt  el)

Die Flache der Makrophagen wurde an 61 RAM-11-gefarbten
Praparaten bestimmt. Der prozentuale Anteil der Makrophagen wurde
dabei in Bezug zur Plaqueflache gesetzt und daraus die Flache der
Makrophagen berechnet. Gezeigt werden die Mittelwerte £ SEM. In
der Nebivolol-Gruppe(*) konnte eine signifikant kleinere Flache der
Makrophagen im Vergleich zur Kontroll- und Metoprolol-Gruppe im
Mittel aller Segmente (p=0,0034) nachgewiesen werden. In Segment
AoBo Il (p=0,0482) und Segment AoBo lll (p=0,0148) wurde eine
signifikant kleinere Flache der Nebivolol-Gruppe(*) im Vergleich zur
Kontroll- bzw. zur Kontroll- und Metoprolol-Gruppe festgestellt.
Weitere signifikante Unterschiede waren nicht nachweisbar.
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Tab. 10: Flache der Makrophagen in den Segmenten des Aortenbogens:
Dargestellt ist die Anzahl der Praparate, die Mittelwerte + SEM in den
einzelnen Segmenten (AoBo I-IV) und im Mittel aller Segmente
(AoBo Mittel) mit Angabe des jeweiligen p-Werts.

Kontrolle Nebivolol  Metoprolol

Anzahl (mm?) (mm?) (mm?) p-Wert
AoBo | 16 1,4+0,01 1,0+£0,2 1,0+£0,2 0,4235
AoBo Il 14 2,1+0,0 1,4+0,1 1,7+0,1 0,0482*
AoBo llI 15 23+0,6 1,1+0,1 2,0+0,3 0,0148+*
AoBo IV 16 2,0+0,3 1,4+0,3 1,9+0,5 0,3827
AoBo Mittel 61 1,9+0,2 1,2+0,1 1,6 +0,2 0,0034 *

* signifikanter Unterschied zwischen der Nebivolol- und der Kontroll-Gruppe

** signifikanter Unterschied wurde der Nebivolol-Gruppe und der Kontroll- und
Metoprolol-Gruppe

3.8.2.2 Makrophagen in der Aorta thoracalis

In den Segmenten der Aorta thoracalis lag das Mittel der Flache der
Makrophagen in der Kontrolll-Gruppe bei 0,7 +0,2 mm?2, in der Nebivolol-
Gruppe bei 0,4 £ 0,1 mm?2 und in der Metoprolol-Gruppe bei 0,4 + 0,1 mm2. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen war nicht feststellbar
(p=0,2785).

Auch in den Segmenten der Aorta thoracalis mit 1 mm2 und 2 mm?2 grof3en
Plaques ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
Bei den 1 mm2 grol3en Plaques lag die Flache der Makrophagen in allen
Gruppen bei durchschnittlich 0,2 £ 0,04 mm (p=0,7916). In den 2 mm?2 grof3en
Plaques betrug sie in der Kontroll-Gruppe 0,3+0,06 mm2, in den
medikamentdés behandelten Gruppen lag sie bei durchschnittlich
0,2 + 0,06 mm? (p=0,4581) (Abb. 34).
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Abb. 34: Anteil der Makrophagen in Segmenten der Ao  rta thoracalis II, V

und X im Mittel (Ao thor Mittel) und in Segmenten m it 1 mm?2 und
2 mm?2 grof3en Plaques

Die Flache der Makrophagen wurde an 48 RAM-11-gefarbten
Praparaten bestimmt. Der prozentuale Anteil der Makrophagen wurde
dabei in Bezug zur Plaqueflache gesetzt und daraus die Flache der
Makrophagen berechnet. Gezeigt werden die Mittelwerte + SEM im
Mittel aller gefarbten Segmente und an Segmenten mit 1 mm2 und
2 mm2 grofR3en Plaques. Es wurden keine signifikanten Unterschiede
gefunden.
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3.8.2.3 Kalzium, Lipide, glatte Muskelzellen, Endot helin-1, Kollagen
Typ | und Typ IlI, NF kB-positive Zellen

Die Kalzium -Flache lag im Mittel aller Tiere bei 0,07 £0,02 mm2 Ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen war nicht feststellbar
(Tab. 11, Abb. 37).

Die Tiere der Kontroll-Gruppe zeigten im Segment AoBo | eine Lipid -Flache
von 0,7+0,2mm2 Bei den Tieren der Nebivolol- (0,4 +0,1 mm2 und
Metoprolol-Gruppe (0,5+0,2 mm? war sie geringer (Tab.11, Abb. 37).
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen waren jedoch nicht

feststellbar.

Im Segment V der Aorta thoracalis lag die durchschnittliche Flache der Lipide
bei 0,19 + 0,03 mm2. Es waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen feststellbar (Tab. 11).

Im Mittel aller Tiere lag die Flache der glatten Muskelzellen bei 0,4 £ 0,1 mm?2
(Tab.11, Abb. 38). Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen konnte

nicht nachgewiesen werden.

Die Metoprolol-Gruppe zeigte im Mittel der beiden Segmente AoBo Il und
AoBo Il eine signifikant kleinere Flache von Endothelin-1 (0,13 + 0,03 mm?) im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe (0,30 £ 0,07 mm?) (p=0,0256). Ein signifikanter
Unterschied zur Nebivolol-Gruppe (0,16 £ 0,03 mm?2) war nicht erkennbar
(Abb. 35, Tab. 11,Abb. 38).

Die Flache von Kollagen Typ | lag im Mittel aller Tiere bei 0,52 + 0,07 mm2. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen war nicht feststellbar
(Tab. 11, Abb. 38).

Die medikamentds behandelten Gruppen zeigten mit 0,09 + 0,02 mm2 in der
Nebivolol- und 0,07 +0,02 mm? in der Metoprolol-Gruppe eine signifikant
verminderte Flache von Kollagen Typ Ill im Vergleich zur Kontroll-Gruppe mit
0,20 + 0,04 mm2 (p=0,0018) (Abb. 36, Tab. 11, Abb. 39).
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Die Flache an NFkB-positiven Zellen lag durchschnittlich  bei
4*10® +<0,1*10° mm2 (Tab. 11, Abb. 39). Ein signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen war nicht feststellbar.

0,6
| == Kontrolle
mmmm Nebivolol
0,5 | wmmmm Metoprolol

Endothelin (mm?)

AoBo Il AoBo Il AoBo Mittel

Abb. 35: Flache von Endothelin-1 in den Segmenten des Aorten  bogens
(AoBo lI-Ill) und im Mittel der Praparate (AoBo Mit  tel)
Der prozentuale Anteil der jeweiligen Plagquebestandteile wurde
mittels digitaler Auswertung bestimmt und dieser in Bezug zur
Plaqueflache gesetzt. Gezeigt sind die jeweiligen Mittelwerte £ SEM.
Die Metoprolol-Gruppe(*) zeigte im Mittel aller Segmente eine
signifikant kleinere Flache von Endothelin-1 im Vergleich zur Kontroll-
Gruppe (p=0,0256). Weitere signifikante Unterschiede wurden nicht
festgestellt.
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Abb. 36: Flache von Kollagen Typ Ill in den Segment en des Aortenbogens

(AoBo lI-Ill) und im Mittel der Praparate (AoBo Mit  tel).

Der prozentuale Anteil der jeweiligen Plaguebestandteile wurde
mittels digitaler Auswertung bestimmt und dieser in Bezug zur
Plaqueflache gesetzt. Gezeigt sind die jeweiligen Mittelwerte £ SEM.
In den medikamentds behandelten Gruppen(*) konnte im Mittel aller
Segmente eine signifikant kleinere Flache an Kollagen Typ lli
(p=0,0018) im Vergleich zur Kontroll-Gruppe nachgewiesen werden.
Weitere signifikanten Unterschiede wurden nicht festgestellt.
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Tab. 11: Flache der Plaguebestandteile im Mittel der Segmente AoBo Il und IlI
(AoBo I und Ao thor V fir Lipide).
Der prozentuale Anteil der jeweiligen Plaguebestandteile wurde dabei
in Bezug zur Plaqueflache gesetzt und daraus die Flache berechnet.
Gezeigt wird die Gesamtzahl der Praparate je Gruppe sowie der
jeweilige Mittelwert £ SEM (mm?) mit Angabe des p-Werts.

Kontroll- Nebivolol-  Metoprolol-

Anzahl Gruppe Gruppe Gruppe p-Wert
Kalzium 32  015+010 006+002 005+002 02523
Lipide
AGBO | 15  067+023 039+007 048+021 05105
Lipide
Ao thor V 13 0,18+005 014+003 026+008 02934
glatte 32  054+018 039+008 045+005 05824
Muskelzellen
Endothelin-1 32  030+007 016+003 0,13+003 00256+
_*F;:)""l‘ge“ 32 059+014 039+007 067+0,16 0,1970
Kollagen 30 0204004 009+002 007+002 00018
Typ Il .
NFKB
(10 31 390+10 39+10 36+10 04919

* signifikanter Unterschied zwischen der Metoprolol- und der Kontroll-Gruppe

** signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und den medikament6s
behandelten Gruppen
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3.8.2.4 Proliferationsrate, Zelldichte und Gesamtze llzahl

Bei der Proliferationsrate lag die Nebivolol-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-
Gruppe um 13 % und die Metoprolol-Gruppe um 28 % hdher. Die Zelldichte war
mit 2101 + 89 Zellen pro mmz2 in der Metoprolol-Gruppe am hdchsten, in der
Nebivolol-Gruppe lag sie um 5 % und in der Kontroll-Gruppe um 6 % niedriger
(Tab. 12, Abb. 39). Die Gruppen unterschieden sich in keinem der Parameter

signifikant voneinander.

Die Gesamtzellzahl lag in der Kontroll-Gruppe bei 19,1 + 0,14 (*103) Zellen und
war im Vergleich zur Nebivolol-Gruppe (13,7 £ 0,10 (*103) Zellen) signifikant
erhoht (p=0,0190). Die Gesamtzellzahl in der Metoprolol-Gruppe lag bei
17,7 +£0,17 (*103) Zellen und unterschied sich nicht signifikant von den anderen
Gruppen (Tab. 12).

Tab. 12: Proliferationsrate, Zelldichte und Gesamtzellzahl der Plaques im Mittel
der Aortenbogensegmente AoBo Il und AoBo lll.
Gezeigt sind Gesamtzahl der Praparat und die jeweiligen
Mittelwerte + SEM mit Angabe des p-Werts.

Kontroll- Nebivolol- Metoprolol-

Anzahl Gruppe Gruppe Gruppe

p-Wert

Proliferations 32  165+20 187420  21,1+22 04559

-rate (%)

Zelldichte 32 1983+89 1995+67 2101483  0,5527
(1/mm?)

Zellzahl (10 %) 32  19,1+014 137%010 17,7+0.17 0:0190

* signifikanter Unterschied zwischen der Nebivolol- und der Kontroll-Gruppe
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Kontroll-Gruppe Nebivolol-Gruppe Metoprolol-Gruppe

T

Abb. 37: Histologische  bzw. immunhistochemische  Anfarbung  von
Makrophagen (Ram-11), Kalzium (von Kossa) und Lipiden (Olrot) in
Segmenten des Aortenbogens der drei Versuchsgruppen
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Kontroll-Gruppe Nebivolol-Gruppe Metoprolol-Gruppe

a-Aktin

Abb. 38: Immunhistochemische Anfarbung von glatten Muskelzellen (a-Aktin),
Endothelin-1 und Kollagen Typ | (Kollagenl) in Segmenten des
Aortenbogens der drei Versuchsgruppen
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Abb. 39: Immunhistochemische Anfarbung von Kollagen Typ lll (Kollagen IlI),
NFkB- und PCNA-positiven Zellen (PCNA) in Segmenten des

Aortenbogens der drei Versuchsgruppen
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3.9 Zusammenfassung der Ergebnisse

Uber die Gesamtversuchsdauer von 105 Tagen wurden acht von 24 Tieren
wegen Verschlechterung ihres Allgemeinzustandes vorzeitig aus dem Versuch
genommen, funf aus der Kontroll- und drei aus der Metoprolol-Gruppe. Das
Uberleben der Tiere unterschied sich zwischen den Gruppen signifikant
voneinander (p=0,0473). Im Einzelvergleich war ein Unterschied zwischen der

Nebivolol-Gruppe der Kontroll-Gruppe feststellbar (p=0,0097).

Retrospektiv betrachtet lassen sich zwischen den aus dem Versuch
genommenen Tieren (,Nicht-Uberlebende®) und den ,Uberlebenden* bei den
Parametern Korpergewicht, Futteraufnahme und Herzfrequenz zum Zeitpunkt
Woche -2 keine signifikanten Unterschiede feststellen. Auch bei den
Blutparametern waren keine wesentlichen Unterschied feststellbar. Die
Gruppen wurden also homogen randomisiert, ein vorzeitiges Ausscheiden war
nicht vorhersehbar. Da die Tiere aus der Gruppe der Nicht-Uberlebenden eine
signifikant kleinere Plaqueflache (p=0,0062) bzw. Stenose des Gefalislumens
(p<0,0001) aller Aortenbogensegmente aufwiesen, wurden sie von der weiteren

Auswertung ausgeschlossen.

Das Korpergewicht nahm bei allen Tieren in den ersten funf Wochen
kontinuierlich zu und blieb ab Woche 6 mit etwa 1300 g Gewichtsdifferenz zum
Versuchsbeginn bis zum Versuchende konstant. Lediglich die Tiere der
Kontroll-Gruppe hatten geringe Gewichtsschwankungen von Woche 8 bis 12
und wogen zu Versuchende etwas weniger als die Tiere der medikamentds
behandelten Gruppen. Die Futter- und Cholesterinaufnahme  war in allen
Gruppen vergleichbar. Nach Beimengung von Cholesterin in Woche 0 nahm
die Futteraufnahme und entsprechend die Cholesterinaufnahme bis zur
Dosisreduktion in Woche 8 ab und stieg danach wieder etwas an. Auch bei den
Medikamenten gab es im Aufnahmeverhalten zwischen den Gruppen Nebivolol

und Metoprolol keinen Unterschied.

Die Herzfrequenz von anfanglich 274 /min im Mittel aller Tiere sank in den

medikamentds behandelten Gruppen im Vergleich zu der nicht behandelten
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Kontroll-Gruppe bis etwa Woche 2 signifikant (p=0,0001) um etwa 16 % ab und
blieb danach konstant. Die Herzfrequenz der Tiere der Kontroll-Gruppe war mit

292 / min Uber die Dauer des Versuches stabil.

Bei den Organgewichten waren keine Unterschiede zwischen den Gruppen
erkennbar. Die Lebergewicht betrug bei Entnahme durchschnittlich 161,4 g, das
Milzgewicht 5,4 g.

Die Plasmalipide nahmen wahrend der Dauer des Versuches infolge der
Cholesterindiat stark zu. Es gab jedoch keine signifikanten Unterschiede in der
AUC zwischen den Gruppen. Die Gesamtcholesterin -Konzentration stieg von
durchschnittlich etwa 64 mg/dl wahrend der Vorfltterungsphase auf 2176 mg/dl
wahrend des Hauptversuches an. Auch die Triglyzerid -Konzentration stieg von

anfanglich etwa 96 mg/dl auf durchschnittlich 113 mg/dl in Woche 6 an.

Die Konzentrationen der Plasmalipoproteine wurden in Woche O und in
Woche 12 ermittelt. Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen gefunden. Die HDL-Cholesterin-Konzentration nahm  von
durchschnittlich 19 mg/dl in Woche 0 um 73 % in der Kontroll-Gruppe, um 56 %
in der Nebivolol-Gruppe und um 55 % in der Metoprolol-Gruppe ab. Die VLDL -
Cholesterin-Konzentration nahm im Mittel aller Tiere von etwa 8 mg/dl auf
1121 mg/dl zu. Die LDL-Cholesterin-Konzentration lag in Woche O bei
durchschnittlich 14 mg/dl und nahm auf etwa 757 mg/dl zu.

