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1 Einleitung

Die Mehrzahl aller in den westlichen Industrienationen auftretenden Todesfélle sind die Folge
atherosklerotischer Gefallverdanderungen, welche Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie koronare
Herzkrankheit (KHK), Schlaganfall und periphere Gefdlerkrankungen (BRAUNWALD
1997) verursachen. Stérungen einer intakten Endothelfunktion kommt eine zentrale Rolle in
der Entstehung der Atherosklerose zu (ROSS 1999). Rauchen gilt als bedeutender
vermeidbarer Risikofaktor fiir atherosklerotische Prozesse und ist mal3geblicher Verursacher
eines vorzeitigen Todes (JOHN und HANKE 2001, RUFF et al. 2000). Zahlreiche Studien
beschiftigten sich bereits mit der Klarung der Mechanismen, die dem erhohten Risiko von
Rauchern fiir kardiovaskuldre Erkrankungen zugrunde liegen. Unter anderem konnte eine
Erklarung fir die schiadigende Wirkung des Rauchens auf die Gefd3e in einer verminderten
Regeneration des Endothels sein. An der Endothelregeneration sind neben ortsstindigen
ausdifferenzierten Endothelzellen auch aus dem Knochenmark stammende endotheliale
Progenitorzellen (EPC) beteiligt (ASAHARA et al. 1997, TAKAHASHI et al. 1999,
URBICH und DIMMELER 2004). Ferner konnten neuere Forschungsergebnisse zeigen, dass
Storungen der Stickstoffmonoxid-Produktion im Initialprozess der Atherosklerose eine grof3e

Rolle einnehmen.

1.1 Pravalenz, Morbiditat und Mortalitit des Rauchens

Nach Angaben des Mikrozensus im Jahr 2009 sind etwa 26% der {liber 15-Jéhrigen in der
Bundesrepublik Deutschland Raucher. Darunter bildet die ménnliche Bevolkerung mit 31%
die Mehrheit gegeniiber der weiblichen Bevolkerung mit 21% (Statistisches Bundesamt
2011). Der Anteil der Ménner ist seit 1995 (36%) stetig gesunken, wihrend der bei Frauen
iiber die betrachteten Jahre konstant geblieben ist. Insgesamt bezeichnen sich 22% als
regelmafige Raucher. Nach Definition der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind 16% bei

einem tiglichen Zigarettenkonsum von iiber 20 Zigaretten als starke Raucher einzustufen.

Rauchen verursacht eine Vielfalt von Erkrankungen, insbesondere Lungenerkrankungen,
Malignome und kardiovaskuldre Erkrankungen. In ihren Empfehlungen zu Erndhrung und
Lebenstil publiziert die American Heart Association im Jahr 2000, dass die ungiinstigen
Effekte des Zigarettenrauchens in aktiver aber auch in passiver Form auf das kardiovaskulare

System zweifelsfrei erwiesen sind (KRAUSS et al. 2000). Das Inhalieren von Tabakrauch ist
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fiir 21-47% der Herz-Kreislauf-Erkrankungen urséchlich verantwortlich (PARROTT et al.
1998). YUSUF et al. konnten eine starke Korrelation zwischen der Anzahl der konsumierten
Zigaretten pro Tag und dem Herzinfarktrisiko nachweisen. So hat ein Raucher, der tiglich 20
Zigaretten raucht, ein 3,8-mal hoheres Infarktrisiko als ein Nichtraucher, wihrend bei einem
Konsum von mehr als 40 Zigaretten pro Tag bereits ein 9,2-mal hoheres Risiko besteht
(YUSUF et al. 2004). Weltweit sterben nach WHO-Schétzungen derzeit jahrlich ca. 6
Millionen Menschen an den Folgen des Tabakkonsums (WHO 2013). Ab dem Jahr 2020 wird
mit einer Mortalitdt von iiber 10 Millionen Menschen pro Jahr gerechnet (PETO et al. 1996).
In Deutschland ist Rauchen die hiufigste Einzelursache fiir Krankheit und vorzeitigen Tod
(JOHN und HANKE 2001, RUFF et al. 2000). DOLL et al. konnten in einer Langzeitstudie
darlegen, dass iiber die Halfte aller regelmiBigen Raucher an den Folgen des Rauchens
frithzeitig verstirbt und die Lebenserwartung von Rauchern um 10 Jahre reduziert ist (DOLL
et al. 2004, RAUPACH et al. 2006). Die Okonomischen Folgebelastungen fiir das
Gesundheitswesen sind enorm, diese werden auf 21 Milliarden Euro geschitzt (NEUBAUER
et al. 20006).

1.2 Tabakentwohnung

Die WHO hat bereits im Jahr 2008 in ihrem Bericht bestitigt, dass die globale Tabakepidemie
eine der grofiten Bedrohungen fiir das 6ffentliche Gesundheitswesen darstellt und zum Tod
von einer Milliarde Menschen im Laufe des 21. Jahrhunderts fiihren konnte (WHO 2008). Zur
Bekdmpfung wird in dem Bericht das MPOWER-Programm empfohlen, ein Paket aus 6
erprobten Schliisselstrategien gegen den Tabakkonsum: 1) Uberwachung von Tabakkonsum
und PriventionsmaBnahmen; 2) Nichtraucherschutz; 3) Angebote zur Tabakentwohnung;
4) Aufklarung und Warnung; 5) Verbote fiir Tabakwerbung und 6) Anhebung der
Tabaksteuer. Durch Umsetzung dieses Paketes konnen Millionen von Menschenleben gerettet
werden. Die Bilanz im Jahr 2013: ca. 2,3 Milliarden Menschen, fast ein Drittel der
Weltbevolkerung, wurden mittlerweile von den MaBnahmen zur Tabakkontrolle erreicht
(WHO 2013). Ferner konnte bereits gezeigt werden, dass das relative Risiko fiir koronare
Ereignisse durch eine Raucherentwéhnung nach 3 Jahren auf das eines Nichtrauchers sinkt

(REA et al. 2002).

Es existieren zahlreiche Strategien und Interventionen wie Selbsthilfeprogramme,
Kurzinterventionen, telefonische Beratung, individuelle Behandlung und Gruppenprogramme

zur Verhaltensdnderung Rauchender. Mit Hilfe von Beratung und Verhaltenstherapie der
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Aufhorwilligen konnen Handlungsmuster durchbrochen und Strategien erarbeitet
werden, um Riickfallsituationen und Entzugssymptomen entgegenzuwirken. Wird die
Raucherentwohnung pharmakologisch durch Nikotinersatzprodukte oder das seit 1999 zur
Raucherentwohnung zugelassene Antidepressivum Zyban® (Wirkstoff Bupropion) mit einem
professionellem  kognitiv-verhaltenstherapeutischem  Programm  kombiniert, kdénnen
Abstinenzraten deutlich gesteigert werden (CHENOT und KELLER 2004, FELTEN et al.
2006).

1.3 Die endotheliale Dysfunktion als Initiator der Ausbildung atherosklerotischer
Plaques

Der Begriff der endothelialen Dysfunktion wird zur Beschreibung einer Vielzahl
pathologischer Situationen verwendet, in denen Storungen essentieller Endothelfunktionen
auftreten. Schon 1980 konnten FURCHGOTT und ZAWADSKI in ihrer Arbeit mit isolierten
Blutgefdflen von Kaninchen zeigen, dass eine Relaxation des Endothels nach Inkubation mit
Acetylcholin von der Prdsenz intakter Endothelzellen abhingig ist (FURCHGOTT und
ZAWADSKI 1980). Spater wurde der vasoaktive Mediator Stickstoffmonoxid (NO) als
wichtigster Ausloser der endothelabhidngigen GefdBerweiterung identifiziert (MONCADA
und HIGGS 1993, PALMER et al. 1988). In verschiedenen Studien konnte demonstriert
werden, dass kardiovaskuldre Erkrankungen mit einer Schiddigung des Endothels als
Frithstadium der Atherosklerose assoziiert sind (KINLAY und GANZ 1997, ROSS 1999,
VERMA und ANDERSON 2002). Diese Endotheldysfunktion geht dabei den
morphologischen Verdnderungen, die fiir die klinische Manifestation verantwortlich sind,

voraus.