Beim Kleinen Blutbild waren bei allen Tieren Abnahmen bei der
Erythrozytenzahl, Hamatokrit, Hamoglobin und MCV sowie Zunahmen der
Leukozyten- und Thrombozytenzahl, MCH und MCHC festzustellen. Bei
mehreren Parametern gab es signifikante Unterschiede in der AUC zwischen
den Gruppen (Tab. 15, Seite 138): die Erythrozytenzahl verringerte sich von
anfangs 5,7 Mio/ul im Mittel in der Kontroll-Gruppe um 36 % und in den
medikamentés behandelten Gruppen um jeweils 30 %. Signifikant war der
Unterschied zwischen der Kontroll- und der Metoprolol-Gruppe (p=0,0066). Der
Hamatokrit sank von durchschnittlich 38 % bei Versuchsbeginn auf 23 % in der

Kontroll-, 26 % in der Nebivolol- und 27 % in der Metoprolol-Gruppe
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(p=0,0499). In der AUC unterschieden sich die Gruppen im Anschlusstest an
die Oneway-ANOVA jedoch nicht signifikant voneinander. Das MCH stieg in
allen drei Gruppen von 21 pg in Woche -2 auf durchschnittlich 25 pg in
Woche 12 an, dabei unterschied sich die Kontroll- signifikant von der
Metoprolol-Gruppe (p=0,0206). Die Zahl der Leukozyten lag bei
Versuchsbeginn bei durchschnittlich ca. 6628 1/ul. Im Verlauf stieg sie in der
Kontroll-Gruppe um 265 % und in der Nebivolol- und Metoprolol-Gruppe um
98 % bzw. 92 %. Die Kontroll-Gruppe ist in der AUC der Leukozyten signifikant
erhoht gegentber der Nebivolol-Gruppe (p=0,0322).

Als Zeichen einer Leber- und Pankreasschadigung entwickelten die Tiere im
Lauf des Versuches erhdhte Gesamt-Bilirubin -, GOT-, GPT-, y-GT und
Lipase-Werte mit Maximalwerten um Woche 8. Signifikante Unterschiede
fanden sich bei der Lipase : von durchschnittlich 83 U/l in Woche -2 stieg die
Lipasekonzentration in der Kontroll-Gruppe auf 1312 U/, in der
Nebivolol-Gruppe auf 696 U/l und in der Metoprolol-Gruppe auf 856 U/l. Die
Kontroll-Gruppe unterschied sich signifikant von der Nebivolol-Gruppe
(p=0,0182).

In der Real-time-RT-PCR der Karotiden zeigte sich bei der Expression von
Kollagen-Typ-1 -mRNA ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und
der Nebivolol-Gruppe (p=0,0374), in der Nebivolol-Gruppe war Kollagen-Typ-I
um 54 % geringer exprimiert. Kollagen-Typ-VIlIl -mRNA wurde in den drei
Gruppen nicht signifikant unterschiedlich exprimiert. Die Expression von
VCAM-1-mRNA war in den medikamentds behandelten Gruppen mit 43 % bei
Nebivolol und 36 % bei Metoprolol signifikant reduziert gegenuber der
Kontroll-Gruppe (100 %) (p=0,0017). PDGF-B-mRNA wurde in der Nebivolol- zu
62 % und zu 42 % in der Metoprolol-Gruppe gegenuber 144 % in der Kontroll-
Gruppe exprimiert und war in den medikamentdés behandelten Gruppen
gegenuber der Kontroll-Gruppe signifikant erniedrigt (p<0,0001). Auch die
Expression von VEGF-mRNA war in den medikamentds behandelten Gruppen
mit 56 % und 57 % signifikant erniedrigt gegentber der Kontroll-Gruppe mit
142 % (p=0,0019). Die bFGF-mRNA wurde in den Karotiden der medikamentds
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behandelten Gruppen mit ca. 63 % um etwa die Halfte geringer als in den
Karotiden der Kontroll-Gruppe exprimiert. Die Kontroll-Gruppe unterschied sich
somit signifikant von den mit Betablocker behandelten Gruppen (p<0,0001). In
der Expression von MCP-1-mRNA liel3 sich kein signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen feststellen.

Auch im ELISA war in der Konzentration von MCP-1 im Serum der Kaninchen

kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen feststellbar.

In der GroRe der Plaqueflache in den vier einzelnen Segmenten des
Aortenbogen s zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Im Mittel aller
Aortenbogensegmente unterschied sich jedoch die Nebivolol-Gruppe mit einer
29 % geringeren Plaqueflache signifikant von der Kontroll-Gruppe (p=0,0068).
In der Stenose des Gefallslumens gab es in den Aortenbogensegmenten
aulRer im Segment IV (p=0,0492) keine signifikanten Unterschiede.

In der Aorta thoracalis waren bei Betrachtung der zwdlf Einzelsegmente keine
signifikanten Unterschiede bezuglich der Plaqueflache und Stenose des
GefaBBlumens feststellbar. Nach Unterteilung der Segmente in einen
aortenbogennahen, proximalen (Ao thor proximal, Segment I-lll) und einen
aortenbogenfernen, distalen Abschnitt (Ao thor distal, Segment IV-XII) fand sich
im proximalen Abschnitt mit 41 % und 39 % eine signifikante Verminderung der
Plagqueflache der medikamentdés behandelten Gruppen gegeniber der
Kontroll-Gruppe (p=0,0089). Bei der Stenose des Gefalllumens sowie im
distalen Abschnitt der Aorta thoracalis waren keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen erkennbar.

Die Flache der Makrophagen im Aortenbogen war in der Nebivolol-Gruppe im
Mittel aller vier Segmente mit durchschnittlich 1,2 +0,1 mm?2 signifikant
erniedrigt im Vergleich zu der Kontroll- (1,9 + 0,2 mm2) und der Metoprolol-
Gruppe (1,6 £ 0,2 mm?) (p=0,0034). Vergleicht man die Gruppen untereinander
bezuglich der einzelnen Segmente des Aortenbogens, so lasst sich ein
signifikant erniedrigter Wert der Makrophagen-Flache der Nebivolol-Gruppe
gegenuber der Kontroll-Gruppe im Aortenbogensegment Il (p=0,0482) und
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gegenuber der Kontroll- und Metoprolol-Gruppe im Segment Il (p=0,0148)
feststellen. In den Aortenbogensegmenten | und IV waren keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen feststellbar.

Die Makrophagen -Flache in der Aorta thoracalis war weder im Mittel der
einzelnen Segmente noch in den Segmenten mit 1 mm2 und 2 mm?2 grof3en

Plaques signifikant unterschiedlich zwischen den drei Versuchsgruppen.

Bei den Flachen der Plaguebestandteilen Kalzium, glatte Muskelzellen,
Kollagen Typ | und NFkB-positiven Zellen in den Aortenbogensegmenten Il
und Il sowie bei der Flache der Lipide im Aortenbogensegment| und im
Segment Aorta thoracalis V waren keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen erkennbar. Die Endothelin-1 -positive Flache war mit
0,13 + 0,03 mm2 in der Metoprolol-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe mit
0,30 £ 0,07 mm? signifikant erniedrigt (p=0,0256). Die Nebivolol-Gruppe
unterschied sich nicht signifikant von den anderen Gruppen. Die Flache an
Kollagen Typ Il war bei den medikamentdés behandelten Gruppen mit
durchschnittlich 0,08 + 0,01 mm2 signifikant erniedrigt gegeniber der Kontroll-
Gruppe mit einer Flache von 0,20 + 0,04 mm? (p=0,0018).

Die Proliferationsrate und die Zelldichte in den Aortenbogensegmenten Il und
[l unterschieden sich nicht signifikant voneinander zwischen den
Versuchsgruppen. Die mittlere Gesamtzellzahl in den Plaqueflachen der
Segmente Il und Ill des Aortenbogens war in der Nebivolol-Gruppe mit
13,7 £ 0,10 (*10°) signifikant niedriger als die Zellzahl in der Kontroll-Gruppe mit
19,1 £ 0,14 (*103) (p=0,0190). Die Metoprolol-Gruppe unterschied sich in der

Gesamtzellzahl nicht signifikant von den anderen Gruppen.
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4 Diskussion

4.1 Literaturtbersicht

4.1.1  Atherosklerose
4.1.1.1 Bedeutung und Definition

Die Atherosklerose ist die Hauptursache bedeutender Herzkreislauf-
erkrankungen wie die Koronaren Herzkrankheit (KHK), dem Myokardinfarkt
oder der pAVK der unterem Extremitdt und der zerebrovaskularen
Erkrankungen.5 Diese sind weltweit (30 %) und insbesondere in westlichen
Industrienationen wie Deutschland (44,2%) an erster Stelle der

Todesursachenstatistik. '

Unter Atherosklerose versteht man wortlich Ubersetzt die bindegewebige
Verhartung der Schlagadern. Die Weltgesundheitsorganisation (World Health
Organisation, WHO) definierte sie 1959 als eine variable Kombination von
Intimaveranderungen mit fokaler Akkumulation von Lipiden, komplexen
Kohlenhydraten, Blut und Blutablagerungsprodukten, fiborosem Gewebe und
Kalziumablagerung mit Veranderungen der Media in groRen und mittleren,
elastischen und muskularen Arterien.** Viele Autoren betrachteten den Prozess
der Atherogenese hauptséchlich als Ansammlung von Lipiden. Die
Hypercholesterindmie als Ursache der Atherosklerose dominierte als
Hypothese bis in die 1970er Jahre.”® Doch obwohl man neue
pharmakologische Substanzen zur Reduktion der Plasmacholesterinspiegel
einsetzte, blieben kardiovaskulare Erkrankungen die Haupttodesursache in den
USA, Europa und groRen Teilen Asiens.” Selbst hochwirksame
cholesterinsenkende Therapien konnten koronare Ereignisse um bestenfalls
ein Drittel innerhalb einer finfjahrigen Behandlungsphase reduzieren.” Ross”
postulierte, dass die Atherosklerose ein Wechselspiel aus hochspezifischen
zellularen und molekularen Reaktionen sei und als inflammatorische
Erkrankung bezeichnet werden sollte. Er stellte die ,Response-to-injury”
Hypothese auf,”® die besagt, dass die Verletzung des Gefél3endothels der erste

Schritt in der Entstehung von Atherosklerose ist.
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Atherosklerotische  L&sionen, sogenannte  Atherome, sind fokale,
asymmetrische Verdickungen der innersten Arterienschicht, der Intima. Sie
bestehen aus verschiedenen Zellarten, fibrosem Gewebe und Lipiden.
Inflammatorische und immunologische Zellen aus der Blutbahn stellen einen
bedeutenden Teil des Atheroms dar, weitere Bestandteile sind vaskulares
Endothel und glatte Muskelzellen.?® Dem Atherom gehen sogenannte fatty
streaks voraus, eine Ansammlung von lipid-gefillten Zellen, meist

Makrophagen und wenige T-Zellen.”’

Fatty streaks kommen vor allem bei
jungen Menschen vor, sind asymptomatisch und prinzipiell reversibel, sie

kénnen sich aber auch zu Atheromen weiterentwickeln.?

Im Zentrum eines Atheroms bilden Schaumzellen, das sind fettgefillte
Makrophagen oder glatte Muskelzellen, und extrazellulare Lipidtropfen eine
Kernregion, die mit einer Kappe aus glatten Muskelzellen®® und
kollagenreichem Material vom Blutstrom abgegrenzt ist. T-Zellen, Makrophagen
und Mastzellen wandern in die Lasion ein und finden sich hauptsachlich im

Randbereich, der Schulterregion, von wo aus das Atherom wachst. 222830

Im Falle einer Plaqueruptur oder endothelialen Erosion wird prothrombotisches
Material aus dem Kern eines Atheroms dem Blut ausgesetzt und es kommt
uber Bindung von Faktor Vlla und folglicher Stimulation des extrinsischen

Gerinnungssystems zur Formation eines Thrombus.?*%*

Ist dieser grof3 genug
eine Arterie zu Dblockieren, kommt es beispielsweise im Falle der
HerzkranzgefaRe zum Myokardinfarkt. Plaquerupturen treten vor allem an
Stellen auf, an denen die fibrose Kappe dunn und teilweise zerstoért ist und wo
aktivierte Immunzellen vorhanden sind.** Diese Immunzellen sind in der Lage,
proinflammatorische Zytokine, proteolytische Enzyme und prothrombotische
Faktoren zu produzieren, die die Kappe schwachen und die eine stabile Plague

zu einer vulnerablen, rupturgeféahrdeten Plaque verandern.?

Bevorzugte Manifestations- und Komplikationsorte der Atherosklerose sind
Herz, Gehirn und die Extremitaten versorgenden Arterien.*® In experimentellen

und autoptischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass athero-
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sklerotische Lasionen zuerst an Gefal3abgéngen und -bifurkationen auftreten,
insbesondere in den auBen liegenden Wandabschnitten, da dort eine
besondere Wirbelbildung und Beanspruchung durch Zug- und Scherkrafte

vorherrscht.?>%3

Es sind verschiedene Risikofaktoren bekannt, die das Auftreten
atherosklerotisch bedingter Erkrankungen begtinstigen: Alter, mannliches
Geschlecht, personliche und familidre kardiale Vorerkrankungen sind nicht
beeinflusshare Faktoren. Hypercholesterinamie, Hypertonie sowie Nikotin-
abusus sind die wichtigsten beeinflussbaren Parameter.* Ergebnisse aus
prospektiven Kohortenstudien und tierexperimentellen Versuchen haben
gezeigt, dass das Gesamtcholesterin bzw. das LDL-Cholesterin der wichtigste
Risikofaktor der KHK ist.>>*® Neben diesem klassischen Risikofaktor werden
heute zahlreiche andere Faktoren diskutiert, beispielsweise Lipoprotein(a),
Homozystein, infektiocse Agenzien wie das Herpesvirus und das proinflam-
matorische, prooxidative, blutdrucksteigernde Hormon Angiotensin 11.>> Auch
erniedrigte  HDL-Cholesterinspiegel, wie sie beim metabolischen Syndrom
vorkommen beginstigen die Atherogenese, da der atheroprotektive,

antiinflammatorische Effekt des HDL-Cholesterins reduziert ist.>"®

4.1.1.2 Klassifikation histopathologischer Plaquety pen

Die von der WHO zur Vereinheitlichung der Terminologie vorgeschlagenen
Begriffe ,fatty streak”, ,fibrose Plague®, ,Atherom* sowie ,komplizierte Lasion“?*
sind eine eher makroskopische Beschreibung der atherosklerotischen
Plaquetypen und im Rahmen der aktuellen Fragestellung nicht mehr

3927,29.40 ain Modell mit acht verschiedenen Lasions-

ausreichend.® So hat Stary
typen entworfen, welches verschiedene histologische Stadien mit Stadien der
bildlichen Darstellung aus klinischen Studien und Klinischen Symptomen
korreliert (Tab. 13). Diese Klassifikation wurde von der American Heart
Association (AHA)27'29 Ubernommen und gilt seither als Referenz in der

Bezeichnung atherosklerotischer Plaquetypen.
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Tab. 13: Schematlsche Darstellung atherosklerotischer Lasionen Typ I-VI nach

Stary™® und nach der Klassifikation der American Heart Association
(AHA)
. s Histologisches .
Lasionsstyp Bild Wachstum |Auftreten  Klink
e
Typ | (Initiall&sion) / = i ‘\\
- "I;u/ap‘twe \-tiﬂlcktmg'l
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Lipidenproteine und \\
Makrophagen; erste -""- Jtiera fﬂf
Schaumzellen "-: ==
ab dem 1.
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Makrophagen ”' &:Eﬁ:ﬂﬂm& stumm
akkumulieren und
konfluieren zu \ /"f Wachstum
Schaumzellbeeten hauptsach-
(intrazellulérer Lipidpool) lich durch
——— Akkumulation
Typ Ill (Praatherom) ﬁ ‘b{\\\ von Lipiden
e N\
Akkumulation .g |: extrazellutdre |'|
extrazellularere Lipide K Upida ,__":_a
(extrazellulare Lipidpool) /
_h__: ab dem 3.
Lebens-
Typ IV (Atherom) o jahrzehnt
— 18
lipidreicher Kern der durch |'|'/‘;Ii'—- By ”l‘h
den Zusammenschluss j\‘{* Vi
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Lipidpools entsteht \\\‘?:\-g_ ‘_;7//
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Typ V (Fibroatherom o eschieu
ypV( ) A/ﬁ" Vi \ nigte auf-
fibrése Kappe, die den tif A g;';? | | Muskel- fallig
Lipidkern zum Lumen hin \_ ¥ \ und oder
abgrenzt \&\ ____// K_ollagen- stumm
5__:.5'/ bildung ab dem 4.
== Lebens-
Typ VI /z'f;‘_ T , \ jahrzehnt
(Atherothrombose) |'f/ i A Ruptur
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thromboh&morrhagische l \ e \E;:”;:m ,-“;) Thromgus
Komplikation durch Einrif3 \'\4, m_f//
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4.1.1.3 Endotheliale Dysfunktion und Stickstoffmono xid (NO)

Das Endothel besteht aus einem einschichtigen Plattenepithel und bildet als
innerste Schicht der Arterien eine naturliche Barriere zwischen Blutbahn und
Gewebe. Es st an verschiedenen physiologischen, immunologischen,
inflammatorischen und gerinnungsbeeinflussenden Prozessen beteiligt und

dient als autokrines, parakrines und endokrines Organ.“l"lz'43

Es reguliert den
Stoffaustausch  zwischen  Blut und Gewebe, produziert fur die
Blutdruckregulation wichtige Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO),
Bradykinin, Prostazyklin (Vasodilatatoren) oder Endothelin und Angiotensin I
(Vasokonstriktoren) und reguliert somit den Tonus der glatten
Gefallmuskelzellen, wirkt also vasodilatatorisch bzw. -kontraktorisch. Des
Weiteren kontrolliert das Endothel die Produktion pro- und antithrombotischer
sowie pro- und antifibrinolytischer Substanzen. Es ist an der Proliferation und
Migration glatter Muskelzellen, der Leukozytenadhésion und an der Aktivierung

und Inhibition von Thrombozyten beteiligt.

Kardiovaskulare Risikofaktoren wie Nikotinabusus, Hypertonie, erhdhte
Cholesterinspiegel und Diabetes mellitus® erzeugen oxidativen Stress, welcher
die Funktion der Zellen beeintrz‘alchtigt.“l’44 Wird das Endothel geschadigt,
resultiert eine Dysbalance zwischen Vasokonstriktion und -dilatation und
vielerlei Prozesse, die die Entstehung, Progression und Foérderung der
Komplikationen von Atherosklerose begilnstigen, werden verstarkt:*® die
endotheliale Permeabilitat wird erhoht, die Thrombozytenaggregation,
Leukozytenadhasion und Produktion verschiedener Zytokine gesteigert und die

4,46

Verfligbarkeit und Aktivitat von NO reduziert. Diese Schadigung wird als

.endotheliale Dysfunktion* bezeichnet, die Funktionsstorung des Endothels. Sie

ist ein grundlegender Schritt in der Pathogenese der Atherosklerose.*”**

Die bedeutendste, vom Endothel freigesetzte vasoaktive Substanz ist das
Stickstoffmonoxid (NO). Dessen reduzierte Verflugbarkeit ist moglicherweise
eines der frihesten Zeichen der Atherosklerose und ein Charakteristikum der

46,44

endothelialen Dysfunktion. NO, friher als endothelium-derived relaxing

factor (EDRF) bezeichnet,” ist die potenteste vom Endothel synthetisierte
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gefaRerweiternde Substanz und ein Zeichen fir dessen Integritat.*>*

Anorganische Nitrate wie Natriumnitroprussid sind in ihrer Wirkung als
Vasodilatatoren hingegen unabhéangig von der GeféiBintegritélt.49 Neben dieser
gefalRdilatierenden  Eigenschaft, hat NO auch antiatherosklerotische
Wirkungen. Es inhibiert die Thrombozytenaggregation und -adhasion, die
Leukozyten-adhéasion und -migration in die GefalBwand und die Proliferation

glatter GefaRmuskelzellen.***"*

Zudem verringert es die Entstehung von
oxidiertem LDL (oxLDL),50 dem eine wichtige Rolle in der Atherogenese
zugeschrieben wird.>* Die Hauptursache der verminderten Bioverfligbarkeit von
NO ist ein Ungleichgewicht zwischen NO und oxidativen Stressfaktoren,
welches durch Reaktion von NO mit Hyperoxid-Anionen (Oz') zu verstarkter
Freisetzung von Peroxynitrit (ONOO’), einem hochtoxischen freien

Sauerstoffradikal, fihrt.**

4.1.1.4 Atherogenese

Die Atherogenese ist nach Ross® kein degenerativer, sondern ein aktiver
Prozess, dem ein multifaktorielles Geschehen zugrunde liegt. Jede
charakteristische Lasion der Atherosklerose reprasentiert ein unterschiedliches
Stadium eines chronisch inflammatorischen Prozesses in der Arterienwand, an
dem eine Vielzahl inflammatorischer Mediatoren beteiligt ist. Die endotheliale

Dysfunktion ist der erste grundlegende Schritt in der Atherogenese.4

Endothelaktivierung und Leukozytenadhésion

An GefalRabschnitten mit besonderer hamodynamischer Belastung wird die
Endothelfunktion gestort, so dass bei pathologisch  erhdhten
Cholesterin-Plasmakonzentrationen Lipoproteine, vor allem LDL-Cholesterin
gebunden und in die intimale Schicht der Gefallwand eingelagert werden

5253 Dies filhrt zur einer erhohten lokalen Konzentration und zu einer

konnen.
verlangerten Retentionszeit von Lipoproteinen, wodurch die oxidative und
enzymatische Modifikation von LDL zu oxLDL beginstigt wird.2%>°0
Gleichzeitig werden Phospholipide freigesetzt, die das Endothel aktivieren.?
Thrombozyten koénnen mittels ihrer Glykoproteine Ib und llb/llla dazu

beitragen.57 Das aktivierte Endothel beginnt nun, spezifische inflammatorische
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Adh&sionsmolekile zu exprimieren, die bestimmte Blutzellen an die aktivierte
Oberflache binden.”® Das Anhaften und die Aufnahme von Leukozyten, vor
allem Monozyten und T-Lymphozyten, in die Intima ist der erste Schritt der
Entzindungsreaktion. Das Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM-1), das
Monozyten chemotaktische Protein-1 (MCP-1) und andere Substanzen sind
wichtige  Mediatoren in der Rekrutierung von Leukozyten.‘r"l"r’s'59
Proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-13 oder Tumor Necrosis Factor-a
(TNF-a) sind in der Lage, die Expression von VCAM-1 im Endothel zu steigern,
indem  die  Transkriptionsaktivitat des VCAM-1-Gens Uber den

Transkriptionsfaktor Nuclear Factor kB (NFkB) erhéht wird.®

Schaumzellformation und Makrophagenaktivierung
Unter dem Einfluss des hamatopoetischen Zytokins Macrophage colony-
stimulating factor (MCSF) werden in die Arterienwand aufgenommene

Monozyten in Makrophagen umgewandelt.‘r"l’20

Diese Differenzierung ist mit der
Hochregulation bestimmter Rezeptortypen auf der Oberflache der
Makrophagen, den Scavenger und Toll-like Rezeptoren, assoziiert.”
Scavenger-Rezeptoren sind unter anderem am Lipid-Metabolismus beteiligt
und binden oxLDL. Dieses akkumuliert im Zytosol der Makrophagen und es
entstehen die fir die fatty streak-Lasion typischen Schaumzellen.®® Toll-like
Rezeptoren binden ebenfalls pathogene Molekile und fiahren Gber die

Initiierung von Signalkaskaden zur Aktivierung der Makrophagen.62

Aktivierte Makrophagen produzieren eine Reihe inflammatorischer Zytokine und
Moleklule, Proteasen, Chemokine und Radikale wie beispielsweise
Endothelin-1, Metalloproteinasen, MCP-1, MCSF, TNF oder Platelet-derived
Growth Factor (PDGF), die die Inflammation und Zerstérung des Gewebes und

die Progression der Atherosklerose vorantreiben.>*?%4°

Plaqueprogression

Die Ausbildung einer fibrésen Kappe ist eines der wichtigsten Kennzeichen im

27,29

Umbau von fatty streaks zu fortgeschrittenen Lasionen. Bei der Bildung der

fiborosen Kappe handelt es sich um ein lokales Wachstum von glatten
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Muskelzellen und fibrosem Bindegewebe. Dafur mussen glatte Muskelzellen
von der Media in die Intima einwandern und einen phanotypischen Wandel von
der kontraktilen zur Bindegewebe-produzierenden Zelle durchlaufen.®®®4%
PDGF, Fibroblast Growth Factor (FGF) und andere Wachstumsfaktoren werden
durch aktivierte Makrophagen in der atherosklerotischen Lasion gebildet und
haben wichtige Effekte auf die Migration und Proliferation glatter Muskelzellen
sowie die Synthese von Bindegewebe.®® Die vom Endothel gebildeten
Vasokonstriktoren Angiotensin Il und Endothelin-1 stimulieren ebenfalls die
Proliferation der glatten Muskelzellen sowie die Bildung der extrazellularen

Matrix. 6%

Ein weiterer wichtiger Marker eines fortgeschrittenerer Atheroms ist die
Ausbildung eines lipidreichen, nekrotischen Kerns, der auch tber einen hohen

2729 Als Ursache werden

Gehalt an Kalzium und extrazellularer Lipide verflgt.
apoptotische Vorgange sowie erhdhter oxidativer Stress in der Umgebung des
Kerns vermutet.?”®®® Auch die Dysregulation des GefaRtonus ist
kennzeichnend fiir das Atherom.” Die wahrscheinlichste Ursache hierfiir ist die

reduzierte Verfugbarkeit von NO (vgl. Kap. 4.1.1.3).

Plaquedestabilisation und Plaqueruptur

Zum Kklinisch bedeutenden Ereignis wie einem Myokardinfarkt oder Schlaganfall
kommt es durch Bildung eines gefal3verschlieenden Thrombus. Meist entsteht
dieser nicht durch Expansion der stabilen Plaque und Reduktion des
Lumendiameters, sondern durch Neuformation eines Thrombus an erodierter
oder rupturierter GefaBoberflache (vgl. Kap. 4.1.1.1).>* Im Vorfeld einer
Plaqueruptur muss die Lasion zunachst weiter wachsen und destabilisiert
werden. In den meisten Fallen ist eine instabile Plague weniger als 50 %
stenotisch, reich an lipidhaltigen und Entzindungszellen und besitzt einen
grol3en nekrotischen Kern.”* zur Expansion des Kerns missen Schaumzellen
zugrunde gehen und extrazellulare Lipide miteinander verschmelzen. Dieser
Vorgang geht in der Regel mit der Ausdinnung der fibrésen Kappe und der

71,72

unterhalb liegenden Media einher. Dabei gehen glatte Muskelzellen

zugrunde und das festigende, kollagenhaltige Bindegewebe wird proteolytisch
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zersetzt und geschwacht.”>®

Auch verliert die ausgedinnte Media die
Fahigkeit des sogenannten kompensatorischen Remodellings, das heil3t, das
zunehmende Plaquewachstum und die damit verbundene Lumeneinengung
kann nicht mehr mit verstarktem Mediawachstum und chronischer

GefaRdilatation ausgeglichen werden.**

Die Angiogenesefaktoren VEGF und bFGF stimulieren die Einsprossung kleiner
GefaRe in die Plaque.”® Dabei handelt es sich um ein Kapillarsystem, welches
von den adventitialen Vasa vasorum ausgeht und bis in intimale Schichten der
Lasionen vordringt. Neben der nutritiven Versorgung der neu gewonnenen
Zellschichten und somit der Aufrechterhaltung und Progression der
Plaqueentstehung sind diese eingewachsenen Kapillaren ebenfalls fir eine

Destabilisierung der Plaque verantwortlich.”

4.1.2 Betarezeptorenblocker

Betarezeptorenblocker (B-Blocker) sind eine der am haufigsten eingesetzten
Gruppe von Medikamenten in der Kardiologie und sind in der medikamentdsen
Behandlung von Herzkreislauferkrankungen unerlasslich. Randomisierte
kontrollierte Kklinische Studien haben ergeben, dass die kardiovaskulare
Morbiditat und Mortalitat bei Patienten mit Hypertension, Herzinsuffizienz und
nach Myokardinfarkt durch Einsatz von Betablockern signifikant gesenkt

werden kann.”8°

Die Gabe eines B-Blocker ist heutzutage bei Herzinsuffizienz,
Hypertension, Angina pectoris oder nach Myokardinfarkt Therapie der ersten

Wahl.®

Betarezeptorenblocker haben neben antihypertensiven, antiarrythmischen und

57877 Mehrere

antiischamischen® auch antiatherosklerotische Eigenschaften.
Effekte  der Betablockertherapie tragen zur  Verhinderung von
Atherosklerosebildung bei: die B-Blockade im zentralen Nervensystem reduziert
die sympathische Aktivitat in der Peripherie, die B-Blockade am Herzen sowie

an verschiedenen biochemischen Systemen verbessert durch Senkung der



92 Diskussion

Herzfrequenz, des Blutdrucks und der Herzmuskelkontraktilitat die
Hamodynamik, was unter anderem zum Schutz des GefalRendothels beitrz'algt.75
Eine (ber Betaadrenorezeptoren vermittelte endotheliale Dysfunktion
beginstigt die Entstehung von Atherosklerose und kann mittels Betablockade

signifikant reduziert werden.” "%

4.1.2.1 Betaadrenorezeptoren

Betaadrenorezeptoren (B-Rezeptoren) gehéren neben den Alphaadreno- und
anderen weniger bedeutenden Subtypen zur Gruppe der adrenergen
Rezeptoren, der Zielorgane der Katecholamine. Sie sind aus der Familie der
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, deren Stimulation eine Aktivitatssteigerung
der Adenylatcyclase und damit eine Erh6hung der intrazellularen cAMP-
Konzentration bewirkt.** Unter physiologischen Bedingungen wird die
korperliche Leistung Uber Regulation von h&modynamischen und
metabolischen Komponenten durch das sympathische Nervensystem vor allem

iiber B-Rezeptoren gesteuert.®*

Die [-Rezeptoren werden unterteilt in drei Subtypen: pi-, B2- und
wahrscheinlich  Bs-Rezeptoren. [(s-Rezeptoren gibt es vermutlich in
menschlichen Fettzellen, sie haben jedoch eine anderes Verhalten gegentber
Agonisten und Antagonisten der ;- und B,-Rezeptoren und derzeit keine

therapeutische Bedeutung.82

Der B1-Rezeptorsubtyp ist der vorherrschende Typ an den Herzmuskelzellen.
Er wird gleichermallen von Adrenalin und Noradrenalin aktiviert.®*® Eine
sympathische Stimulation bewirkt die Steigerung der myokardialen Kontraktilitat
(positive Inotropie), der Herzfrequenz (positive Chronotropie) und verringert die
Uberleitungszeit vom Vorhof zur Kammer (positive Dromotropie). In der Niere
wird Uber die Stimulation des B;-Rezeptors die Reninfreisetzung erhoht, im