Das Endothel gilt als Hauptregulator der vaskuldren Homdostase. Es bestimmt die Balance
zwischen Vasodilatation und Vasokonstriktion, Inhibition und Stimulation der Proliferation
und Migration glatter Muskelzellen sowie Thrombogenese und Fibrinolyse. Die durch
Schadigung hervorgerufene endotheliale Dysfunktion fiihrt zu Kompensationsmechanismen,
die die normalen homoostatischen Eigenschaften des Endothels verandern. Es kommt zu einer
erhohten Permeabilitdt fiir Lipoproteine sowie zu einer verstirkten Expression von
Adhisionsmolekiilen fiir Leukozyten und Thrombozyten. Durch oxidiertes LDL wird die
Migration von Leukozyten in das Endothel vermittelt. Monozyten und Makrophagen
transformieren dort durch Phagozytose oxidierter Lipoproteine zu sog. Schaumzellen, es

bilden sich die sog. Fettstreifen. Das Endothel beginnt, vasoaktive Molekiile, Zytokine und
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Wachstumsfaktoren zu sezernieren, wodurch die inflammatorische Reaktion weiter
unterhalten wird. Es kommt zur Einwanderung und Proliferation glatter Muskelzellen, zur
Ausbildung einer fibrosen Kappe der Liasion und damit letztlich zu einer Verdickung der
arteriellen Wand. Die anhaltende Entziindungsreaktion fiihrt zur Einwanderung weiterer
Lymphozyten und Makrophagen in die atherosklerotische Lésion, welche ihrerseits
hydrolytische Enzyme und Zytokine sezernieren und damit fokale Nekrosen hervorrufen. Eine
Ulzeration der fibrésen Kappe infolge iliberwiegender Proteolyse fiihrt schlieBlich zur
Plaqueruptur mit nachfolgender Thrombozytenaggregation und damit zum Verschluss des

arteriellen Lumens (ROSS 1999).

In einem einmal initiierten atherosklerotischen Prozess schreiten endotheliale Schidigungen
fort und gehen in eine progressive Krankheit iiber. SCHACHINGER et al. konnten zeigen,
dass Patienten mit nachgewiesener endothelialer Dysfunktion eine signifikant erhdhte
Inzidenz kardiovaskuldrer Ereignisse aufweisen (SCHACHINGER et al. 2000). Diese
Ergebnisse konnten in weiteren Studien bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit
(SUWAIDI et al. 2000) und peripher-arterieller GefaBBkrankheit (BREVETTI et al. 2003,
GOKCE et al. 2003) reproduziert werden.

Aber auch bei asymptomatischen Kindern mit Hypercholesterindmie und jungen rauchenden
Erwachsenen wurden bereits endotheliale Funktionsstorungen nachgewiesen. Diese Resultate
implizieren, dass physiologisch relevante Modifikationen der GefdaBBwand schon in der ersten
Lebensdekade in Anwesenheit von schddigenden Stimuli einsetzen konnen (CELERMAJER
et al. 1992). Ferner konnten auch Risikofaktoren wie Alter, Hypercholesterindmie, Diabetes
mellitus und Hypertonie mit einer Endotheldysfunktion in Verbindung gebracht werden
(CELERMAIJER et al. 1994, SCHOFIELD 2002). Im Jahr 2004 belegte die INTERHEART-
Studie, dass diese und weitere Risikofaktoren mit einer erhOhten Inzidenz, einen

Myokardinfarkt zu erleiden, einhergehen (YUSUF et al. 2004).

1.4  Bereits bekannte Marker der endothelialen Dysfunktion

Die endotheliale Dysfunktion stellt somit, wie oben dargestellt, ein Frithstadium in der
Pathogenese der Atherosklerose dar. Thre friihzeitige Diagnose wire somit ein wertvoller
diagnostischer und prognostischer Marker hinsichtlich des Auftretens kardiovaskulérer
Erkrankungen (VERMA et al. 2003). Folgerichtig wurden bereits mehrere diagnostische
Methoden beschrieben.
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Das klinische Korrelat einer Endotheldysfunktion ist eine Einschrinkung der
endothelvermittelten Vasodilatation. Diese ldsst sich angiographisch nach Stimulation der
koronaren oder peripheren Zirkulation gut beurteilen. Eine gestorte Endothelfunktion
manifestiert sich angiographisch als abgeschwéchte Vasodilatation bis hin zur paradoxen
Vasokonstriktion nach Gabe vasoaktiver Substanzen (AYMONG et al. 2002, LUDMER et al.
1986). Diese invasive Untersuchungsmethode ist jedoch auf die Anwendung bei Patienten mit
fortgeschrittenen kardiovaskuldren Erkrankungen beschrankt und fiir ein wiederholtes Testen
im Rahmen von Folgeuntersuchungen ungeeignet. Eine nichtinvasive Methode besteht im
sonographischen Nachweis einer abgeschwichten flussvermittelten arteriellen Vasodilatation
nach mechanischer Kompression mittels einer Druckmanschette (CORRETTI et al. 2002).
JOHNSON et al. demonstrierten in einer grofen, prospektiven Studie, dass durch
Raucherentwohnung eine endotheliale Dysfunktion (gemessen anhand einer signifikanten
Steigerung der arteriellen Vasodilatationsfahigkeit) um 1% verbessert werden kann

(JOHNSON et al. 2010).

Ferner konnten in der Vergangenheit zahlreiche biochemische prognostische Marker fiir
kardiovaskuldre Erkrankungen identifiziert werden. Die Rolle der Lipide in der Pathogenese
der Atherosklerose ist in zahlreichen Publikationen seit den 70er Jahren dargestellt worden.
Im Rahmen von Dyslipoproteindmien besitzen vor allem hohe Werte an Gesamtcholesterin,
LDL-Cholesterin und Triglyzeriden sowie niedrige Plasmaspiegel an HDL-Cholesterin eine
atherogene Wirkung (LEVY und KANNEL 1988). Daneben reduziert insbesondere das LDL-
Cholesterin iiber eine verminderte NO-Freisetzung aus dem Endothel auch die Vasomotorik
der BlutgefiBe (SEILER et al. 1993, ZEIHER et al. 1993). Uber den Nutzen der HDL-
Cholesterin-Erhohung, insbesondere durch medikamentdse Therapien, wird aktuell sehr
kontrovers diskutiert, jedoch gelten laut Empfehlung der American Association of Clinical
Endocrinologists HDL-Spiegel >40 mg/dl als erstrebenswert. Es fanden sich aber auch
Hinweise darauf, dass eine HDL-Cholesterin-Konzentrationen >60 mg/dl als unabhédngiger

Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Erkrankungen gilt (JELLINGER et al. 2012).

Als bedeutendste Priadiktoren endothelialer Dysfunktion zeigten sich die Akutphaseproteine
Fibrinogen und hochsensitives C-reaktives Protein (hsCRP), die bereits in friithesten
atherosklerotischen Liasionen, aber auch in komplizierten Plaques nachweisbar sind
(DANESH et al. 1998, YARNELL et al. 2000). Fibrinogen ist aktiv an der Entwicklung
atherosklerotischer Plaques durch Erhohung der Plasmaviskositit und eine verstdrkte

Pléattchenaggregation beteiligt (KOENIG und ERNST 1992, LETCHER et al. 1981). Erhohte
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Fibrinogen-Spiegel korrelieren mit dem Ausmall der Atherosklerose und gelten als
Risikofaktor fiir KHK, peripher-arterielle VerschluBkrankheit (pAVK) und Apoplex (ERNST
und RESCH 1993). CRP konnte als unabhédngiger Risikofaktor fiir die Entwicklung einer
KHK und ihrer Folgen identifiziert werden, wobei initial erhohte Werte ein erhohtes Risiko
fiir kardiovaskuldre Ereignisse bedeuten (RIDKER 2003). Seit dem Nachweis von CRP in
atherosklerotischen Lésionen wird vermutet, dass CRP nicht nur einen Indikator des
ablaufenden Entziindungsprozesses in atheromatdsen Plaques darstellt, sondern diesen auch
begiinstigt und selbst fiir Vorgédnge der friihen Atherogenese verantwortlich gemacht werden
kann. Ferner spielt CRP eine Rolle in der Hemmung der NO-Produktion durch endotheliale
Zellen (VERMA et al. 2002). Zur Vorhersage kardiovaskuldrer Ereignisse wurden
hochsensitive CRP-Assays entwickelt, mit denen CRP-Konzentrationen mit adidquater
Sensitivitdt bestimmt werden konnen und nun in der klinischen Praxis Verwendung finden
(RIFAI und RIDKER 2001, ROBERTS et al. 2001). Nach den Empfehlungen der Centers for
Disease Control and Prevention und der American Heart Association erfolgt die
Risikoeinstufung nach dem hsCRP-Spiegel in niedrig (<1 mg/l), moderat (1-3 mg/l) und hoch
(>3 mg/l) fiir zukiinftige kardiovaskuldre Ereignisse (PEARSON et al. 2003).