Fettgewebe wird die Lipolyse gesteigert.®®

Mit B.-Rezeptoren ausgestattet ist die glatte Muskulatur anderer Organe wie
Gefalde, Bronchien oder Uterus. Auch metabolisch aktive Zellen sind mit diesen

besetzt und dienen bei Stimulation der Energiebereitstellung.81 Die
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B2-Rezeptoren werden vor allem von zirkulierendem Adrenalin aus dem
Nebennierenmark und weniger von Noradrenalin beeinflusst. Uber eine
Verringerung der intrazellularen Ca”*-Konzentration kommt es bei Stimulation
der B»-Rezeptoren zur Erschlaffung der glatten Muskulatur, beispielsweise zu
Vaso- oder Bronchodilatation.?® In bestimmten Fallen wie bei arterieller
Verschlusskrankheit oder Hypertonie in der Schwangerschaft sollte daher eine
selektive [;-Blockade einer [(,-Blockade vorgezogen werden. Obstruktive
Ventilationsstérungen wie Asthma bronchiale, bradykarde Herzrhythmus-
stérungen, Atrioventrikularere Block IlI-1ll und akute, instabile Herzinsuffizienz

sind Kontraindikationen fur eine generelle Betablockade.®

Bei der Therapie von kardiovaskularen Erkrankungen ist hauptséchlich die
Blockade von kardialen und renalen [;-Rezeptoren von Bedeutung, eine

zusatzliche 3,-Blockade ist nicht nétig und steigert das Nebenwirkungsprofil.83

4.1.2.2 Substanzklassen und einzelne Vertreter

B-Blocker konnen unterschieden werden nach physikalisch chemischen
(Lipophilie) und rezeptorspezifischen Eigenschaften: es gibt kardioselektive
B-Blocker wie beispielsweise Atenolol, Metoprolol oder Nebivolol, die nur die
B1-Rezeptoren besetzen und somit weniger nicht-kardiale Nebenwirkungen
erzeugen. Daneben gibt es nicht selektive Betarezeptorinhibitoren, die
gleichermalRen B1- und B,.Rezeptoren besetzen, zum Beispiel Propanolol oder
Nadolol. Die Rezeptorspezifitat ist jedoch dosisabhangig, in hoher Dosierung
konnen Bi-selektive Blocker auch B,.Rezeptoren besetzen.® Andere B-Blocker
wie Carvedilol haben neben einer B-inhibierenden auch die Eigenschatft,
a;-Rezeptoren zu blockieren, was eine peripheren Vasodilatation zur Folge hat.
Einige Substanzen wie Acebutolol oder Pindolol besitzen so genannte
intrinsisch sympathomimetische Aktivitat (ISA), was dazu fuhrt, dass sie neben
einer blockierenden Wirkung gegenlUber Katecholaminen gleichzeitig selbst
Uber eine schwach stimulierende Wirkung auf [B-Rezeptoren verngen.8
B-Blocker mit ISA haben jedoch eine geringere kardioprotektive Wirkung als
solche ohne ISA, da sie die Herzfrequenz nicht gleichermalRen senken

8,81

kénnen.”"" Sie sollten daher bei Patienten mit chronischem Herzversagen und
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nach Myokardinfarkt nicht eingesetzt werden.? Eine weitere Eigenschaft

mancher B-Blocker wie zum Beispiel Nebivolol ist die direkte Vasodilatation.®®

In der Kklinischen Praxis stellen gegenwartig aufgrund ihres geringen
Nebenwirkungsprofils und der vorteilhafteren Kardioprotektion tberwiegend
Bi-selektive Rezeptorenblocker ohne ISA die Therapie der Wahl dar.®!
Nicht-selektive Blocker werden nur noch fir wenige, spezielle Indikationen
verwendet, beispielsweise in der Therapie der portalen Hypertension und des

peripheren Tremors oder als Notfallmedikament in der thyreotoxischen Krise.®

4.1.2.2.1 Metoprolol

Metoprolol ist ein schwach lipophiler, Bi-selektiver Betablocker ohne I1SA.*%* E

r
wird standardmafig in der Therapie von Hypertonie, KHK, supraventrikularen
Herzrhythmusstérungen, chronischer Herzinsuffizienz und anderen Indikationen
verwendet und dient aufgrund seiner in der Praxis bewdahrten Art auch in der
Forschung haufig als Vergleichsmedikament in der Erprobung neuer
Substanzen. Die Richtdosis fur Metoprolol liegt bei 50 bis 200 mg/d je nach

Indikation, die maximale Tagesdosis betragt 200 mg/d.>

4.1.2.2.2 Nebivolol

Nebivolol, ein B-Blocker der dritten Generation, ist ein kompetitiver und
hochselektiver [i-Rezeptorenblocker ohne ISA und in pharmakologischen
Dosen ohne membranstabilisierende Wirkung.lo'”’12 Seine Affinitdt zu ;-
Rezeptoren ist 321-fach hoher als zu 3,-Rezeptoren und er ist unter den derzeit
klinisch  gebrauchlichen Betablockern derjenige mit der hochsten
[31-Selektivit£5'1t.85 Ein a-adrenerger Antagonismus tritt in therapeutischer
Dosierung nicht auf. Die tagliche Dosierung betragt 5 mg.12 Die hochlipophile
Substanz ist ein Razemat aus zwei Enantiomeren, dem SRRR-Nebivolol (oder
D-Nebivolol), welchem die Betaselektivitdit zugeschrieben wird und dem
RSSS-Nebivolol (oder L-Nebivolol).*? Eine besondere und fir die Behandlung
von Patienten mit endothelialer Dysfunktion glnstige Eigenschaft von Nebivolol

ist die Freisetzung des peripheren Vasodilatators Stickstoffmonoxid (NO) aus
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10.16.86.13.14 \sermittelt wird der vasodilatierende Effekt iiber

dem GefalRendothel.
den endothelialen L-Arginin/Stickoxid-StoffwechseIweg.16'87 Der hamo-
dynamische, kardioprotektive Effekt von Nebivolol beruht also neben der
Senkung der Herzfrequenz (negative Chronotropie) Uber direkte Betablockade
auch auf Reduktion des Blutdrucks, indem der periphere Widerstand gesenkt
wird und somit die kardiale Auswurfleistung durch Senkung der Nachlast

erhalten bleibt (keine negative Inotropie) oder sogar gesteigert wird.'®**%°

Vielerlei experimentelle und klinische Studien haben die NO-vermittelte

88.48.87.15 £5 gcheint zwei Mechanismen

Vasodilatation durch Nebivolol bestatigt.
zu geben, wie Nebivolol die Bioverfligbarkeit des endothelialen NO erhéht: zum
einen steigert es die Synthese von NO in den glatten Muskelzellen der
Gefallwande, zum anderen besitzt es antioxidative Eigenschaften und
vermindert die Senkung der NO-Konzentration durch oxidativen Stress im
Endothel.?*%%99298 Dpiese antioxidativen Mechanismen sind unabhéangig von
der Bi-Rezeptorenblockade, Mason et al.>* vermuten eine Interaktion mit der
Endothelmembran. Ein wichtiges Enzym in der endothelialen Synthese von NO
ist die endotheliale NO-Synthase (eNOS), welche Kalzium/Calmodulin-
abhéangig aktiviert wird und den Umbau von L-Arginin zu L-Citrullin und NO
katalysiert. Vasodilatatorische Agonisten und oberflachliche Scherkrafte
bewirken den initialen Kalziumeinstrom. Nach der Synthese diffundiert das NO
in die unterhalb liegende glatten GefalBmuskelzellen, wo es uber Aktivierung
von Guanylatzyklase zu einem Anstieg von zyklischem
Guanosin-3,5-monophosphat (cGMP) und zur GefaRrelaxation kommt.*®%
Nebivolol steigert die Aktivitat von NOS sowohl im Endothel als auch in
Thrombozyten.? Der genaue molekulare Mechanismus, der zur NO-
vermittelten Vasorelaxation fuhrt und die daran beteiligten Rezeptoren sind im
einzelnen noch nicht eindeutig geklart. Die Ergebnisse einer experimentellen
Studie von de Groot et al.*® weisen auf die Beteiligung von Bs-Rezeptoren hin.
Broeders et al.”” konnten nachweisen, dass Nebivololmetaboliten Giber Bindung
an PB.-Rezeptoren endotheliales ca* steigern und somit die NO-Produktion
stimulieren. Garban et al.®® postulierten, dass die endothelabhangige

GefaRreaktion auf Nebivolol teilweise auf eine Interaktion mit dem Ostrogen-
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Rezeptor basiert. Einen NO-vermittelten vasodilatorischen Effekt von Nebivolol
durch die Adenosin-Triphosphat (ATP) bedingte  Stimulation von
Purinorezeptoren konnten Kalinowski et al. an glomerularen Endothelzellen von
Ratten feststellen.”* Parenti et al*® fanden Hinweise auf die
Phopholipase-C-vermittelte Freisetzung von Inositoltrisphosphat (IP3) als

second messenger in der Aktivierung der NOS.

Neben der Bereitstellung von NO und seiner antioxidativen Mechanismen,
besitzt Nebivolol weitere Eigenschaften, die die Entstehung von Atherosklerose

1718 ind antiinflammatorischer®® Ebene verhindern. Falciani

auf antiproliferativer
et al.'® bewiesen, dass Nebivolol einen groBeren Effekt auf Hemmung der
Thrombozytenaggregation hat als die Betablocker Carvedilol und Propanolol.
Zudem ist die Inhibition im Gegensatz zu den anderen Substanzen
NO-abhéangig. Einen antiproliferativen Effekt auf das Wachstum von humanen
koronarteriellen glatten Muskel- (hcaSMC) und Endothelzellen bei gesteigerter
Apoptose sowie reduzierte Freisetzung von Endothelin-1 konnten Brehm et

al.}"8 in vitro beobachten. Wolf et al.*®

zeigten, dass in hcaSMC-Zellkulturen
unter Inkubation mit Nebivolol verschiedene Gene, die an inflammatorischen
Prozessen, oxidativen Stressprozessen oder an der Proliferation von glatten
Muskelzellen  beteiligt sind, herunterreguliert werden kdnnen. Die
CRP-vermittelte = Hochregulation  proinflammatorischer und  proathero-
sklerotischer Adhésionsmolekile und Zytokine wie VCAM-1 oder Interleukin-8
(IL-8) konnten in kultivierten koronararteriellen glatten Muskel- oder
Endothelzellen durch Vorbehandlung mit Nebivolol signifikant reduziert

werden, 101192

Im in-vivo-Modell an der Ratte zeigte sich nach Ballondilatation
und Vorbehandlung mit Nebivolol eine Reduktion der Neointima-Bildung und
der Mediaregion, eine reduzierte Proliferation glatter Muskelzellen und eine

verminderte Makrophagenakkumulation.***
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4.1.3  Wabhl eines geeigneten Tiermodells

Die Untersuchung der Pathogenese der Atherosklerose am Menschen stellt
sich schwierig dar, da sich die Entstehung von atherosklerotischen Plaques
Uber einen langen Zeitraum erstreckt und multifaktoriell bedingt ist. Auch die
Forschung anhand von Zellkulturen ist aufgrund der fehlenden Komplexitat des

realen Krankheitsbildes begrenzt.103

Im Tiermodell hingegen kann die Bildung
von atherosklerotischen Plaques mit relativ einfachen Mitteln und auf schnellem
Wege induziert werden. Mittels einer hypercholesterinamischen Diat lassen
sich beispielsweise im Kaninchenmodell innerhalb weniger Wochen

103 Unser

menschenéhnliche atherosklerotische Lasionen in der Aorta erzeugen.
heutiges Verstandnis Uber die Atherosklerose basiert auf einer Kombination
von Forschung an Tieren und Zellkulturen, Analysen menschlicher Lasionen,
klinischen Untersuchungen von Patienten mit akutem Koronarsyndrom und

epidemiologischen Studien Uber Herzkreislauferkrankungen.20

Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurden zahlreiche tierexperimentelle
Studien zur Atiologie und Pathogenese der Atherosklerose an Kleintieren wie
M&ausen, Ratten, Kaninchen, aber auch an Schweinen und anderen gréf3eren
Saugern durchgefihrt. Bis zum heutigen Tag hat sich in der
Atheroskleroseforschung grof3flachig allerdings nur die Verwendung von
Mausen und Kaninchen durchgesetzt. Der Vorteil an der Arbeit mit Mausen als
Versuchstiere ist die einfache genetische Manipulation, Kaninchen hingegen
eignen sich fur die radiologische oder histologische Darstellung atheromatoser

Plaques.'*

Der Fokus der Wissenschaftler lag friher eher auf der Erforschung
der Effekte von Erndhrung und Medikamenten auf die Entstehung und
Lokalisation der Atherosklerose. Heutzutage ruckt verstarkt die Frage nach
Progressions- und Regressionsfaktoren, in vivo Darstellungsmethoden und der
histopathologischen Beschaffenheit der Plaques in des Mittelpunkt des

Interesses.*®*

Transgene Tiere, sowohl Mause als auch Kaninchen, tragen
dazu bei, einzelne Schritte in der Pathogenese und molekularer

Zusammenhange der Erkrankung im Detail klaren zu konnen.'%
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Ignatowski'®®

erwadhnte 1908 erstmals den Gebrauch von Kaninchen in der
Forschung. Anitschkow et al. 1% demonstrierten 1913, dass alleinig die
Verabreichung eines hochdosierten cholesterinhaltigen Futters
atherosklerotische Veranderungen in der Gefal3intima von Kaninchen erzeugen
kann, deren Ausmal} direkt proportional zur Cholesterinaufnahme war. Bocan

et all”’

bestétigten gegen Ende des letzten Jahrhunderts, dass die
Zusammensetzung, das Ausmald und der Typ der L&sion abhangig vom
Gesamtplasmacholesterin sowie der LDL- und VLDL-Konzentration ist.

Anitschkow und Chalatow'®

beschrieben schon damals in der Plaque
vorkommende Zelltypen und Formationen, die dem heutigen charakteristischen
Bild von mikro- und makroskopischen atherosklerotischen Lasionen

entsprechen.

Die meisten Kaninchenstudien werden mit Weil3en Neuseelandkaninchen
durchgefiihrt. Es gibt einige genetisch veranderten Linien dieser NZW-
Kaninchen wie die WHHL- (Watanabe Heritable Hyperlipidemic), Houston RT-
und St. Thomas-Kaninchen, die einen gesteigerten Lipidmetabolismus haben.
Die am haufigsten eingesetzten Tiere dieser Art sind die 1973 entdeckten
WHHL-Kaninchen, welche einen erblichen Defekt des LDL-Rezeptors haben.
Daraus resultieren erhéhte Plasma-Cholesterin-Konzentrationen ahnlich derer
der Hyperlipoproteindmie vom Fredrickson-Typ IIA des Menschen sowie die
spontane Entwicklung von Atherosklerose in der Aorta bereits im Alter von funf

Monaten,%41%°

Im Gegensatz zu den von NZW-Kaninchen entwickelten
atheromattsen Plaques, die viele Schaumzellen enthalten, sind die Plaques
der WHHL-Tiere komplizierter aufgebaut und ahneln dem Lasionstyp, den der

Mensch tiber Jahrzehnte entwickelt.****°

NZW-Kaninchen haben unter normalen Bedingungen eine mit etwa 23 mg/dl
niedrige Plasma-Cholesterin-Konzentration, die jedoch dosisabhangig unter
Zufuhr eines cholesterinhaltigen Futters von 0,1-2 % Konzentration innerhalb

197 Normalerweise

weniger Wochen um das zwei- bis achtfache ansteigen kann.
dauert es etwa sechs Wochen, bis die Cholesterindiat bei einem terminalen

Plasma-Cholesterinspiegel von etwa 230-320 mg/dl zur Entwicklung von initial
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111

atheromatbsen Lasionen, den fatty streaks, fihrt. Unter Futterung von

mindestens 0,5 % Cholesterin kommt es hauptsachlich zur Infiltration von

Monozyten/Makrophagen in die GefaRintima,™’

111

vergleichbar den frihen
Lasionen beim Menschen.” " Ein Cholesteringehalt im Futter von weniger als
0,5% fuhrt hingegen zu fibromuskularen Verdnderungen, welche mit
fortgeschritteneren Veranderungen in der menschlichen Atherogenese zu

vergleichen sind.*"’

Langzeitstudien mit Kaninchen unter hypercholesterindmischer Diat sind
aufgrund der hohen Hepatotoxizitat und der begleitenden Inflammation, die
nicht der humanen Pathophysiologie entspricht, nicht mdglich, da die Tiere frih
an den Folgen der Diat versterben.'® Die innerhalb der kurzen Zeit
entstandenen Lasionen entsprechen daher nur den Vorstufen menschlicher
atherosklerotischer Plaques,'** werden aber dennoch haufig fiir die Forschung
Uber Medikamenteneinfluss auf die Entwicklung von Atherosklerose
verwendet.'® Fortgeschrittenere Stadien erreicht man, indem man die arterielle

GefaRwand zusatzlich zur Cholesterindiat mechanisch verletzt. 131

Neben den bereits genannten Eigenschaften liegen die Vorteile der NZW-
Kaninchen in ihrer praktischen GroRRe, der kostenginstigen Anschaffung, der
einfachen Haltung und im unkomplizierten Umgang mit den ruhigen Tieren. Die
grof3en Ohren bieten eine gute Erreichbarkeit gro3er Gefal3e zur Blutentnahme.
Die Forschung an mannlichen Tieren ist dariiber hinaus ginstig, da weibliche
Tiere bei diatetischer Induktion von Atherosklerose bei intaktem Gefal3endothel
weniger anfallig fur die Entstehung von Plaques sind als mannliche

Artgenossen.115
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4.2 Diskussion der eigenen Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war, an einem tierexperimentellen Modell den Einfluss
der selektiven Beta-1-Rezeptorenblocker Nebivolol und Metoprolol auf die
Entstehung und Zusammensetzung cholesterininduzierter atheromatdser
Plaques in der Aorta von WeiRen Neuseelandkaninchen morphologisch und
histologisch zu untersuchen. Begleitend wurden diverse klinisch-chemische
Laborparameter ermittelt und mittels RT-PCR und ELISA die Expression
verschiedener an der Atherogenese beteiligten Zytokine sowie Kollagene

bestimmt.