Die Arbeit weiterer Studien konnte die prédiktiven Eigenschaften der genannten oder aber
neuer Marker der endothelialen Dysfunktion bestéitigen, so dass in der Zukunft nichtinvasive
Messmethoden fiir eine effektivere Pravention zur Verfiigung stehen konnten. Eine positive
Testung wiirde dann eine pharmakologische Behandlung bei asymptomatischen Personen mit

moderatem Risikoprofil rechtfertigen (GREENLAND et al. 2001).

1.5 Endotheliale Progenitorzellen (EPC)

Vor dem Hintergrund, dass die Entwicklung der Atherosklerose auf einer funktionellen und
morphologischen Endothelschddigung basiert, ist die Rolle endothelialer Progenitorzellen
insbesondere bei Vorliegen kardiovaskuldrer Risikofaktoren hinsichtlich Erhalt und
Wiederherstellung einer intakten Endothelzellschicht von groBer Bedeutung. EPC besitzen
auBerdem das Potential, als diagnostische und prognostischer Marker auf zelluldrer Ebene fiir
die Beurteilung der endothelialen Funktion und die Vorhersage zukiinftiger kardiovaskulérer

Ereignisse zu dienen.
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1.5.1 Charakterisierung der EPC

Das adulte Knochenmark enthilt einen Subtyp von Vorlduferzellen, welche das Potential
besitzen, sich in reife Endothelzellen zu differenzieren, weshalb diese auch als endotheliale
Progenitorzellen bezeichnet werden. Sie konnen derzeit nur aus dem peripheren Blut,

Knochenmark und Blut der Nabelvenen isoliert werden.

Beschrieben wurden zirkulierende EPC bereits Anfang der 70er Jahre im peripheren Blut
anhand morphologischer Merkmale (BOUVIER et al. 1970). Heute dienen die Antigene
CD34, AC133 und VEGFR2 (Vascular endothelial growth factor receptor-2) als typische
Oberflichenmarker der EPC. Im menschlichen Organismus wird der VEGF-Rezeptor-2 auch
als Kinase-inserted domain containing receptor (KDR) und in der Maus als Fetal liver
kinase-1 (FLK-1) bezeichnet (CINES et al. 1998, ZIEGLER et al. 1999). Die gleichzeitige
Expression der Marker CD34 und VEGFR2 kennzeichnet ihre Eigenschaft als
hdamatopoetische Stammzellen und Endothelzellen (ASAHARA et al. 1997, FINA et al. 1990,
ZIEGLER et al. 1999). Mit der Entdeckung des Oberflachenproteins AC133 (MIRAGLIA et
al. 1997, YIN et al. 1997) wurde ein Marker identifiziert, der als spezifisch fiir
hiamatopoetische Stamm- und Vorlduferzellen gilt und der Abgrenzung zu reifen
Endothelzellen dient. Zur Charakterisierung zirkulierender EPC setzten PEICHEV et al. fiir
durchflusszytometrische Untersuchungen die Dreifachkombination mit CD34, AC133 und
VEGFR2 ein und zeigten, dass der Anteil der zirkulierenden CD34" Zellen, die AC133 und
VEGFR?2 exprimieren, bei lediglich 2% liegt (PEICHEV et al. 2000). In den meisten Studien
wird die Kombination aus zwei Markern zur Quantifizierung verwendet, entweder CD34 und

VEGFR2 oder AC133 und VEGFR2.

Eine andere Methode zur Anreicherung der EPC besteht in der Kultivierung auf Fibronektin
in einem fiir Endothelzellen spezifischen Medium mit bestimmten Zusdtzen und
Wachstumsfaktoren. Die adhdrenten Zellen verlieren durch die Kulturbedingungen ihre
Progenitoreigenschaften und nehmen mehr und mehr die phénotypischen Charakteristika von
Endothelzellen, wie beispielsweise die typische spindelzellférmige Morphologie, an. Diese
Zellen zeichnen sich durch die Aufnahme von acetyliertem Low-Density-Lipoprotein
(acLDL) und die Bindung von bestimmten zuckerbindenden Oberflichenproteinen, sog.
Lectinen, aus (ASAHARA et al. 1997, KALKA et al. 2000, KAUSHAL et al. 2001, SHI et al.
1998). Weitere typische Endothelzellmarker, die in Kultur exprimiert werden, sind CD31,
VEGFR2, von Willebrand-Faktor und die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
(ASAHARA et al. 1997, GULATI et al. 2003, SHI et al. 1998).
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1.5.2 EPC und endotheliale Dysfunktion

Einen besonderen Stimulus fiir die Mobilisierung der EPC stellt die Gewebeischdmie dar. So
wurde nach belastungsinduzierter Myokardischimie (ADAMS et al. 2004) und nach akutem
Myokardinfakt (MASSA et al. 2005, SHINTANI et al. 2001) eine erhohte Anzahl von EPC
im peripheren Blut gefunden. Dariiber hinaus deuten zahlreiche Untersuchungen darauf hin,
dass infolge einer Sekretion von Zytokinen EPC aus dem Knochenmark mobilisiert und zu
Gefal3- oder Gewebeverletzungen rekrutiert werden, wo sie sich an Reparaturprozessen und
der Neovaskularisation beteiligen (ASAHARA et al. 1999, TAKAHASHI et al. 1999,
URBICH und DIMMELER 2004). KAWAMOTO et al. wiesen das regenerative Potential der
EPC im Rattenmodell nach: Nach Induktion einer Myokardischdmie und Applikation von ex
vivo expandierten humanen EPC konnte eine Inkorporation dieser Zellen im Ischdmiegebiet
sowie ihre Differenzierung in reife endotheliale Zellen beobachtet werden (KAWAMOTO et
al. 2001).

Neben der Beteiligung an der GefiBneubildung sind die EPC auch an der
Reendothelialisierung, der Wiederherstellung einer intakten Endothelzellschicht, von
verletzten GefdBlen beteiligt (ASAHARA et al. 1997, URBICH und DIMMELER 2004,
TAKAHSHI et al. 1999). Dies impliziert, dass die endotheliale Integritdt nicht nur vom
Ausmal der Verletzung, sondern auch von der endogenen Reparaturkapazitit abhéngt. Somit
konnte eine vaskuldre endotheliale Dysfunktion mit einem relativen Defizit an EPC fiir

Reparaturmechanismen einhergehen (HILL et al. 2003).

Kardiovaskuldre Risikofaktoren konnen die Verfiigbarkeit und Funktion der EPC ebenso
verdndern. Insbesondere weisen Typ-II-Diabetiker nicht nur eine verminderte Anzahl an
zirkulierenden EPC auf, sondern auch deren Funktion scheint gestort zu sein (TEPPER et al.
2002). Die Arbeitsgruppe um Lee untersuchte ein Kollektiv aus Typ-II-Diabetikern und
konnte einen Zusammenhang zwischen einer reduzierten Anzahl an EPC und der Ausbildung
atherosklerotischer Plaques in den Carotiden darstellen (MOON et al. 2012). Weitere
klinische Studien konnten nachweisen, dass die Anzahl zirkulierender EPC negativ mit dem
Vorliegen kardiovaskuldrer Risikofaktoren entsprechend der Kriterien des Framingham Risk
Factor Score korreliert (HILL et al. 2003, VASA et al. 2001b). In der Arbeit von
VALGIMIGLI et al. wiesen Patienten mit einer Herzinsuffizienz vom Grad NYHA I-1I eine
signifikant hohere Anzahl an EPC auf, interessanterweise fanden sich aber bei Patienten mit
einer Herzinsuffizienz Grad NYHA IV signifikant niedrigere Spiegel (VALGIMIGLI et al.
2004). Ein &dhnliches Bild zeigten Patienten mit pAVK, wobei im frithen Stadium Ila,
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klassifiziert nach Fontaine, deutlich hohere EPC-Level detektiert wurden als bei Patienten im
Stadium IV und in der Kontrollgruppe (MORISHITA et al. 2012). Andererseits wurde bei
Patienten mit akutem Myokardinfarkt im Vergleich zu Patienten mit stabiler KHK eine
hohere Anzahl an zirkulierenden EPC gefunden (SHINTANI et al. 2001). Es wird diskutiert,
ob die Anzahl der EPC bei Patienten mit KHK zur Prognoseneinschitzung gut geeignet ist
und somit eine klinische Relevanz als Biomarker resultieren kann. So besteht eine
signifikante, negative Korrelation zwischen dem Auftreten von kardiovaskuldren Ereignissen
und der Anzahl zirkulierender EPC im peripheren Blut (SCHMIDT-LUCKE et al. 2005,
WERNER et al. 2005).

Nicht nur pathologische Zusténde fiihren zu einer Verdnderung von Anzahl und Funktion der
EPC. So kénnen die EPC auch durch physiologische Faktoren beeinflusst werden. Bei Frauen
und im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit Ostrogenen zu einer
Erhéhung der CD34", VEGFR2" Zellen fiihrt. Dariiber hinaus konnte bei dstrogenstimulierten
weiblichen Mausen nach GefdBverletzung eine reduzierte Neointimahyperplasie
nachgewiesen werden (STREHLOW et al. 2003). In einer weiteren Studie wurde der Einfluss
korperlichen Trainings untersucht, und es zeigte sich, dass regelmifBiger Sport ebenfalls mit
einer Erhohung der EPC, einer Proliferationshemmung der Neointima und einer Stimulation
der Angiogenese assoziiert ist (LAUFS et al. 2004). Zahlreiche Arbeiten haben iiberdies den
Einfluss von HMG-CoA-Synthesehemmern (Statinen) auf die Mobilisation der EPC
untersucht und gefunden, dass die Applikation dieser Medikamente eine Erhohung der
zirkulierenden EPC erzielte (VASA et al. 2001a, WALTER et al. 2002, WERNER et al.
2002). WALTER et al. konnten ferner nach balloninduzierter Gefdllverletzung bei Statin-
behandelten Ratten eine verbesserte Reendothelialisierung assoziiert mit einer signifikant
reduzierten Proliferation der Neointima beobachten (WALTER et al. 2002). Andere
Forschungsergebnisse weisen aber auch darauf hin, dass eine ldngerfristige Behandlung mit
Statinen in einer Abnahme isolierter EPC bei Patienten mit KHK resultiert (HRISTOV et al.
2007). Auch die Applikation von Chemokinen und Zytokinen wie VEGF (KAWAMOTO et
al. 2004) oder Erythropoetin (HEESCHEN et al. 2003) kann in einer gesteigerten

Mobilisierung der EPC resultieren.
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1.6  Asymmetrisches Dimethylarginin (ADMA)

Forschungsarbeiten konnten zeigen, dass das asymmetrische Dimethylarginin ein
Mitverursacher und Biomarker der endothelialen Dysfunktion zu sein scheint (BOGER 2003,
COOKE 2000, COOKE 2004, MIYAZAKI et al. 1999). Eine erhohte ADMA-Konzentration
im Blut wird fiir einen Mangel an biologisch verfiigbarem Stickstoffmonoxid verantwortlich

gemacht.

1.6.1 Bedeutung von ADMA als Inhibitor der NO-Synthase

ADMA ist ein natiirlich vorkommendes Derivat des L-Arginins. Es entsteht bei der
posttranslationalen Modifikation von argininhaltigen Proteinen, wobei Protein-Arginin-
Methyltransferasen-1 (PRMT-1) die endstindigen Stickstoffatome der Guanidinogruppe
methylieren. Die Freisetzung von ADMA erfolgt durch Proteolyse methylierter Proteine. Eine
Reihe von Zellen einschlieBlich humaner Endothelzellen bildet und verstoffwechselt ADMA
(LEIPER et al. 1999). Im Gegensatz zu fritheren Arbeiten, die suggerierten, dass ADMA
ausschlieBlich renal eliminiert wird, weisen spitere Studien auf eine Metabolisierung durch
das Enzym Dimethylarginin-Dimethylaminohydrolase (DDAH) hin (KIMOTO et al. 1995,
LEIPER et al. 1999). Die DDAH inaktiviert ADMA durch Hydrolyse zu L-Citrullin und
Dimethylarginin und ist fiir mehr als 90% des Abbaus verantwortlich.

GroBBe Bedeutung erlangte ADMA durch die Erkenntnis, dass es als falsches Substrat
kompetitiv die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) inhibiert (VALLANCE et al. 1992b). Die
NOS bewirkt die Bildung von NO durch Oxidation von L-Arginin. Eine der wichtigsten
Funktionen des Endothels ist die Regulation des GefdBitonus, wobei die Freisetzung des
Mediators NO durch die endotheliale NOS zur Relaxation der GefaBmuskulatur fiihrt
(FURCHGOTT und ZAWADSKI 1980). Zusitzlich zur vasodilatatorischen Eigenschaft
hemmt NO in der Zirkulation die Thrombozytenaggregation (RADOMSKI et al. 1987), die
Adhision und Migration von Leukozyten (KUBES et al. 1991) und die Proliferation glatter
Muskelzellen (GARG und HASSID 1989). Des Weiteren schiitzt NO die Zellen durch
Reduktion reaktiver Sauerstoffspezies (WINK et al. 1993) und agiert als Inhibitor der LDL-
Oxidation (HOGG et al. 1993). Aufgrund dieser vasoprotektiven Eigenschaften wird NO auch
als ,,endogenes anti-atherosklerotisches Molekiil* betrachtet (COOKE und TSAO 1994).

Durch die Arbeit von LEIPER et al. konnte gezeigt werden, dass die DDAH II, eine Isoform
der DDAH, mit der endothelialen NOS ko-lokalisiert ist (LEIPER et al. 1999). Es wird
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vermutet, dass die Regulation von ADMA aktiv und zellspezifisch in den Zellen erfolgt, die
NO produzieren. Dariiber hinaus konnte eine weitere Arbeit eine direkte Inhibierung der
DDAH-AKktivitit durch endogenes und exogenes NO nachweisen (LEIPER et al. 2002). Somit
konnte dieses System bestehend aus NO, DDAH, ADMA und NOS als ein Regelkreis
betrachtet werden, der die NO-Produktion und damit gleichbedeutend die endotheliale

Funktion moduliert.

1.6.2 ADMA und endotheliale Dysfunktion

VALLANCE et al. waren 1992 die ersten, die ADMA als endogenen Inhibitor der NOS bei
Patienten mit Niereninsuffizienz identifizierten (VALLANCE et al. 1992a). In diesen
Dialysepatienten akkumulierte ADMA infolge einer reduzierten renalen Clearance. Aber
nicht nur bei niereninsuffizienten Patienten fanden sich erhohte ADMA-Spiegel, sondern auch
bei Patienten mit gesteigerter kardiovaskuldrer Morbiditdit und Mortalitit. So zeigten
MIYAZAKI et al., dass erhohte ADMA-Konzentrationen im Plasma von Probanden ohne
kardiovaskuldre Erkrankung mit den Risikofaktoren Alter, Hypertonie und Diabetes positiv
korrelieren (MIYAZAKI et al. 1999). BOGER et al. fanden erhohte ADMA-Spiegel bei
Patienten mit Hypercholesterinimie assoziiert mit einer gestorten endothelabhdngigen
Vasodilatation der Brachialarterie (BOGER et al. 1998a). Weiterhin konnte festgestellt
werden, dass die Infusion von ADMA bei gesunden Probanden zu einem signifikanten
Anstieg von Blutdruck und systemischem Widerstand fithrt (ACHAN et al. 2003,
KIELSTEIN et al. 2004). Erhohte ADMA-Spiegel korrelieren aber auch mit anderen
kardiovaskuldren Erkrankungen wie KHK (KREMPL et al. 2005), Schlaganfall (YOO und
LEE 2001), kongestiver Herzinsuffizienz (USUI et al. 1998) und pAVK (BOGER et al.
1998b). Im Tiermodell konnte nach balloninduzierter Gefaflverletzung demonstriert werden,
dass regenerierte endotheliale Zellen mehr ADMA produzieren. Weiterhin resultierte eine
signifikant erhohte Neointima-Bildung begleitet von einer reduzierten endothelvermittelten

Vasodilatation (AZUMA et al. 1995).

1.7  Endotheliale Dysfunktion als Folge des Rauchens

Zahlreiche Studien konnten bereits den schéddlichen Einfluss des Rauchens auf die
Vasomotorik demonstrieren. Es ist gut belegt, dass Rauchen zu einem Anstieg des

systolischen Blutdrucks fiihrt (MAHMUD und FEELY 2003). In-vivo-Studien an Hamstern
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zeigten eine gestorte endothelvermittelte Dilatation der peripheren Widerstandsgefif3e nach

Infusion von Nikotin (MAYHAN und KAUSHIK 1997).

Storungen dieser funktionellen Endothelmechanismen konnten insbesondere bei Rauchern
nachgewiesen werden. Mittels nichtinvasiver Messung der GefdBmotorik zeigten klinische
Studien bei Rauchern eine gestorte Dilatationsfidhigkeit (CELERMAJER et al. 1993,
HEITZER et al. 1996, NEUNTEUFL et al. 2002, ZEIHER et al. 1995).