4.2.1  Uberlebenszeit

In der vorliegenden Studie schieden acht von 24 Tieren vorzeitig aus dem
Versuch aus, funf Tiere aus der nicht medikamentds behandelten
Kontroll-Gruppe und drei Tiere aus der Metoprolol-Gruppe. Alle Tiere der
Nebivolol-Gruppe erreichten hingegen das geplante Versuchende. Das
Uberleben der Tiere unterschied sich zwischen den Gruppen signifikant
voneinander (p=0,0473). Im Einzelvergleich war jedoch nur das Uberleben der
Nebivolol-Gruppe gegenuber der Kontroll-Gruppe signifkant unterschiedlich, die
Metoprolol-Gruppe wies keine signifikanten Unterschiede gegenuber der
Kontroll-Gruppe (p=0,4668) und der Nebivolol-Gruppe (p=0,0637) auf.

Eine signifikante Reduktion der Gesamtmortalitat bei kardiovaskularen

Erkrankungen durch Betarezeptorenblocker wurde in grof3en klinischen Studien

nachgewiesen.”®°

Das Vorhandensein zusatzlicher vasoprotektiver und
antiatherosklerotischer Fahigkeiten von Nebivolol wie die Erhéhung der

NO-Bioverfigbarkeit'®*%%4 101.17.18
101,19,102

oder zahlreiche antiproliferative und anti-

inflammatorische Eigenschaften, lassen in Anbetracht der Ergebnissen
dieser Studie vermuten, dass Nebivolol im Vergleich zu Metoprolol einen
zusatzlichen ginstigen Einfluss auf das Uberleben der Kaninchen gehabt

haben kdnnte.
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Um sicherstellen zu konnen, dass die Gruppen von Beginn an homogen
randomisiert waren, wurden retrospektiv die Gruppen ,Nicht-Uberlebende* und
,Uberlebende”, bestehend aus den acht vorzeitig aus dem Versuch
genommenen bzw. den 16 bis zu Versuchende verbleibenden Tieren, gebildet.
Die Parameter aus Woche -2 wurden zwischen diesen beiden Gruppen
statistisch verglichen. Bei Korpergewicht, Futteraufnahme und Herzfrequenz
waren keine signifikante Unterschiede feststellbar. Auch bei den
Blutparametern waren keine wesentlichen Unterschiede feststellbar. Hb,
Hamatokrit und das Leberenzym GOT waren zwar signifikant unterschiedlich
zwischen den Gruppen, sie wiesen jedoch bei den Nicht-Uberlebenden einen
gunstigeren Ausgangswert auf. Das frihe Ausscheiden war somit aufgrund der
Werte bei Versuchsbeginn nicht vorhersehbar und die Gruppen waren

homogen randomisiert worden.

Die signifikant kleinere Plagueflache (p=0,0062) sowie die geringere Stenose
des Gefalllumens (p<0,0001) bei den vorzeitig ausgeschiedenen Tieren war
der Grund, die Tiere aus der Gruppe der ,Nicht-Uberlebenden“ von der
Wertung auszuschliel3en, da ein Vergleich dieser Plagues mit den wesentlich
fortgeschritteneren  Plaques der Tiere der ,Uberlebenden“-Gruppe
unverhaltnismanRig gewesen ware und zu verzerrten Ergebnissen hatte fihren

kdnnen.

4.2.2 Versuchsverlauf

Bei der Entwicklung des Kdrpergewichtes, der Futter- und entsprechend der
Cholesterin- und Medikamentenaufnahme waren keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen feststellbar. Lediglich bei den Tieren der
Kontroll-Gruppe war eine geringe Gewichtsschwankung von Woche 8 bis 12
erkennbar, sie wogen zu Versuchende etwas weniger als die Tiere aus den
medikamentdés behandelten Gruppen. Allgemein wurde das 1%ige
Cholesterinfutter schlecht vertragen und die Tiere fraRen nahmen zunehmend
weniger Futter, so dass die Dosis in Woche 8 auf 0,5 % reduziert werden

musste; daraufhin stieg sowohl die Futter- als auch die Cholesterinaufnahme
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wieder etwas an. Diese Reaktion auf cholesterinhaltiges Futter ist bekannt.
Diaten mit 1-2%igem Cholesterinfutter Uber einen langen Zeitraum fuhren bei

103

den Tieren zu einer hohen Mortalitatsrate. Fur die Morphologie der

atherosklerotischen Lasionen st jedoch Dauer und Intensitat der

10019712 K urze, hochdosierte Didten mit mehr

Cholesterindiat ausschlaggebend.
als 2 % Cholesterin verursachen eine Hypercholesterinamie und Lasionen, die
reich an Schaumzellen sind. Eine niedrigdosierte, aber lang andauernde
Futterung fuhrt zu Lasionen, die vermehrt glatte Muskelzellen und
Cholesterinansammlungen enthalten, menschenéhnlicheren Plaques

112 Fiir diese Studie wurde mit der Versuchsdauer von 15 Wochen

entsprechen.
und einer Cholesterindiat von 1 % bzw. 0,5 % ein Mittelweg gewéhlt. Mit einem
ahnlichen Versuchsaufbau (1 % Cholesterin tber 12 Wochen) erhielten Boger

et al.'*®

Lasionen mit Schaumzellen und glatten Muskelzellen, einem Stadium
der Atherogenese, welches am ehesten dem fatty streak entspricht und sich far

die Erforschung von Atherosklerose-beeinflussenden Faktoren eignet.

Die Medikamentenaufnahme zwischen den Gruppen Nebivolol und Metoprolol
verlief parallel zur Futteraufnahme. Gleichzeitig mit der Umstellung der
Cholesterindosis in Woche 8 wurde die Medikamentendosis verdoppelt, um die
reduzierte Futter- und damit Medikamentenaufnahme auszugleichen. Die
aufgenommene Medikamentendosis in der Nebivolol-Gruppe lag bei
durchschnittlich 21 mg/d und kg KG. Auch in einer anderen tierexperimentellen
Studien wurden ahnlich hohe Werte erreicht,*® sie liegen jedoch weit Uber der
beim Menschen (Ublichen therapeutischen Dosis von 5 mg/d.** Die
durchschnittliche Aufnahmedosis von Metoprolol betrug 37 mg/d und kg KG,
auch diese liegt, bezogen auf das Kérpergewicht, tber der beim Menschen

Ublicherweise verabreichten Tagesdosis von 50-200 mg.84

Die Herzfrequenz sank in den medikamentts behandelten Gruppe gegeniber
der Kontroll-Gruppe um etwa 16 % signifikant ab (p=0,0001). Die Behandlung
mit den verschiedenen Betablockern wirkte sich im Vergleich der zwei Gruppen

vergleichbar aus. Es ist daher von einer ausreichenden enteralen Resorption
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und einer im therapeutischen Bereich liegenden Plasmakonzentration von

Nebivolol bzw. Metoprolol auszugehen.

4.2.3 Plasmalipide, Plasmalipoproteine und Parameter des
kleinen Blutbilds

Es ist bekannt, dass die Futterung mit einer cholesterinreichen Diat bei NZW-
Kaninchen innerhalb weniger Wochen zu einer Hypercholesterinamie und

Hyperlipoproteinamie fiihre,103:107,117,118

Auch in dieser Studie gab es einen
wesentlichen Anstieg in der Konzentration der Plasmalipide und

Plasmalipoproteine.

Die Gesamtcholesterin-Konzentration stieg von durchschnittlich 64 mg/dl in der
Vorflitterungsphase ohne Cholesterindiat bis auf 2176 mg/dl in der
Hauptversuchphase an. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
war nicht feststellbar. Die Behandlung mit Betablockern hatte folglich keinen
Einfluss auf die Gesamtcholesterin-Konzentration, ebenso wenig eine
reduzierte Cholesterinfltterung ab Woche 8, wie auch die Studie von Sun et

117
al.

belegt. Auch bei der Triglyzerid-Konzentration gab es keine signifikanten
Unterschiede, bis Woche 6 war die Anfangskonzentration von ca. 96 mg/dl in
etwa gleich bleibend, danach stieg sie an. Aufféllig war der doppelt so hohe
Anstieg in der Kontroll-Gruppe auf das etwa vierfache vom Ausgangswert im
Vergleich zu den Betablocker-Gruppen, bei denen sich der Wert nur
verdoppelte. In der Konzentration der Lipoproteine, die jeweils einmal in
Woche 0 und zum Versuchende gemessen wurde, gab es weder zwischen den
Gruppen noch in der Differenz zwischen Woche 0 und 12 signifikante
Unterschiede. In allen Gruppen stieg der Anteil des VLDL- und
LDL-Cholesterins. Die HDL-Cholesterin-Konzentration nahm ab, in der
Kontroll-Gruppe mit 73 % etwas starker als in der Nebivolol- (56 %) und der

Metoprolol-Gruppe (55 %).
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Dass das Verhalten der Plasmalipide und Plasmalipoproteine durch Therapie
mit Betablockern nicht wesentlich beeinflusst wird, ist auch Ergebnis anderer
Studien.  Mehrere  Gruppen fanden zwar heraus, dass durch
Betablockertherapie am Menschen die HDL-Cholesterin- und
Triglyzerid-Konzentrationen etwas ab- bzw. zunehmen,™*** der Grofteil der
Blutfette aber unbeeinflusst bleibt. Dimmitt et al."® konnten nach Gabe von
Metoprolol und dem Betablocker Propanolol Uber vier Wochen an 42 gesunden
Méannern keine Veranderung des LDL-Cholesterins sowie des Lipoproteins(a)
feststellen. Ostlund-Lindqvist et al.”” fanden keinen signifikanten Einfluss von
Metoprolol gegentiber einer Placebogruppe auf das Gesamtcholesterin,
Triglyzeride und Lipoproteine in einer experimentellen Tierstudie an
hypercholesterinamischen Kaninchen. Auch eine Studie mit Nebivolol an
WHHL-Kaninchen®® und  Kklinische Studien an Diabetikern**  und
Hypertonikern122 kamen zu dem Ergebnis, dass Nebivolol lipidneutral ist und

keinen Einfluss auf Gesamtcholesterin, Triglyzeride und LDL-Cholesterin hat.

Bei allen Parametern des kleinen Blutbildes gab es im Laufe des Versuches
Verdanderungen. Am bedeutendsten sind die Entwicklung einer normozytaren,

hyperchromen Anamie und einer Leukozytose in allen drei Versuchsgruppen.

Die Zahl der Erythrozyten sank in allen Versuchsgruppen ab, in den
medikamentds behandelten Gruppen um 30 % und in der Kontroll-Gruppe um
36 %. Ein signifikanter Unterschied in der AUC der Erythrozytenzahl fand sich
zwischen der Kontroll- und der Metroprolol-Gruppe (p=0,0066). Entsprechend
fiel auch der Hamatokrit und die Hamoglobin-Konzentration ab, wobei in diesen
Parametern Kkeine signifikanten Unterschiede feststellbar waren. Diese
anamischen Werte liegen deutlich unterhalb der vom Zichter angegebenen
Referenzwerte (Tab. 16, Seite 140). Beim MCV war allgemein ein diskreter
Abfall zu verzeichnen, da jedoch bereits die Anfangswerte lber der vom
Zuchter angegebenen Referenz lagen, ist am ehesten von einer normozytaren
Situation auszugehen. Das MCH und die MCHC stiegen in allen drei
Versuchsgruppen an. Ein signifikanter Unterschied fand sich lediglich beim

MCH zwischen der Kontroll- und der Metoprolol-Gruppe feststellbar (p=0,0206),
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wie auch bei der Zahl der Erythrozyten ist dieses Ergebnis fur diese Arbeit
allerdings nicht von Bedeutung. Die Entwicklung einer Andmie ist am ehesten
als Reaktion auf die stark cholesterinhaltige Diat zu werten. Auch Feldman et
al."*® sowie Pescador et al.”** konnten an NZW-Kaninchen die Ausbildung einer
Anamie ca. sechs bis acht Wochen nach Beginn der Fitterung einer

Cholesterindiat beobachten.

Die Zahl der Leukozyten lag bei Versuchsbeginn bei durchschnittlich 6628 1/ul.
Nach Beigabe des Cholesterins zum Futter in Woche O stieg sie in allen drei

123 heobachteten in mehreren

Gruppen vergleichbar an. Auch Feldman et al.
aufeinander folgenden tierexperimentellen Studie mit NZW-Kaninchen den
Langzeiteffekt verschieden dosierter Cholesterindidten auf die Entwicklung
einer Leukozytose sowie eine mogliche Reversibilitat und genaue
Differenzierung der Leukozyten. Bereits eine Woche nach Beginn der Fltterung
war eine Leukozytose messbar, die fir mindestens 30 Wochen anhielt. Auch
bei Menschen wurde das Vorhandensein einer Leukozytose im

125 10 der

Zusammenhang mit familiarer Hypercholesterindmie beschrieben.
vorliegenden Studie war die Leukozytenzahl nach der Umstellung des Futters
auf 0,5 % Cholesterinzusatz in den medikamentds behandelten Gruppen etwa
gleich bleibend, in der Kontroll-Gruppe stieg sie jedoch weiterhin an und
erreichte eine letztendliche Steigerung um 265 % zum Ausgangswert. Die
Behandlung mit Nebivolol senkte die AUC der Leukozytenzahl signifikant
gegenuber der Kontroll-Gruppe (p=0,0322). Auch die Therapie mit Metoprolol
zeigte eine Tendenz zu niedrigeren Leukozytenwerten, ein signifikanter
Unterschied zu der Nebivolol- oder der Kontroll-Gruppe war jedoch nicht
feststellbar. Die protektive Wirkung auf Entwicklung einer Leukozytose kénnte

also eine mogliche antiinflammatorische Eigenschaft von Nebivolol sein.

Die Zahl der Thrombozyten stieg in allen Gruppen uber die Dauer des

Versuches an, signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen waren nicht

123

feststellbar. Feldman et al. konnten eine statistisch signifikante

Thrombozytose beim cholesteringefiitterten Kaninchen nachweisen.
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4.2.4  Leberschadigung

In vielen experimentellen Studien am hypercholesterinamischen Kaninchen
wurde eine cholesterininduzierte Leberschadigung beobachtet. Langzeitstudien
mit hochdosierten Cholesterindidten sind aufgrund der Hepatotoxizitat des

193 |n einer Studie von Sun et al.l’

Cholesterins generell nicht mdglich.
entwickelten zwei von 17 NZW-Kaninchen nach zehnwdchiger Futterung mit
1%igem Cholesterinfutter einen Ikterus in Folge der fortgeschrittenen
Leberschadigung. Auch Feldman et al.”?® berichten in einer Studie mit
cholesteringefutterten NZW-Kaninchen von Symptomen eines Leberversagens.
Sie stellten nach etwa 18 Wochen Futterung mit 0,25 % Cholesterin einen
zweiten starken Anstieg von Leukozyten fest, den sie aber nicht wie einem
ersten Anstieg nach sieben Wochen auf die Diat zurtckfihrten, sondern auf
eine Leberschadigung, da parallel zur Leukozytose eine Hyperbilirubinamie
auftrat. Balkan et al."?® berichten tiber Ergebnisse ihrer Studie an Kaninchen,
die Uber eine Zeitraum von zwei Monaten eine 1%ige Cholesterindiat erhielten,
von erhohtem Lipidgehalt sowie erhdhter Lipidperoxidation und verstarkter

Aktivitat antioxidativer Enzyme in der Leber der Tiere.