Der endothelialen Dysfunktion kommt eine grole Bedeutung im Hinblick auf die friihe
Diagnostik und rechtzeitige Therapie zu, da sie als Vorldufer der Atherosklerose diagnostisch
fassbar, aber noch reversibel ist. Diesem Aspekt nahmen sich MORENO et al. an, die in ihrer
Arbeit demonstrierten, dass nach Rauchstopp schon innerhalb von 24 Stunden eine gestorte

Dilatation von Handvenen riickfiihrbar war (MORENO et al. 1998).

Die INTERHEART-Studie bezeichnet erhohte Blutfette und Zigarettenrauchen als die
wichtigsten Risikofaktoren, einen Myokardinfarkt zu erleiden (YUSUF et al. 2004). Neben
ihrer Bedeutung fiir die Entstehung der Atherosklerose und rheologischen Eigenschaften des
Blutes haben auch die Lipoproteine einen Einfluss auf die Vasomotorik (SEILER et al. 1993,
ZEIHER et al. 1993). Insbesondere das LDL-Cholesterin vermindert die Freisetzung von NO
aus dem Gefédflendothel. Raucher weisen im Vergleich zu Nichtrauchern signifikant hohere
Serumkonzentrationen von Gesamt-Cholesterin und LDL-Cholesterin sowie niedrigere
Konzentrationen von HDL-Cholesterin auf (CRAIG et al. 1989, MJ@S 1988). Die Abnahme
an HDL-Cholesterin fithrt konsekutiv zu einer Anderung der LDL/HDL-Ratio und bewirkt
somit wiederum ein hoheres atherogenes Profil bei Rauchern. FREEMAN et al. konnten
zeigen, dass 40% der untersuchten Raucher eine LDL/HDL-Ratio >4 aufwiesen, was in ihrer
Studie mit einem sehr hohen Risiko fiir das Auftreten eines kardiovaskuldren Ereignisses
assoziiert war (FREEMAN et al. 1993). Frithere Untersuchungen zeigten, dass ein
Rauchstopp insbesondere mit einem Anstieg des vermeintlich protektiven HDL-Cholesterins
bis hin zur Normalisierung auf das Niveau eines Nichtrauchers einhergeht (MOFFAT 1988,
STUBBE et al. 1982).

Uberdies gilt das Rauchen als starker Stimulus einer erhohten Produktion der
Akutphaseproteine Fibrinogen und CRP. Patienten mit stattfindender Akute-Phase-Reaktion
weisen eine erhohte Prdvalenz an atherosklerotischen Plaques auf. Der Zusammenhang
zwischen Inflammation und Atherosklerose ist inzwischen gut belegt (ROSS 1999). Erhohte
Konzentrationen der genannten Biomarker konnten in friiheren prospektiven Studien mit

einem erhohten Risiko fiir spétere kardiovaskulédre Ereignisse in Verbindung gebracht werden
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(DANESH et al. 1998, RIDKER 2003). So fanden sich im Blut von Rauchern héhere Werte
an CRP und Fibrinogen als bei Nichtrauchern (BAZZANO et al. 2003, ROHDE et al. 1999,
YARNELL et al. 2000, YASUE et al. 2006). Diese Daten implizieren, dass erhohte
Konzentrationen an CRP und Fibrinogen bei Rauchern mdglicherweise am

proinflammatorischen und proatherogenen Effekt des chronischen Tabakkonsums mitwirken.

1.7.1 EPC bei Rauchern

Bisher gibt es wenige Studien dariiber, welche Bedeutung das Rauchen auf die aus dem
Knochenmark stammenden EPC besitzt. In der Arbeit von VASA et al. wurde das Rauchen
als einziger unabhingiger Pridiktor einer verminderten Anzahl acLDL', Lectin® Zellen
identifiziert (VASA et al. 2001b). Den direkten Effekt des Rauchens bei Gesunden ohne
zusdtzliche Risikofaktoren und Erkrankungen iiberpriiften MICHAUD et al., wobei der
Nikotinabusus mit einer verminderten Anzahl acLDL', Lectin’ Zellen assoziiert war
(MICHAUD et al. 2006). Ferner veroffentlichten KONDO et al. als erste Arbeitsgruppe den
Einfluss einer Raucherentwohnung auf die Anzahl zirkulierender EPC. Eine Gruppe von 15
gesunden Minnern wurde beziiglich ihres Rauchverhaltens in leichte und starke
(>20 Zigaretten pro Tag) Raucher eingeteilt und mit Nichtrauchern verglichen. Das
Studienprotokoll setzte sich aus mehrzeitigen Zellmessungen iiber einen Gesamtzeitraum von
4 Wochen zusammen. Alle Probanden nahmen nach Entwohnung ihr Rauchverhalten wieder
auf, so dass nach 4 Wochen eine weitere Messung erfolgte. Da die Kultivierung der EPC von
starken Rauchern nicht gelang, erfolgten weitere Messungen mittels FACS. Hierfiir wurden
Progenitorzellen (PC) durch die Oberflichenmarker CD45, CD34, CD133 und endotheliale
Progenitorzellen (EPC) durch CD45, CD34, CD133, VEGFR2 definiert. Es konnte hier
demonstriert werden, dass Raucher im Vergleich zu Nichtrauchern eine signifikant reduzierte
Anzahl an PC (CD45"", CD34", CD133" Zellen) besitzen und diese umso geringer war, je
mehr Zigaretten geraucht wurden. Weiterhin wurde gezeigt, dass eine Raucherentwéhnung zu
einer Zunahme dieser PC auf das Niveau der Nichtraucher fiihrte. Die Wiederaufnahme der
Rauchgewohnheiten resultierte in einer erneuten Reduktion zirkulierender PC. Ein dhnliches
Verhalten wurde fiir die EPC (CD45"°", CD34", CD133", VEGFR2" Zellen) nachgewiesen,
jedoch waren die Ergebnisse statistisch nicht signifikant (KONDO et al. 2004).

Andererseits konnte das Rauchen und insbesondere das Nikotin als starker Stimulus fur die
Mobilisierung der EPC identifiziert werden. So wurde gezeigt, dass eine Nikotinexposition in

vitro zu einer EPC-Erh6hung flihren kann (WANG et al. 2004). Diesen Effekt konnten
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HEESCHEN et al. in vitro ebenfalls darlegen. Zusitzlich konnte hier im Mausmodell nach
Induktion einer Hinterlaufischimie die systemische Nikotingabe EPC-Level steigern
(HEESCHEN et al. 2006). Auch die Exposition gesunder Nichtraucher mit Passivrauch
bewirkte einen Anstieg der EPC-Konzentration (Heiss et al. 2008a).

1.7.2 ADMA bei Rauchern

In der Arbeit von MIYAZAKI et al. konnte eine positive Korrelation zwischen einem
erhohten ADMA-Spiegel und den kardiovaskuldren Risikofaktoren Alter, Hypertension und
Diabetes detektiert werden, jedoch fand sich kein Zusammenhang zum Rauchen (MIYAZAKI
et al. 1999). MAAS et al. zeigten in einer prospektiven Studie, dass das hochste Risiko fiir das
Erleiden koronarer Ereignisse bei gesunden Rauchern mit einer niedrigen ADMA-
Konzentrationen einhergeht (MAAS et al. 2007). Andere Studien konnten dagegen
nachweisen, dass ein Tabakkonsum auch einen gegenteiligen Effekt auf die ADMA-
Konzentration haben kann. Untersuchungen an Patienten mit KHK wiesen nach, dass bei
Rauchern signifikant hohere ADMA-Werte vorliegen (SCHNABEL et al. 2005, WANG et al.
2006). Die Arbeit von SOBCZAK et al. untersuchte ein relativ grofles Kollektiv aus 231
gesunden Miannern und fand, dass im Vergleich die Raucher signifikant hohere ADMA-Level
aufwiesen (SOBCZAK et al. 2014). ZHANG et al. demonstrierten diesen Zusammenhang
bereits 2006 an 12 gesunden Rauchern. Weiterhin konnte diese Arbeitsgruppe in vitro zeigen,
dass die Inkubation endothelialer Zellen mit einem Extrakt aus Zigarettenrauch (cigarette
smoke extract, CSE) zu einem Anstieg der intrazelluliren ADMA-Konzentration fiihrte

(ZHANG et al. 2006).

Die Regulation der ADMA-Konzentration im Plasma erfolgt im Wesentlichen durch zwei
Enzyme: Bildung durch die PRMT-1 und Abbau durch die DDAH. Eine Akkumulation von
ADMA konnte folglich ebenfalls durch eine gestorte Aktivitit dieser Enzyme begriindet sein.
Es konnte bisher gezeigt werden, dass zahlreiche Faktoren Einfluss auf die Expression und
Aktivitidt dieser Enzyme nehmen. In Hinsicht auf die Wirkung des Rauchens konnten
Untersuchungen bei Ratten darlegen, dass eine orale Gabe von Nikotin zu einer verminderten
Aktivitat der DDAH in endothelialen Zellen fiihrt, assoziiert mit einer Abnahme des ADMA-
Metabolismus (JIANG et al. 2006). Auch in der Arbeit von ZHANG et al. wurde infolge des
oxidativen Stresses, induziert durch Rauchextrakt, die Aktivitdt der DDAH inhibiert (ZHANG
et al. 2006). Jedoch wurden bei Versuchen mit dhnlich experimentellem Ansatz auch hier

unterschiedliche Resultate priasentiert. So demonstrierten MAAS et al. anhand von
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Zellkulturarbeiten, dass eine 48-stiindige Exposition mit Zigarettenextrakt verminderte
ADMA-Spiegel zur Folge hat. Experimentell schien dies durch eine Hochregulation der
DDAH erklédrbar zu sein (MAAS et al. 2007).

Im Kaninchenmodell wurde gezeigt, dass nach Endothelentfernung der rechten Arteria carotis
eine orale Nikotinapplikation iiber 7 Wochen in einer beschleunigten Intima-Hyperplasie
resultiert, verglichen mit der nicht operierten linken Seite. Diese akzelerierte Proliferation der
Intima war ferner mit einer gestorten NO-Produktion und einem Anstieg der ADMA-
Konzentration assoziiert (HAMASAKI et al. 1997). CHALON et al. konnten eine gestorte
Vasodilatation nach Nikotinexposition spéter bei gesunden Nichtrauchern an Handvenen
ebenfalls aufzeigen (CHALON et al. 2000). Diese Resultate implizieren eine durch Nikotin
induzierte endotheliale Dysfunktion im Zusammenhang mit erhohten ADMA-

Konzentrationen.

1.8 Zielsetzung

Im Kontext dieser Erkenntnisse sollte in der vorliegenden prospektiven Studie untersucht
werden, inwiefern sich eine systematische Raucherentw6hnung auf Risikomarker und
Pradiktoren der endothelialen Dysfunktion auswirkt. Dabei standen in den Untersuchungen

folgende Fragen im Vordergrund:

1. Kann eine Tabakentwohnung die Anzahl kultivierbarer EPC als potentielle Mediator /

Vermittler endothelialer Reparaturmechanismen steigern?

2. Kann die Serumkonzentration von ADMA als kompetitiver Inhibitor der NO-Synthase

durch eine Tabakentwohnung gesenkt werden?

3. Welche Wirkung zeigt die Tabakentwohnung auf den Lipoproteinstatus und die

kardiovaskuldren Risikomarker hoch-sensitives C-reaktives Protein und Fibrinogen?

Im Gegensatz zu frilheren Untersuchungen, die sich auf junge, gesunde Individuen
konzentrierten, wurden in diese Arbeit auch Probanden mit kardiovaskuldren Risikofaktoren
und Erkrankungen eingeschlossen. Davon ausgehend wurden Untergruppen gebildet, um die
Frage zu kldren, ob es bei Probanden mit kardiovaskuldrem Risikoprofil und solchen ohne
Risikofaktoren zu unterschiedlichen Einfliissen einer Raucherentwéhnung auf die genannten

Marker kommt.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign und Probandenkollektiv

Seit Mai 2003 ist der ,,Nichtraucherschutz* in der Universititsmedizin Gottingen geregelt und
wird konsequent umgesetzt Als zentraler Baustein wurde bereits Anfang 2002 in diesem
Konzept die Raucherentwohnungsambulanz unter der Betreuung von Diplom-Psychologen in
Zusammenarbeit mit Arzten im Herzzentrum eingerichtet. Zentraler Bestandteil des
Programms sind etablierte und evaluierte kognitive, verhaltenstherapeutische und
pharmakologische Methoden (FELTEN et al. 2006, PARROTT et al. 1998, RAW et al. 1998).
Die Gespriachsgruppen sind nach dem Kurskonzept ,,Nichtraucher in 6 Wochen*“ von
Professor Dr. med. Anil Batra und Professor Dr. med. Gerhard Buchkremer strukturiert
(BATRA und BUCHKREMER 1997). Nach einem 30-miniitigen Vorgespriach folgen im
wochentlichen Abstand 6 Sitzungen (eine Sitzung pro Woche) von jeweils 90-120 Minuten
Dauer. In einer Gruppe von maximal 14 Personen erhalten die Teilnehmer psychologische
Unterstiitzung auf medizinisch-wissenschaftlicher Basis. Ferner werden pharmakologische
Hilfen wie eine Nikotinersatztherapie und Antidepressiva erklart und empfohlen. Zwischen
der ersten und dritten Sitzung wihlt der Authorwillige selbst einen festen Termin fiir das
Einstellen des Tabakkonsums. In einer eigenen Studie der Mitarbeiter des
Raucherentwohnungsprogramms iiber einen Zeitraum von 21 Monaten konnten am Ende des
Kurses 72,0%, nach 6 Monaten 37,6% und nach 12 Monaten 27,1% der Probanden als
rauchfrei evaluiert werden. Der Zigarettenkonsum der Teilnehmer, die am Ende des
Programms nicht rauchfrei waren, konnte mehr als halbiert werden (FELTEN et al. 2006).
Zur Validierung der Selbstaussage zum Rauchverhalten dient die Messung des
Kohlenmonoxidgehaltes in der Ausatemluft. Der Teilnehmer wurde als kontinuierlicher
Nichtraucher eingestuft, wenn er seit Kursende nicht mehr als 5 Zigaretten geraucht hatte
(WEST et al. 2005) sowie einen endexspiratorischen CO-Gehalt unter 6 ppm aufwies
(MIDDLETON und MORICE 2000).

Im Rahmen der vorliegenden prospektiven Studie wurden von August 2004 bis April 2006
Teilnehmer des Raucherentwéhnungsprogramms an der Universitdtsmedizin Gottingen
untersucht. Die Ethik-Kommission der Universititsmedizin Gottingen genehmigte das
Studienprotokoll (Antragsnummer: 4/6/04). Jeder Proband wurde iiber den Ablauf der Studie

unterrichtet und sein Einverstindnis iiber die freiwillige Teilnahme eingeholt. Die Evaluation
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der Basisdaten und Blutentnahme erfolgte zu Kursbeginn, nach 5 Wochen und 6 Monate nach
Beendigung des Kurses. Als Haupteinschlusskriterium galt die erfolgreiche Teilnahme am
Raucherentwohnungskurs. Ausgeschlossen wurden somit alle Teilnehmer, die einen
Zigarettenkonsum von mehr als 5 Zigaretten tdglich oder einen CO-Gehalt von mehr als
6 ppm in der Ausatmluft aufwiesen. Zusétzlich sollte eine nach der Erstevaluation begonnene
Therapie mit HMG-CoA-Synthesehemmern (Statine) oder Cholesterin-Resorptionshemmern
zum Ausschluss fithren. Die Auswahl der Probanden erfolgte unabhidngig von Alter und
Geschlecht sowie etwaigen Begleiterkrankungen. Insgesamt wurden 115 Kursteilnehmer
eingeschlossen, nach Uberpriifung der oben genannten Auswahlkriterien waren 67 Probanden
fiir diese Studie geeignet. Dieses Kollektiv wurde nach 6 Monaten wiederholt kontaktiert, um
langfristige Verdanderungen der untersuchten Parameter zu evaluieren. Hier konnten 24

ehemalige Raucher eingeschlossen werden.