Auch im vorliegenden Versuch gab es deutliche Hinweise auf eine
cholesterininduzierte Leberschadigung. Ein Grof3teil der Tiere entwickelte
gegen Ende des Versuchs eine Gelbfarbung des weil3en Fells, einige Tiere
zeigten ikterische Verdnderungen in den Skleren. Die entnommenen Lebern
waren mit einem durchschnittlichen Gewicht von etwa 161 g deutlich schwerer
gegenuber dem vom Zichter angegebenen Normalwert von 104 +14 g
(Mittelwert £ Standardabweichung, Charles River, Ki3leg). Auch makroskopisch
waren die Organe grol3, pathologisch gelblich verfarbt und inhomogen
verandert, was auf eine starke Leberschadigung und Verfettung schlie3en

lasst. Bocan et al.l"

beobachteten bei einer vergleichbaren
Cholesterinbelastung einen Anstieg des relativen Cholesteringehalts der Leber

auf das mehr als Dreifache.



Diskussion 107

Der Grund fur die ikterischen Veranderungen bei den Kaninchen im
vorliegenden Versuch ist der starke Anstieg des Gesamt-Bilirubins von
anfanglich <0,1 mg/dl im Mittel aller Tiere auf 3,7 mg/dl in der Kontroll-Gruppe
und etwa 1,2mg/dl in den medikamentés behandelten Gruppen
(Referenzwerte siehe Tab. 16, Seite 140). Urséachlich fur diesen Anstieg ist die
Leberschadigung durch das zugefutterte Cholesterin. In allen Versuchsgruppen
gab es einen Anstieg der Transaminasen GOT und GPT und der y-GT auf das
bis zu Dreifache der Referenzwerte. Die maximalen Werte der Transaminasen
waren in Woche 8 zu messen, nach der Dosisreduktion des Cholesterinfutters
reduzierten sich die Werte ein wenig. Zwar ist fur alle Leberwerte aulRer der
y-GT, insbesondere fir die Gesamt-Bilirubin-Konzentration, eine Tendenz zu
niedrigeren Werten in den medikamentés behandelten Gruppen zu
beobachten, jedoch gibt es in der AUC der Parameter keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen.

Die Aktivitat der Pankreaslipase stieg von durchschnittich 83 U/l bei
Versuchsbeginn in der Kontroll-Gruppe auf 1312 U/l, in der Nebivolol-Gruppe
auf 696 U/l und in der Metoprolol-Gruppe auf 856 U/l an. Ein signifikanter
Unterschied wurde zwischen der Nebivolol- und der Kontroll-Gruppe festgestellt
(p=0,0182).

4.2.5 Einfluss der Betablockertherapie auf
Plaquebeschaffenheit und Atherogenese

4.2.5.1 Plaqueentwicklung

Die Fltterung einer cholesterinreichen Diat fihrt im Kaninchenmodell rasch zur
Ausbildung atherosklerotischer Plagues. Diese sind hauptsachlich im
Aortenbogen, aber auch in der Aorta thoracalis am Abgang der
Interkostalarterien und weniger ausgepragt in der Aorta abdominalis zu

103.77.103.127 Aych in der vorliegenden Studie kam es in allen drei

finden.
Versuchsgruppen zur Entwicklung atherosklerotischer Plaques bis in die Aorta

thoracalis; die Aorta abdominalis wurde nicht untersucht.
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Im Aortenbogen betrug die Plaqueflache im Mittel der vier in dieser Studie
betrachteten Segmente in der Kontroll-Gruppe 8,9 mmz2. Die Flache bei den
Tieren der Nebivolol-Gruppe war um 29 % und in der Metoprolol-Gruppe um
11 % geringer als in der Kontroll-Gruppe. Die Behandlung mit Nebivolol fuhrte
demnach zu einer signifikant kleineren Plaqueflache im Vergleich mit der
Kontroll-Gruppe (p=0,0068). Auch die Therapie mit Metoprolol scheint sich
gunstig auf eine geringere Plagueentstehung auszuwirken, signifikante
Unterschiede wurden jedoch nicht gefunden. Im Aortenbogen betrug die durch
die Plaque entstandene Gefal3stenose in den medikamentés behandelten
Gruppen 30 % des Gesamtlumens, in der Kontroll-Gruppe war sie mit 34 %

hoher, jedoch nicht signifikant.

In der Aorta thoracalis waren bei Betrachtung der zwoélf Einzelsegmente keine
signifikanten Unterschiede bezuglich der Plaqueflache und Stenose des
GefaBlumens feststellbar. Nach Unterteilung der Segmente in einen
aortenbogennahen, proximalen (Segment I-1ll) und einen aortenbogenfernen,
distalen Abschnitt (Segment IV-XII), fand sich im proximalen Abschnitt eine um
41% (Nebivolol-Gruppe) und um 39% (Metoprolol-Gruppe) signifikante
verminderte Plaqueflache nach medikamentéser Behandlung gegenuber der
Kontroll-Gruppe (p=0,0089). Bei der Stenose des Gefallslumens sowie im
distalen Abschnitt der Aorta thoracalis waren keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen erkennbar.

Eine Reduktion atherosklerotischer Lasionen durch Betablockertherapie
konnten bereits andere Gruppen in tierexperimentellen Studien beobachten.
Fur Metoprolol gibt es mehrere Studien am cholesteringefltterten

Kaninchen ,76,77,128,129

die alle zu dem Ergebnis fihren, dass die mit Metoprolol
behandelten Tiere signifikant weniger Plagues entwickelten. Wolf et al.**!
konnten an mit Nebivolol behandelten Ratten nach Ballondilatation der
Karotiden eine signifikant verminderte Plaqueentstehung sowie reduzierte
Proliferation glatter Muskelzellen und Akkumulation von Makrophagen
nachweisen. Fur die antiproliferative Eigenschaft von Betablockern gibt es

mehrere Begrindungen (vgl. Kap. 4.1.2): reduzierte sympathische Aktivitat,
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verbesserte Hamodynamik und direkte Effekte auf das Endothel sind unter
anderen wichtige durch die [p-Blockade vermittelte Einflussfaktoren.”
Biochemische Effekte wie die erhohte Biosynthese von Prostazyklinen, eine
Modifikation von LDL sowie verminderte Thrombozytenaggregation sind weitere
fur die Atherosklerose relevante Auswirkungen der B-Blockertherapie.76 Der
Einfluss auf die Thrombozytenaggregation wird allerdings kontrovers diskutiert.

Wihrend in einer Studie von Pettersson et al.**°

die Plattchenaggregation in
Aorten von Kaninchen durch eine Vorbehandlung mit Metoprolol signifikant
gesenkt wurde, konnte in einer klinischen Studie an zehn gesunden M&nnern
unter sympatho-adrenaler Stressstimulation kein Einfluss des Medikamentes

31 Celik at al.** verglichen in einer groReren klinischen

nachgewiesen werden.
Studie den Einfluss von Nebivolol und Metoprolol auf die Plattchenaggregation.
Nach einer sechsmonatigen Verabreichung der Medikamente kamen sie zu
dem Ergebnis, dass zwar beide Betablocker einen Einfluss auf die
Thrombozytenaktivierung haben, jedoch nur Nebivolol zu einer signifikanten
Reduzierung fiuhrte. Auch Falciani et al.*® konnten die potentere inhibierende
Wirkung auf die Thrombozytenaggregation von Nebivolol im Vergleich zum
B-Blocker Propanolol festhalten. Diese Erkenntnisse konnten auch in der
vorliegenden Arbeit eine Ursache fir die tendenziell starkere Plaquereduktion

der Betablocker, und insbesondere fir Nebivolol sein.

4.2.5.2 Plaguezusammensetzung

Die Zusammensetzung der Plaques in der vorliegenden Arbeit war in allen drei
Versuchsgruppen ahnlich. Von den erstellten histologischen Farbungen,
anhand derer die gefarbte Flache in mm2 berechnet wurde, nahmen die
Makrophagen gefolgt von Lipiden und glatten Muskelzellen und Kollagenen den
groRten Anteil ein. Nach Stary40 entspricht diese Zusammensetzung mit
Makrophagen als wichtigster Plaquekomponente am ehesten einer
atherosklerotischen Typ Il (fatty streak) bis Typ lll (Praatherom) Lasion. Boger

116

et al.”— erhielten bei einem ahnlichen Versuchsaufbau (1 % Cholesterin tber

12 Wochen) ebenfalls fatty streak-Lasionen. Bestandteile fortgeschrittenerer
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Lasionen wie Kalzium nehmen im hier erreichtem Plaguestadium noch keine

grof3e Flache ein.

Bezuglich der einzelnen, in dieser Arbeit ermittelten Plaguebestandteile gab es
wenig signifikante Unterschiede. Bei der Flache der glatten Muskelzellen sowie
kalziumhaltiger Zellen und der Flache der Lipide gab es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen, ebenso wenig bei der Zelldichte und der
Proliferationsrate Die Gesamtzellzahl war jedoch in der Kontroll-Gruppe

gegenuber der Nebivolol-Gruppe signifikant erhdht (p=0,0190).

Ein bedeutender signifikanter Unterschied konnte in der Flache der
Makrophagen festgestellt werden. Makrophagen entstehen aus in die
Gefaldintima eingewanderten Monozyten unter Einfluss diverser Zytokine und
Wachstumsfaktoren wie VCAM-1 oder MCP-1 (vgl. Kap. 4.1.1.4).54'58’59 Sie
fordern lokale inflammatorische Prozesse durch Freisetzung inflammatorischer
Zytokine, Chemokine, Radikale und Proteasen, die die Stabilitat der Plaque
durch Zerstérung extrazellularere Matrix mindern und tragen dadurch
wesentlich zur Progression und Komplikation der Atherosklerose beij, 13313413
Die Stellen in einer Plaque, die zu Rupturen neigen, sind in der Regel stark
markrophagenhaltig.32 Im Aortenbogen unterschied sich in dieser Arbeit im
Mittel aller vier RAM-11-gefarbten Segmente die mit Nebivolol behandelte
Gruppe signifikant von den anderen zwei Gruppen (p=0,0034). Bei der
Betrachtung der Einzelsegmente des Aortenbogens konnte dieses Ergebnis im
Segment Il bestatigt werden, wo sich die Nebivolol-Gruppe ebenfalls signifikant
von beiden anderen Gruppen unterschied (p=0,0148), im Segment Il ist der
Unterschied jedoch nur zur Kontroll-Gruppe erkennbar (p=0,0482). In den
Einzelsegmenten | und IV sowie in den Plaques der Aorta thoracalis sind keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen erkennbar. Es ist daher
anzunehmen, dass eine Behandlung mit Nebivolol die Zahl der Makrophagen in
atherosklerotischen Plagues im Vergleich mit nicht-behandelten Tieren

reduziert. Wolf et al.}*

konnten zeigen, dass bei Ratten nach Vorbehandlung
mit Nebivolol signifikant weniger Makrophagen in vorher per Ballondilatation

verletzten Karotiden akkumulierten. Auch Mollnau et al.®® beobachteten in einer
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Studie mit hyperlipiddmischen WHHL-Kaninchen eine signifikant verminderte
Makrophagen-Infiltration in die Aorta nach achtwoéchiger Vorbehandlung mit

Nebivolol.

Die gefarbte Flache an Kollagen Typ Il war in den medikamentds behandelten
Flachen signifikant niedriger als in der Kontroll-Gruppe (p=0,0018). Die mittels
RT-PCR ermittelte Expression von Kollagen-Typ I-mRNA in den Karotiden der
Kaninchen der Nebivolol- und Metoprolol-Gruppe war ebenfalls um mehr als die
Halfte geringer als in der Kontroll-Gruppe, ein signifikanter Unterschied bestand
allerdings nur zwischen der Nebivolol- und der Kontroll-Gruppe (p=0,0374). In
der histologischen Farbung im Aortenbogen ergab sich fir Kollagen Typ |
jedoch kein signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, auch die
Kollagen-Typ VIII-mRNA Expression wurde nicht wesentlich durch die
Betablockertherapie beeinflusst. Diese Ergebnisse sind zum Tell
widerspruchlich gegentber anderen Ergebnissen dieser Studie. Kollagene
dienen neben anderen Substanzen zur Stabilisierung der fibrésen Kappe und
schitzen die Plaque vor Rupturen. Glatte Muskelzellen spielen eine zentrale
Rolle in der Synthese von Kollagenen, Makrophagen hingegen zerstdren

136137138 Ein erhohtes Vorkommen

extrazellulare Matrix, so auch Kollagene.
glatter Muskelzellen oder eine gesteigerte Apoptoserate von Makrophagen
konnten demnach zur Plaquestabilisierung durch Kollagene beitragen. In dieser
Arbeit gibt es jedoch in der Kontroll-Gruppe gegenuber den anderen
Versuchsgruppen weder einen signifikanten Unterschiede beziglich des
Vorkommens glatter Muskelzellen, noch ist die Flache der Makrophagen
vermindert. Eine dennoch mdgliche Erklarung fir das vermehrte Vorkommen
von Kollagen Typ I und 1l in der Kontroll-Gruppe kdnnte sein, dass die Plaques
ohne die antiatherosklerotische Wirkung der Betablockertherapie ein bereits
fortgeschritteneres Plaquestadium erreicht haben. Manche Autoren konnten
demonstrieren, dass der absolute Gehalt an Kollagenen in experimentell
induzierten atherosklerotischen Lasionen mit zunehmender Plaqueprogression

anstieg.133

Zwar waren die Tiere der Kontroll-Gruppe zeitlich nicht langer der
proatherosklerotischen Cholesterindiat ausgesetzt als die Tiere der

Betablockergruppen, jedoch waren die entwickelten Plaques gréRRer, enthielten
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mehr Kalzium (aber nicht signifikant mehr) und waren somit eventuell auch in

einem fortgeschrittenerem Stadium.

4.2.5.3 Einfluss auf inflammatorische Mediatoren

Die Expression der mMRNA des von Endothelzellen exprimierten54
Adhasionsmolekiils VCAM-1 war in der vorliegenden Arbeit durch Behandlung
mit den Betablockern Nebivolol und Metoprolol in den Karotiden der Tiere
signifikant erniedrigt im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (p=0,0017). VCAM-1
beginstigt die Adhasion und die Transmigration von Leukozyten, insbesondere
Monozyten und T-Lymphozyten, durch das Endothel und ist in der frihen

54,25

Atherogenese von grofRer Bedeutung. In cholesterininduzierten L&sionen

steigt die VCAM-1-Expression noch vor der Leukozyteninfiltration in die

GefaRwand an.™°

Eine experimentelle Inaktivierung des VCAM-1-Rezeptors in
hypercholesterinamischen  Mausen reduzierte die  Progression der
Atherosklerose.™*® In mehreren tierexperimentellen  Studien  konnte
nachgewiesen werden, dass die Expression von VCAM-1 hauptséchlich an fur
atherosklerotische Lasionen pradestinierten Stellen hochreguliert wird und vor
allem in frihen Atherosklerosestadien vom Endothel, spater von intimalen

Zellen produziert wird.>®>°

Wahrscheinlich beruht die schnelle Hochregulation
von VCAM-1 nach Beginn einer Cholesterindiat auf einer Entzindungsreaktion,
die von in der Intima akkumulierten modifizierten Lipoproteinpartikeln stimuliert
wird. Diese konnen die Aktivitat des VCAM-1-Gens Uber den

Transkriptionsfaktor NFkB steigern.25

Dass die Therapie mit bestimmten
Betarezeptorenblockern die Expression von VCAM-1 signifikant beeinflussen
kann, zeigten Sauter et al.’® in einer in vitro Studie an humanen
koronararteriellen Endothelzellen. Eine 72-stiindige Vorbehandlung mit den
Drittgenerations-Betablockern Nebivolol und Carvedilol reduzierte die durch
Beigabe von CRP bedingte Steigerung der VCAM-1-mRNA-Expression neben
anderen proinflammatorischen Zytokinen und Adhasionsmolekilen signifikant,
durch Vorbehandlung mit Metoprolol konnte dieses Ergebnis nicht erzielt

101
al.

werden. Auch Wolf et konnten in einer kurzlich publizierten

umfangreichen Studie an humanen koronararteriellen Endothel- und glatten
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Muskelzellen  einen  positiven  antiatherosklerotischen  Effekt  einer
Vorbehandlung mit Nebivolol beziglich der VCAM-1-mRNA-Expression
nachweisen. Metoprolol wiederum hatte keinen senkenden Effekt auf
VCAM-1-mRNA-Transkripte. In derselben Studie wurde auch der Einfluss von
Nebivolol auf die Makrophagenakkumulation in Karotiden von Ratten nach
vorheriger Verletzung mittels Ballondilatation untersucht. Eine analog
verminderte Makrophagenakkumulation in den Plaques der Nebivolol-
behandelten Tiere wie bei Wolf et al.'®* wurde auch in der vorliegenden Arbeit
festgestellt (vgl. Kap. 4.2.5.2). Dieses Ergebnis konnte teilweise durch die

verminderte VCAM-1-Expression bedingt sein.