2.2 Charakteristik des Erfassungsbogens

Die Evaluation von Basisdaten, kardiovaskuldren Risikofaktoren und Begleiterkrankungen
erfolgte durch einen standardisierten Erfassungsbogen, der anonymisiert verarbeitet und
elektronisch gespeichert wurde. Zu den Basisdaten zdhlten Angaben zu Alter, Geschlecht
sowie Gewicht und GroBe. Eine detaillierte Erhebung der Rauchgewohnheiten erfolgte
anhand von Fragen {iiber Rauchbeginn, Anzahl der Zigaretten pro Tag und ob eine
Nikotinersatztherapie in Form von Kaugummis, Pflastern und Sublingualtabletten oder eine
Therapie mit dem zur Raucherentwéhnung verwendetem Antidepressivum Zyban® begonnen
wurde. Bei allen Probanden wurde nach ausfithrlicher Anamneseerhebung ein
kardiovaskuldres Risikoprofil erstellt. Probanden wurden als Hypertoniker definiert, wenn sie
eine antihypertensive Therapie oder anamnestisch eine arterielle Hypertonie angaben. Ein
Diabetes mellitus wurde als vorliegend gewertet, wenn eine Therapie mit Insulin oder oralen
Antidiabetika angegeben wurde. Eine Hyperlipoproteindmie wurde angenommen, wenn eine
solche in der Vergangenheit bereits zur Therapie mit HMG-CoA-Reduktase-Hemmern oder
Cholesterin-Resorptionshemmern gefiihrt hatte oder laborchemisch LDL-Cholesterin-Werte
>160 mg/dl vorlagen. Eine positive Familienanamnese lag vor, wenn ménnliche oder
weibliche Angehorige ersten Grades eine kardiovaskuldre Erkrankung hatten. Weiterhin

wurden bereits bestehende kardiovaskuldre und zerbrovaskuldre Erkrankungen aufgenommen.
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2.3 Kohlenmonoxidmessung

Die Kohlenmonoxidmessung zeigt an, wie hoch der Kohlenmonoxidgehalt in der
endexspiratorischen Atemluft ist. Dieser steht eindeutig in Relation zum Rauchverhalten des
Teilnehmers und ist abhingig von der Zahl der gerauchten Zigaretten pro Zeit,

Inhalationstiefe und Inhalationsdauer (WALD et al. 1981).

Nach tiefer Inspiration und einer kurzen Atempause von 10 Sekunden erfolgte eine forcierte
maximale Exspiration in das CO-Messgerit. Fiir diese Studie wurden zwei Gerite verwendet.
Das Gerét 1 (Vitalograph, Hamburg) gibt einen exakten alveolaren CO-Wert in parts per
million (ppm) bis zu einem Hochstwert an, der direkt mit dem CO-Gehalt des Blutes
korreliert. Bei Gerit 2 (Micro Medical, Hamburg) wird die CO-Konzentration der Atemluft in
den Schritten von 0-6 ppm, 7-10 ppm, 11-20 ppm und >20 ppm angezeigt. Ein gemessener
endexspiratorischer CO-Wert von >6 ppm gilt als die Konzentration eines Rauchers

(MIDDLETON und MORICE 2000).

Die CO-Messung erfolgte stets zu Beginn der Kursstunde. Sie diente zusitzlich zur
Validierung der Selbstaussage der Teilnehmer. In dieser Studie wurden die CO-Werte zu
Beginn und nach 5 Wochen des Raucherentwéhnungsprogramms registriert. Aus technischen
Griinden konnte nach 6 Monaten keine Kohlenmonoxidmessung vorgenommen werden, so

dass als Hauptkriterium fiir das Rauchverhalten zu diesem Zeitpunkt die Selbstaussage galt.

24 Probenmaterial und Probenlagerung

Die Blutentnahme wurde im Sitzen durch Punktion einer peripheren Vene mittels
Einwegkantilen (Butterfly 21 G, Becton Dickinson, Bedford, USA) in Monovetten (Sarstedt,
Niimbrecht) durchgefiihrt. Zur Isolierung der mononukledren Zellen (MNC) wurden
Heparinat-Monovetten verwendet. Die Bestimmung von ADMA und des Lipoproteinstatus
erfolgte aus Serum-Monovetten. Citrat-Monovetten dienten zur Messung von hsCRP und

Fibrinogen, EDTA-Monovetten fiir die Bestimmung des Blutbildes.

Das Citrat-Plasma wurde direkt nach Abnahme durch 10-miniitiges Zentrifugieren (Rotat/S,
Hettich, Tuttlingen) bei 3000 U/min vom Blutkuchen getrennt und die Monovette mit einem
Phasentrenner versehen. Das Serum wurde aus Vollblut nach Eintritt der Gerinnung bei
gleichen Zentrifugeneinstellungen gewonnen. Bis zur Messung, spitestens 12 Stunden nach
Abnahme, wurden die Proben bei +5 °C gelagert. Fiir die Bestimmung der ADMA-Spiegel
wurden jeweils 800 ul Serum in Eppendorf-Tubes (Firma Eppendorf, Hamburg) tiberfiihrt.
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Unmittelbar nach Aliquotierung erfolgte das Einfrieren der so vorbehandelten Proben bei
—80 °C. Das verbleibende Serum in der Monovette wurde bis zur Messung analog zum Citrat-

Plasma behandelt.

Fiir die FACS-Analyse wurde Vollblut aus Heparinat-Monovetten verwendet, da die Proben
erst am Morgen des Folgetages verarbeitet wurden, also ebenfalls spétestens nach 12 Stunden,
und damit ein besseres Uberleben der Zellen gewihrleistet werden konnte als bei der
Konservierung in EDTA-Monovetten. Die Lagerung der Monovetten bis zur Verarbeitung
erfolgte bei Raumtemperatur (RT). Es konnte gezeigt werden, dass kein signifikanter
Unterschied zwischen der Messung am Abend und der Messung am nachsten Morgen bestand

(Daten nicht aufgefiihrt).

2.5 Bestimmung von Lipidstatus, Entziindungswerten und himatologischen

Parametern

Die Bestimmung erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Klinische Chemie der

Universitdtsmedizin Goéttingen.

Mit Hilfe von kommerziell erhéltlichen Reagenzlosungen erfolgte die enzymatische
Bestimmung von Gesamtcholesterin (Cholesterol CHOD-PAP, Roche Diagnostics,
Mannheim), Triglyzeriden (Triglyceride CHOD-PAP, Roche Diagnostics, Mannheim), HDL-
Cholesterin (HDL-C L-Typ, Wako Chemicals, Neuss) und LDL-Cholesterin (LDL-Plus,
BioChemica, Flacht) durch einen Autoanalyzers (Roche/Hitachi MODULAR P/D, Roche
Diagnostics, Mannheim). Die Messung des hsCRP wurde durch Agglutination mit
Antikorper-beschichteten Latexpartikeln (C-Reaktives Protein (Latex), Roche Diagnostics,
Mannheim) turbidimetrisch bei einer Wellenldnge von 552 nm (COBAS INTEGRA 800,
Roche Diagnostics, Mannheim) durchgefiihrt. Fiir die Fibrinogen-Bestimmung fand die
Methode nach Clauss Anwendung, wobei Citrat-Plasma mit einem Uberschuss an Thrombin
(Multifibren U, Dade Behring, Marburg) zur Gerinnung gebracht wird und die Konzentration
mit Hilfe eines Gerinnungsmessgerites (BCS-Analysegerdt, Dade Behring, Marburg)
ermittelt wird. Die Erstellung des Blutbildes mit einem Differentialblutbild erfolgte aus
frischem EDTA-Blut durch automatische Zéhlung mittels eines Blutbildautomaten (Cell-Dyn
4000, Abbott, Wiesbaden).
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2.6  Durchflusszytometrische Bestimmung der Anzahl an CD 34", VEGFR2" Zellen

2.6.1 Grundlagen

Das Prinzip der Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence-activated cell sorting) besteht in
der simultanen Messung von Streulicht- und Fluoreszenzsignalen einzelner Zellen in
Suspension. Die Zellsuspension wird iiber eine Stahlkapillare angesaugt, die auf das Zentrum
einer Messkiivette gerichtet ist. Die Probe wird von einem Hiillstrom erfasst und so stark
beschleunigt, dass sich Zellaggregate auftrennen. Dieser Vorgang der ,,hydrodynamischen
Fokussierung* gewdhrleistet, dass die Zellen hintereinander aufgereiht einen Laserstrahl
einzeln passieren. Beim Passieren kommt es zur Lichtstreuung. Das optische System
analysiert dieses Streuverhalten, und es lassen sich Gréfe und Granularitit bestimmen. Dabei
korreliert die Vorwértsstreuung entlang des einfallenden Lichtes (Forward Light Scatter,
FSC) mit der ZellgroBe, das Seitwértsstreulicht entsprechend einer Ablenkung im rechten
Winkel (Side Scatter, SSC) mit der Zellgranularitdt. Neben der Streuung wird als weiterer
Parameter die Fluoreszenz ermittelt. Die an die Antikorper gekoppelten Fluorochrome
absorbieren das Anregungslicht und emittieren Fluoreszenzlicht mit einer charakteristischen
Wellenldnge. Die Fluoreszenzintensitit ist dabei proportional zur Anzahl der markierten
Bindungsstellen. Das Fluoreszenzsignal ist umso stirker, je mehr Antikérper auf der
Zelloberflache gebunden sind. Die in dieser Arbeit verwendeten Fluorochrome sind das griin
fluoreszierende Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) sowie das rot fluoreszierende Phycoerythrin
(PE). Kanile verschiedener Emissionsspektren erlauben dann die Erfassung dieser
Fluoreszenzfarbstoffe. Uber einen Detektor werden alle Signale empfangen und iiber einen

Analog/Digital-Wandler digitalisiert.