Das Chemokin MCP-1 tragt neben VCAM-1 in der Atherogenese wesentlich zur
Rekrutierung von Leukozyten und vor allem zu deren Aufnahme in die
GefaBwand bei.”® Es wird von diversen Zellen der GefaBwand und von
aktivierten Makrophagen produziert.54 MCP-1 wird bereits in frihen
atherosklerotischen  Lasionen von Menschen und NZW-Kaninchen

exprimiert.140

In Studien mit Atherosklerose-anféalligen mutanten Mausen mit
fehlender MCP-1-Produktion bzw. fehlendem -Rezeptor konnte eine auffallend
niedrige  Akkumulation von Makrophagen und Lipiden beobachtet
werden.'*'*%(175,176) Die experimentelle Blockade von MCP-1 an
hypercholesterinamischen Mausen fiihrt zu einer Reduktion der Atherogenese,
zu einer veranderten Plaguezusammensetzung und damit zu einer héheren

193 Wolf et al.'® konnten in der oben genannten in-vitro-Studie

Plaquestabilitat.
eine signifikant reduzierte Expression von MCP-1-mRNA in humanen
koronaren Endothel- sowie glatten Muskelzellen fir mit Nebivolol
vorbehandelten Zellkulturen im Gegensatz zur Behandlung mit Metoprolol
nachweisen. Die Messung von MCP-1 per ELISA im Zellkulturiiberstand
bestétigte dieses Ergebnis. Die vorteilhaften Ergebnisse der Therapie mit
Nebivolol konnte in der vorliegenden Studie nicht signifikant nachvollzogen
werden. Zwar war die MCP-1-mRNA-Expression in der Nebivolol-Gruppe im
Vergleich mit den anderen Gruppen tendenziell reduziert, die per ELISA

ermittelte Serumkonzentration konnte diese Tendenz jedoch nicht aufweisen.
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Die vom Endothel und von aktivierten Makrophagen gebildeten®*?>®

Wachstums- und Angiogenesefaktoren PDGF, bFGF und VEGF spielen in der
fortgeschritteneren Atherogenese eine wichtige Rolle. Sowohl PDGF als auch
bFGF sind an der Ausbildung der fibrosen Kappe beteiligt. Sie stimulieren die
Proliferation glatter Muskelzellen und deren Migration in die Intima, ebenso wird

die Synthese von festigendem, extrazellularen Bindegewebe angeregt.‘r""ﬁe’144

%5 konnten in vivo an humanen GefaRabschnitten zeigen, dass

Bohm et al.
PDGF in allen Stadien der Atherosklerose sowohl von Endothelzellen als auch
von Makrophagen produziert wird, als Mitogen auf glatte Muskelzellen wirkt und
deren Proliferation stimuliert. Die Expression des zugehdérigen Rezeptors von
glatten Muskelzellen wurde ab dem Stadium infiltrierender Makrophagen an
verdickten intimalen Stellen gefunden. Edelman et al.**® wiesen die mitogene
Wirkung von bFGF auf glatte Muskelzellen in per Ballondilatation verletzten
Rattenkarotiden nach. Die Zellproliferation und intimale Hyperplasie konnte
nach Verabreichung von bFGF um das bis zu Vierfache im Gegensatz zur
Kontroll-Gruppe gesteigert werden. bFGF hat neben dem Einfluss auf glatte
Muskelzellen auch eine angiogenetische Komponente und z&hlt neben VEGF

25147144 Fdelman et al.**® konnten in

zu den klassischen Angiogenesefaktoren.
oben geschilderter Studie eine linear zur Zellproliferation gesteigerte
Angiogenense in mit bFGF behandelten Ratten nachweisen. Sie schliel3en
daraus auf einen gekoppelten Effekt von bFGF bezuglich der Proliferation
glatter Muskelzellen und Neovaskularisation in der Plaque. In einer
tierexperimentellen Studie mit Atherosklerose-anfélligen M&usen konnte
gezeigt werden, dass durch Verabreichung von Angiogeneseinhibitoren die
intimale Neovaskularisation und das Plagquewachstum reduziert wird.**® Die
Beteiligung von VEGF, einem hochpotenten Regulator physiologischer und
pathologischer Angiogenese'®® an der Neovaskularisation wahrend der
Atherogenese wurde von mehreren Autoren beobachtet. Ruef et al.**°
demonstrierten das verstarkte Vorkommen von VEGF in der Neointima von
zuvor verletzten Pavianaorten mittels immunhistochemischer Farbung. In
derselben Studie bewiesen sie aul3erdem an humanen und von Ratten

stammenden glatten GefalBmuskelzellen, dass unter oxidativem Stress die
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Expression von VEGF-mRNA bis auf das Vierfache anstieg und analog dazu
die VEGF-Protein-Sekretion verstarkt wurde. Celletti et al.™>* verabreichten
cholesteringefltterten, mutanten Atherosklerose-anfalligen Mausen niedrige
Dosen von VEGF. Im Gegensatz zu Kontrolltieren konnten sie nach
Behandlung mit VEGF ein signifikant erhdhtes Vorkommen von Makrophagen
im Knochenmark und peripheren Blut sowie eine bis vierzehnfach verstarkte
Plaqueentwicklung feststellen, auch der Gehalt an Makrophagen in der Plaque
war Uberproportional vermehrt. Zur Bestatigung ihrer Ergebnisse wiederholten
sie den Versuch an cholesteringefutterten Kaninchen und erhielten nach drei

Wochen eine vergleichbare VEGF-vermittelte Plagueprogression.

In der vorliegenden Arbeit konnte fir diese drei proinflammatorischen
Mediatoren PDGF, bFGF und VEGF der fortgeschrittenen Atherosklerose ein
signifikant reduzierender Einfluss der Betablockertherapie beobachtet werden.
Die Expression der PDGF-f-mRNA (p<0,0001), die der bFGF-mRNA
(p<0,0001) als auch der VEGF-mRNA (p=0,0019) war in Karotiden der
medikamentdés behandelten Tiere im Vergleich mit der Kontroll-Gruppe

%0 bereits

signifikant erniedrigt. Ahnliche Ergebnisse erhielten Wolf et al.
erwahntem Versuch. Sie konnten eine verringerte Expression von PDGF-B-
und PDGF-BB-mRNA in humanen koronararteriellen Endothel- und glatten
Muskelzellen nach Inkubation mit Nebivolol nachweisen, wohingegen die
Behandlung mit Metoprolol nur eine tendenzielle Verminderung zeigte. Auch
die Expression von bFGF-mRNA und dem zugehorigen Protein konnte nur
nach Inkubation mit Nebivolol, nicht mit Metoprolol signifikant gesenkt werden.
In einem anderen Zellkulturversuch mit ahnlichem Versuchsaufbau wiesen Wolf
et al.'® die Downregulation des PDGF-A-Gens durch Behandlung mit Nebivolol
nach, wiederum im Gegensatz zu Metoprolol. Dieser Vorteil von Nebivolol
gegenuber Metoprolol konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht bestatigt
werden, beide medikamentdés behandelten Gruppen unterschieden sich
signifikant von der Kontroll-Gruppe, untereinander waren sie jedoch nicht
signifikant verschieden. Fur den Einfluss von Nebivolol auf VEGF gibt es bisher

keine vergleichbaren Ergebnisse.
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Auf die reduzierte endotheliale Freisetzung des Vasokonstriktors Endothelin-1
scheint die medikamentdse Behandlung ebenfalls einen positiven Einfluss zu
haben. Die Flache von Endothelin-1 gefarbten Zellen ist in der
Metoprolol-Gruppe signifikant erniedrigt gegeniber der Kontroll-Gruppe
(p=0,0256). Mehrere Klinische Studien konnten einen Einfluss einer

.12 wiesen in

Betablockertherapie auf Endothelin-1 aufzeigen. Garlichs et a
einer Studie an menschlichen Endothelzellen aus der Umbilikalvene mit
mehreren [-Blockern, unter anderem Metoprolol, nach, dass diese einen
direkten Einfluss auf das Endothel haben und die dortige Biosynthese von
Endothelin-1 reduzieren. Xu et al.*>® beobachteten in einer klinischen Studie an
24 Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz eine deutliche Minderung der
Endothelin-1-Plasmakonzentration nach zusatzlicher Verabreichung von
Metoprolol zur Standardtherapie im Vergleich mit einer Kontroll-Gruppe. Brehm
et al.’’*® konnten in Zellkulturversuchen mit humanen koronaren glatten
Muskel- und Endothelzellen auch fur Nebivolol eine signifikante Minderung der
Endothelin-1 Sekretion, eine reduzierte Expression von
Praproendothelin-1-mRNA sowie eine Hemmung der Proliferation glatter
Muskelzellen, sogar bei gleichzeitigem Vorkommen von Wachstumsfaktoren
wie Transforming Growth Factor (TGF)-B1 oder PDGF-BB, nachweisen. Diesen
hemmenden Effekt hatten andere Betablocker wie Metoprolol nicht. In der
vorliegenden Studie konnte flr Nebivolol keine signifikante Minderung der
Endothelin-1 gefarbten Flache (0,16 mm?2) gegeniuber den anderen Gruppen
festgestellt werden, eine Tendenz zu einer niedrigeren Endothelin-1-

Freisetzung im Gegensatz zur Kontroll-Gruppe war jedoch erkennbar.

Wolf et al.}®

erklaren die Downregulation proinflammatorischer Mediatoren
durch Behandlung mit dem Betarezeptorblocker Nebivolol mit einer
maoglicherweise erniedrigten Aktivierung von NFkB. Dieser Transkriptionsfaktor
spielt eine bedeutende Rolle in der Regulation einer Reihe von Genen, die an

154 Brand et

inflammatorischen und proliferativen Zellprozessen beteiligt sind.
al.’® konnten Ende der 1990er Jahre erstmals mittels Immunfluoreszenz und
immunhistochemischen Methoden das Vorhandensein von aktiviertem NFkB in

menschlichem atherosklerotischen Gewebe nachweisen. Eine Aktivitat von
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NFkB wurde in glatten Muskelzellen, Makrophagen und endothelialen Zellen
entdeckt, selbst in frihen Plaquestadien. Die Aktivierung von NFkB selbst wird
unter anderem Uber oxidativen Stress reguliert.®® Da Nebivolol antioxidative
Eigenschaften besitzt,** ist eine Downregulation bestimmter vom Endothel oder
glatter Muskelzellen gebildeter Substanzen wie VCAM-1, MCP-1 oder PDGF
iber NFKB nicht auszuschliessen. Wolf et al.'® konnten in einem
Zellkulturversuch mit humanen koronararteriellen glatten Muskelzellen einen
signifikant verminderten basalen Gehalt an NFkB nach Behandlung mit
Nebivolol, nicht aber mit Metoprolol, beobachten. In der vorliegenden Arbeit
wurde kein Vorteil der Betablockertherapie auf die verminderte Aktivitat von
NFkB gefunden. Immunhistochemisch wurden keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen fur die NFkB-gefarbten Flachen in den Plaques der
Aortenbdgen gefunden, was eventuell an der ohnehin nur geringen Anfarbung

liegen kénnte.
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4.3 Material- und Methodenkritik

Das cholesteringefitterte Kaninchen ist zwar unter den tierexperimentellen
Modellen der Atheroskleroseforschung ein etabliertes Verfahren, dennoch
spiegelt es das komplexe Zusammenspiel umfangreicher Prozesse in der
menschlichen Atherogenese nur teilweise wider. Die Ausbildung von
atherosklerotischen Gefal3veranderungen beim Menschen dauert mehrere
Jahrzehnte. Innerhalb der kurzen Versuchszeit dieser Arbeit von nur
15 Wochen kénnen die komplizierten, chronischen Veranderungen daher nur in
Ansatzen reproduziert werden. Um komplexere, den humanen L&sionen
ahnlichere  Plaques zu erhalten, hatten statt NZW-Kaninchen
WHHL-Kaninchen, die schon im Alter von wenigen Monaten spontan dem

0

Menschen ahnlichere atherosklerotische Léasionen entwickeln,™ eingesetzt

werden mussen. Allgemein beeinflussen Dauer und Intensitat der

107112 9 ware

Cholesterindiat die morphologische Auspragung der Plaques.
daher moglich gewesen, die Versuchsdauer zu erweitern, um fortgeschrittenere
Plaguestadien zu erreichen. Eine intensivere Cholesterindiat ware aufgrund der

hohen Hepatotoxizitat'®

und der ohnehin bereits schlechten Vertraglichkeit des
Futters nicht moglich gewesen. Auch eine zuséatzliche mechanische Verletzung
der Gefale beispielsweise mittels Ballondilatation hétte zu progressiveren

Lasionen gerhrt.114

Ein weiterer Limitationsfaktor dieser Studie ist die geringe Anzahl von
Versuchstieren, zumal acht der 24 NZW-Kaninchen vorzeitig aus dem Versuch
ausschieden und von der Wertung ausgeschlossen wurden. Die damit
verbundene kleine GruppengroRe kann dazu fuhren, dass mdglicherweise

vorhandene Unterschiede nicht nachgewiesen werden kdnnen.

Um detailliertere Erkenntnisse Uber den Einfluss der Betablockertherapie auf
den Lipidmetabolismus des cholesteringefitterten Kaninchens zu gewinnen,
hatte man die Plasmalipoproteine haufiger bestimmen missen, nicht nur zu
Beginn des Hauptversuches und bei Versuchende. Auch die
Plasmakonzentration der [(-Blocker Nebivolol und Metoprolol wurde nicht

bestimmt. Die signifikant reduzierte Herzfrequenz in den regelmalRligen
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EKG-Kontrollen lasst jedoch auf eine ausreichende enterale Resorption und

eine im therapeutischen Bereich liegende Plasmakonzentration schlieRen.

Des weiteren besteht eine Diskrepanz zwischen dem fir morphometrische,
histologische und immunhistochemische Untersuchung verwendeten Material
und dem fir die RT-PCR benutzen Gefaliabschnitte. Die Expression der
verschiedenen Gene mittels RT-PCR konnte nicht wie alle anderen
Untersuchungen an Abschnitten des Aortenbogens und der Aorta thoracalis
vorgenommen werden, da diese aufgrund der Perfusionsfixierung der Aorta mit
Formalin versetzt waren. Stattdessen wurden die sofort nach Entnahme
schockgefrorenen Karotiden der Tiere verwendet. Ein morphometrischer
Nachweis der atherosklerotischen Lasionen erfolgte jedoch nur an der Aorta.
Aufgrund des morphologischen Eindruckes der Gefal3e bei Entnahme und der
allgemeinen raschen Progression der Atherosklerose im cholesteringefltterten
NZW-Kaninchen ist allerdings davon auszugehen, dass es auch in den

Karotiden zur Plaquebildung kam.

Ein Kritikpunkt an der Ermittlung der MCP-1-Konzentration im Serum mittles
ELISA ist die Verwendung eines primar fir humane Proben konzipierten
Assays. Nach Angaben des Herstellers eignet sich dieser jedoch auch zur

Messung des Kaninchen-MCP-1-Antigens.

Das fur die vorliegende Arbeit verwendete Studiendesign ist trotz der
Kritikpunkte ein angemessenes Tiermodell fiur die Erforschung von
pathologischen Prozessen und therapeutischen Ansatzen in der frihen
Atherosklerose. So konnten in diesem Versuch fur die Atherogenese
grundlegende inflammatorische  Prozesse und der Einfluss einer
Betablockertherapie auf die Entstehung und Beschaffenheit fruher

atherosklerotischer Plaques in vivo gut untersucht werden.
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4.4 AbschlieRende Beurteilung und Ausblick

Die Behandlung der hypercholesterindmischen NZW-Kaninchen mit den
B-Blockern Nebivolol und Metoprolol fihrte in der vorliegenden Studie zu
positiven antiatherosklerotischen Wirkungen im Gegensatz zu einer
unbehandelten Kontroll-Gruppe. Besonders die Therapie mit dem
hochselektiven [;-Rezeptorenblocker Nebivolol, der Uber die B-Blockade

10,86

hinaus NO-vermittelte vasodilatierende, antioxidative®? und

antiproliferative”’19

Eigenschaften besitzt, scheint einen ginstigen Einfluss auf
die Morbiditat und Mortalitdt der Tiere, die reduzierte Entstehung und
Zusammensetzung atherosklerotischer Plaques und die verminderte

Freisetzung proatherosklerotischer inflammatorischer Substanzen zu haben.

Beide Betablocker bewirkten gleichermal3en eine reduzierte Expression
proinflammatorischer, an der Atherogenese beteiligter Wachstumsfaktoren und
Adhéasionsmolekiile. Das Uberleben der Tiere war jedoch nur in der mit
Nebivolol behandelten Gruppe signifikant erhéht, in der alle Tiere das geplante
Versuchende erreichten. Die GrolRe der Plagues und der Gehalt an
Makrophagen im Aortenbogen waren ebenfalls in der Nebivolol-Gruppe am
geringsten. Auch die Leukozytenzahl war nur in der Nebivolol-Gruppe

signifikant vermindert.

Eine Therapie mit Nebivolol scheint daher gegeniber der Anwendung von
Metoprolol Vorteile in der Behandlung und Pravention von Atherosklerose zu
haben. Weitere Untersuchungen werden jedoch notwendig sein, um die
vorteilhafte antiatherogene Wirkung von Nebivolol gegeniber Metoprolol auch

Klinisch bestéatigen zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Herzkreislauferkrankungen wie die chronisch ischmische Herzkrankheit oder
der Myokardinfarkt zahlen weltweit zu den haufigsten Todesursachen und sind
in der deutschen Todesursachenstatistik fiihrend. Atherosklerose ist die
Hauptursache dieser Gruppe von Erkrankungen. In der medikamenttsen
Behandlung  kardiovaskularer  Erkrankungen ist der Einsatz von
Betarezeptorenblocker unerlasslich, sie senken die Morbiditdt und Mortalitat
nachweislich und haben eine antiatherogene Wirkung. Nebivolol, ein
hochselektiver [;-Rezeptorenblocker der dritten Generation, besitzt dartber
hinaus NO-vermittelte vasodilatierende, antioxidative, antiproliferative und
antiinflammatorische Eigenschaften und konnte daher in der Therapie und
Pravention von Atherosklerose-bedingten Erkrankungen von Vorteil gegeniber

anderen [3-Blockern sein.

Das Ziel der vorliegenden Studie war, den Einfluss der beiden B-Blocker
Nebivolol und Metoprolol auf Entstehung und Zusammensetzung
atherosklerotischer Plaques sowie auf beteiligte inflammatorische Prozesse am
cholesteringefitterten, atherosklerotischen Kaninchen in-vivo zu untersuchen.
Dazu wurden 24 NZW-Kaninchen in drei Gruppen (Kontroll-, Nebivolol-,
Metoprolol-Gruppe) unterteilt. Wahrend der 15-wéchigen Versuchsphase wurde
den Tieren nach einer zweiwochigen Vorfutterungsphase mit Standardfutter
Uber acht bzw. funf Wochen eine Diat mit 1 % bzw. 0,5 % Cholesteringehalt
verabreicht. Die Kaninchen der medikamentds behandelten Gruppen erhielten
zudem von Beginn an die [(-Blocker Nebivolol bzw. Metoprolol. In
zweiwochigem Abstand wurde mittels EKG die Herzfrequenz der Tiere
gemessen. Eine signifikant verminderte Frequenz bei den Tieren der Nebivolol-
und der Metoprolol-Gruppe lie3 auf eine ausreichende Dosierung der
Medikamente schlieen. Plasmalipide, Parameter des kleinen Blutbildes sowie
Leber- und Pankreaswerte wurden in regelmaRigen Abstanden kontrolliert. Die
Plasmalipide wurden zu Beginn des Hauptversuches und bei Versuchende
ermittelt. Bei Versuchende wurden den Tieren die Karotiden und die Aorta

sowie Organe entnommen. Die entstandenen Plagues des Aortenbogens und
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der Aorta thoracalis wurden auf Grof3e und ihren Gehalt an Makrophagen,
Kalzium, Lipiden, glatte Muskelzellen, Kollagene und Endothelin-1
morphologisch, histologisch und immunhistochemisch untersucht. Begleitend
dazu wurde an den schockgefrorenen Karotiden der Kaninchen mittels real-
time-RT-PCR und ELISA die mRNA-Expression bzw. Konzentration der an der
Atherogenese beteiligten inflammatorischen Adhasionsmolekile (VCAM-1),
Wachstums- (MCP-1, PDGF-B, bFGF, VEGF) und des Transkriptionsfaktors
NFkB sowie verschiedene Kollagene (Typ | und Typ VIII) bestimmt.

Alle Tiere reagierten gegen Ende des Versuches mit einer zunehmenden
Leberschadigung auf die Cholesterindiat. Ikterische Veranderungen an den
Skleren und am Fell der Tiere, ein erh6htes Lebergewicht sowie ein starker
Anstieg der Leber- und Pankreasparameter waren deutliche Hinweise auf die
Hepatotoxizitat des Futters. Zudem fuhrte die Cholesterindiat bei allen Tieren
innerhalb weniger Wochen zur Entwicklung einer Hypercholesterinamie und
Hyperlipoproteindmie, einer normozytaren, hyperchromen Anamie und einer
Leukozytose. Bei der Leukozytenzahl hatte die Behandlung mit Nebivolol einen
signifikant vermindernden Einfluss im Vergleich mit der Kontroll-Gruppe. Auf
alle anderen Blutparameter, die Organgewichte sowie das Korpergewicht, die
Futter- und Cholesterinaufnahme hatte die medikamentdse Behandlung keinen
wesentlich glnstigeren bzw. keinen signifikanten Einfluss. Acht der 24 Tiere
mussten wegen zunehmender Verschlechterung ihres Allgemeinzustandes
vorzeitig aus dem Versuch genommen und von der weiteren Auswertung
ausgeschlossen werden. Das Uberleben der Tiere war in der mit Nebivolol
behandelten Gruppe, in der alle Tiere das geplante Versuchende erreichten,

gegenuber der Kontroll-Gruppe signifikant hoher.

Auch auf die Entwicklung atherosklerotischer Plaques hatte die Behandlung mit
Nebivolol protektive Auswirkungen. Die Plagquegrof3e im Aortenbogen war in der
Nebivolol-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe signifikant vermindert. Auch
der Gehalt an Makrophagen in den Plaques der Aortenbdgen war in der
Nebivolol-Gruppe im Vergleich mit den beiden anderen Gruppen signifikant

reduziert. Auf andere Plaguebestandteile wie Kalzium, glatte Muskelzellen oder
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Kollagen Typ | hatte weder Nebivolol noch Metoprolol einen signifikanten
Einfluss. KollagenTyp IlIl war in beiden medikamentds behandelten Gruppen im
Vergleich mit der Kontroll-Gruppe signifikant erniedrigt, das mittels RT-PCR

gemessene Kollagen Typ | nur in der Nebivolol-Gruppe.

Eine mogliche Erklarung fur die reduzierte Plaqueentwicklung und den
erniedrigten Makrophagengehalt der Plagues in der Nebivolol-Gruppe konnte
die verminderte Expression der verschiedenen proatherosklerotischen
inflammatorischen Mediatoren sein, die in den Karotiden der Kaninchen
gemessen wurden. Sowohl die Expression der VCAM-1-, als auch PDGF-[3-,
bFGF- und VEGF-mRNA waren in den Betablockergruppen gegenuber der
Kontroll-Gruppe signifikant reduziert. Eine verminderte Aktivitdit des
Transkriptionsfaktor NFkB als mogliche Ursache der Downregulation dieser
Gene konnte jedoch nicht bestatigt werden. Fir die MCP-1-mRNA konnte keine
erniedrigte Expression gefunden werden, ebenso wenig fur die MCP-1-

Serumkonzentration.

Metoprolol reduzierte das Vorkommens von Endothelin-1 in den Plaques des
Aortenbogens signifikant gegenuber der Kontroll-Gruppe. In den ubrigen
Parametern konnte fir Metoprolol auRer bei der Erythrozytenzahl und dem
MCH jedoch keine Vorteile gegenuber der Behandlung mit Nebivolol gefunden

werden.

Die Behandlung mit Nebivolol zeigte eine vorteilhafte Reduktion
inflammatorischer Prozesse und im Vergleich mit Metoprolol eine verminderte
atherosklerotische = GefalRverdnderungen im  Kaninchenmodell.  Diese
Eigenschaften lassen eine Anwendung von Nebivolol in der Behandlung
kardiovaskularer Erkrankungen, denen eine Atherosklerose zugrunde liegt,
sinnvoll erscheinen. Es werden jedoch weitere Untersuchungen notwendig sein,
um die antiatherogenen Vorteile von Nebivolol gegeniber Metoprolol Kklinisch

bestétigen zu kénnen.
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7 Anhang
Tab. 14: Klinisch-chemische Parameter bei Versuchsbeginn: Vergleich
zwischen den Gruppen ,Nicht-Uberlebende®(n=8) und

,Uberlebende*(n=16) mit jeweiligem p-Wert

Mittelwert + SEM p-Wert

Cholesterin im Plasma (mg/dl)

Nicht-Uberlebende 69,1 +6,1
. 0,4555
Uberlebende 63,9 + 3,7
Triglyzeride (mg/dl)
Nicht-Uberlebende 108,5+ 11,4
. 0,2859
Uberlebende 96,3+5,5
Leukozyten (1/ul)
Nicht-Uberlebende 6198 + 402
. 0,9414
Uberlebende 6247 + 338
Erythrozyten (Mio/ul)
Nicht-Uberlebende 57+0,2
. 0,2456
Uberlebende 54+0,1
Hamatokrit (%)
Nicht-Uberlebende 40,5+0,8
. 0,0130
Uberlebende 37,6 +£0,5
Hamoglobin (g/dl)
Nicht-Uberlebende 12,1+0,3
. 0,0265
Uberlebende 11,3+0,1
MCH (pg)
Nicht-Uberlebende 215+0,5
. 0,3815
Uberlebende 21.1+0,2
MCHC (g/dI)
Nicht-Uberlebende 30,0+0,2
0,5756

Uberlebende 30,2+0,2
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Tab. 14: Fortsetzung

Mittelwert + SEM p-Wert
MCV (fl)
Nicht-Uberlebende 718+14
. 0,2291
Uberlebende 69,8 +0,6
Thrombozyten (1/nl)
Nicht-Uberlebende 371+31
. 0,5512
Uberlebende 338 + 29
GOT (U/l)
Nicht-Uberlebende 26,1 +1,1
. 0,0476
Uberlebende 30,1+12
GPT (U/)
Nicht-Uberlebende 36,8+3,0
. 0,6902
Uberlebende 38,3+2,2
y-GT (U/l)
Nicht-Uberlebende 1,9+0,4
. 0,6823
Uberlebende 21+04
Lipase (U/l)
Nicht-Uberlebende 76,9+55
. 0,1691
Uberlebende 85,8+3,4
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Tab. 15: Area under the curve (AUC)-Werte aller Uber den Zeitraum der
Versuchsdauer erhobenen Parameter mit jeweiligem Mittelwert + SEM

und p-Wert
Kontroll- Nebivolol- Metoprolol-
Gruppe Gruppe Gruppe p-Wert
(n=3) (n=8) (n=5)

Herzfrequenz 4687 + 19 3558+ 62 3755 + 88 0,000 *+**
(1/min*Wochen)
Cholesterin 22282 + 1364 24028 +2088 17070 +2248  0,1005
(mg/dI*Wochen)
Triglyzeride 2517 +506 1686 +229 1664 + 403 0.2073
(mg/di*Wochen)
Erythrozyten 685+25 732+11 783+17 0,0066**
(Mio/ul*Wochen) e e o ’
Hamatokrit
oWochen) 453 + 4 465 + 6 493 + 14 0,0499
HDb 162 +5 165 + 3 170 £5 0,4864
(g/dI*Wochen) - - - !
MCV
(f#Wochen) 977 + 60 943 + 20 048 + 11 0,6935
MCH 358 + 8 341 +5 328 +4 0,0206**
(pg*Wochen)
MCHC
(@@ Wochen) 551 + 25 534 + 4 519 + 4 0,1174
Leukozyten 238705 169774 188739 0.0322*
(1/ul*Wochen) + 38539 + 6679 + 13171 '
Thrombozyten ;5554378 7049 +419 5905 + 570 0,1883
(1/nI*Wochen)
Gesamt-
Bilirubin 20,1+7,8 15,7 +1,8 11,0£25 0,0800

(mg/dI*Wochen)
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Tab. 15: Fortsetzung

Kontroll- Nebivolol- Metoprolol-
Gruppe Gruppe Gruppe p-Wert
(n=3) (n=8) (n=5)

GOT
(UlWochen) 610 +112 466 + 26 583 £+ 81 0,2471
GPT 1025 +109 774 +103 923 + 142 0,4032
(U/*Wochen) - - - !
y-GT 895 + 101 781+180 1791 +843 0,7763
(U/*Wochen) - - - !
Lipase
(UlMWochen) 4821 + 250 2887 + 337 3166 + 394 0,0182*

* signifikanter Unterschied zwischen der Nebivolol- und der Kontroll-Gruppe

** signifikanter Unterschied zwischen der Metoprolol- und der Kontroll-Gruppe

***% gignifikanter Unterschied zwischen der Kontroll-Gruppe und den
medikamentds behandelten Gruppen
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Tab. 16: Vom Zuchter (Charles River, Kil3leg) angegebene Referenzwerte als
Mittelwert £ Standardabweichung fur in der Arbeit verwendete
Blutparameter; Werte wurden ermittelt an 15 Wochen alten,
mannlichen Weil3en Neuseelandkaninchen

Parameter Einheit Normalwert
Leukozyten 1/ul 6340 + 1520
Erythrozyten Mio/ul 6,92 +£0,5
Hamatokrit % 43 +3
Hamoglobin g/dl 14,7 +£0,8
MCH pg 21,3+0,8
MCHC g/dl 34,0+0,7
MCV fl 62,7+0,3
Thrombozyten 1000/ul 419 + 87,5
Bilirubin gesamt mg/dl 0,05 +0,02
GOT (ASAT) U/l 15,9+5,3
GPT (ALAT) U/l 25,0 £10,3
y-GT ul/l nicht angegeben
Lipase ul/l nicht angegeben
Gesamtcholesterin mg/dl 65,35 + 28,62
Triglyzeride mg/dl nicht angegeben
HDL-Cholesterin mg/dl nicht angegeben
VLDL-Cholesterin mg/dl nicht angegeben

LDL-Cholesterin mg/dl nicht angegeben
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