2.6.2 Durchfithrung

Die FACS erfolgte in Zusammenarbeit mit der Klinik fiir Himatologie und Medizinische

Onkologie der Universititsmedizin Gottingen.

In jedes Rohrchen wurden 100 pl heparinisiertes Blut pipettiert und mit je 10 ul FITC-
konjugiertem anti-humanen CD34-Antikérper (BD Biosciences, San Jose, USA) und PE-
konjugiertem anti-humanen VEGF Rezeptor-2 Antikérper (VEGFR2, R&D Systems,
Minneapolis, USA) sowie der gleichen Konzentration einer konjugierten Isotypenkontrolle

IgG1/FITC (BD Biosciences, San Jose, USA) und IgG1/RPE (DAKO Cytomation) fiir 15 min
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lichtgeschiitzt bei RT inkubiert. Unmittelbar danach erfolgte durch Zugabe von 1,5 ml Lyse-
Reagenz fiir 10 min die Lyse der Erythrozyten. Nach Abzentrifugieren der Proben bei
1500 U/min fiir 7 min folgten zwei Waschschritte mit 2 ml CellWash bei gleichen
Zentrifugeneinstellungen. Zum Schluss wurde das Zellsediment resuspendiert und mit 0,5 ml

0,5% Paraformaldehyd (PFA, GeReSo, Einbeck) fixiert.

Darauf folgend wurden die Proben im Durchflusszytometer Epics XL (Beckman Coulter,
Miami, USA) mit der System II Software V 3.0 analysiert. Die Unterscheidung der Zellen
erfolgt nach ihren Eigenschaften im FSC und SSC sowie nach ihren fluoreszierenden
Merkmalen. In einer unbehandelten Probe wurde zunéchst die Eigenfluoreszenz gepriift und
mit der Isotypenkontrolle unspezifische Bindungen ausgeschlossen. Um die
charakteristischen Zellpopulationen darzustellen, wurden im FSC und SSC Bereiche (gates)
eingegrenzt, in denen die Zellen im Fluoreszenzlicht untersucht werden konnten. Die
Auswertung erfolgte als Zweiparameter-Darstellung (dot plof), aufgeschliisselt nach den

beiden Fluoreszenzfarbstoffen.

2.7  Isolierung und Kultivierung der humanen EPC

2.7.1 Durchfithrung

Die Isolierung der MNC erfolgte jeweils im Anschluss an den Raucherentwohnungskurs oder
nach sechsmonatiger Evaluierung direkt bzw. spétestens 12 Stunden nach der Blutentnahme.

Alle Schritte wurden unter sterilen Bedingungen und bei RT durchgefiihrt.

Unter einer Reinraumwerkbank (CAIRE 5, Clean Air, Hilden) wurden 9 ml heparinisiertes
Vollblut mit 9 ml Phosphatpuffer (PBS, GIBCO, Karlsruhe) verdiinnt. Zur Separation der
MNC von den iibrigen Blutbestandteilen wurde eine Dichtegradientenzentrifugation
durchgefiihrt. Dazu wurde das Gemisch auf 18 ml Dichtegradlosung (Histopaque-1077,
Sigma, Taufkirchen) in einem Zentrifugenrohrchen (Sarstedt, Niimbrecht) geschichtet und
anschlieend 30 min lang mit 1800 U/min ohne Bremsfunktion zentrifugiert (Megafuge 2.0
R, Heraeus Instruments, Hanau). Dabei erfolgte die Trennung in die verschiedenen
Blutbestandteile: Erythrozyten und Granulozyten aggregierten mit der Polysaccharose des
Histopaque und sedimentierten rasch, Lymphozyten und andere MNC zeichneten sich als
weiBliche Zellschicht (sog. buffy coat) ab. Dieser wurde dann mit einer Pasteur-Pipette (WU,

Mainz) vorsichtig abgenommen und in einem Zentrifugenrohrchen in 10 ml
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Endothelzellmedium (Endothelial Cell Growth Medium MV Kit, PromoCell, Heidelberg)
versetzt mit 20% fetalem Rinderserum (FCS, Gibco, Karlsruhe), Penicillin (100 U/ml) sowie
Streptomycin (100 pg/ml) resuspendiert und anschliefend fiir 10 min bei 1600 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und verworfen. Das entstandene Zellpellet wurde
mit 10 ml Kulturmedium behutsam gemischt und bei 900 U/min fiir weitere 10 min
zentrifugiert. Nach diesem Schritt erfolgte nach Absaugen des Uberstandes die erneute
Resuspension des Zellpellets in 3 ml Zellkulturmedium. Aus dem Zentrifugenréhrchen
wurden 100 pl Suspension entnommen und in einem Eppendorf-Tube mit 200 pl
Kulturmedium verdiinnt. Nach griindlichem Durchmischen wurde dann per automatischer
Zéhlung durch einen Blutbildautomaten (Cell-Dyn 4000, Abbott, Wiesbaden) die
Leukozytenzahl bestimmt sowie ein Differentialblutbild der Suspension erstellt. Anhand der
Leukozytenanzahl konnte der Verdinnungsfaktor berechnet werden, mit dem die

Zellkonzentration fiir die anschlieende Kultivierung eingestellt wurde.

2.7.2 Zellkultivierung

Die isolierten MNC in Suspension wurden in einer definierten Konzentration von
2%10° Zellen in 500 pl Zellkulturmedium auf 24-Well-Fibronektin-beschichteten
Kulturschalen (Becton Dickinson, Bedford, USA) ausgesit. Pro Studienteilnehmer wurden
4 Wells (Plattenvertiefungen) befiillt. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank (CO;-
Inkubator, Sanyo, Osaka, Japan) bei 37 °C und einem Kohlendioxidanteil von 5% fiir 7 Tage
(vgl. Abb. 1). Nach 4 Tagen wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt, um nicht-adhirente
Zellen zu entfernen. Dabei wurde das Medium vorsichtig abgesaugt, die Vertiefungen mit

1 ml PBS gewaschen und dann erneut mit 500 ul Zellkulturmedium befiillt.
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Abbildung 1: EPC nach 7-tigiger Kultivierung ohne Farbung

2.7.3 Bestimmung von acLDL", Lectin® Zellen

Unter der Reinraumwerkbank wurde bei RT das Medium in den Wells vorsichtig abgesaugt
und acLDL, gekoppelt an das Fluorochrom 1,1’Dioctadecyltetramethyl-Indocarbocyanine
Perchlorate (Dil) (MoBiTec, Goéttingen), in einer 1:400 Verdiinnung in Kulturmedium mit
400 pl/Well appliziert. AnschlieBend wurden die Zellen im Brutschrank fiir 60 min inkubiert.
Danach erfolgte ein zweimaliger Waschschritt mit 1 ml PBS. Um die Zellen zu fixieren,
wurde 1 ml 2% PFA auf die Vertiefungen pipettiert und fiir 10 min bei RT lichtgeschiitzt
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurde zur Markierung der Zellkerne 4’,6-Diamidino-
2-Phenylindol (DAPI, Sigma, Taufkirchen) eingesetzt, welches 1:60 in PBS, verdiinnt mit
300 ul/Well zugegeben wurde. Nach einer Inkubationszeit von 10 min bei RT im Dunkeln
folgten zwei Waschschritte. Anschliefend wurde auf die Zellen mit Fluoreszinisothiocynat
(FITC) konjugiertes Lectin (UEA 1, Sigma, Taufkirchen), 1:100 in PBS verdiinnt, mit
300 pl/Well aufgetragen. Nach 60-miniitiger Inkubation bei RT im Dunkeln wurden die
Vertiefungen mit 1 ml PBS gewaschen und dann mit 500 pl PBS aufgefiillt, um bei der
anschlieBenden mikroskopischen Auswertung eine Austrocknung zu verhindern. Die

Auswertung der Zellen wurde mit dem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200, Carl Zeiss,
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Jena) bei einer 400-fachen VergroBerung durchgefiihrt. Durch Betrachtung mittels eines

Filters der entsprechenden Wellenldnge kann man die fluoreszierenden Komplexe erkennen.

Die Bilddokumentation erfolgte mittels einer digitalen Kamera (Axio Cam MRm, Carl Zeiss
Jena) und dem daran angeschlossenem Bildbearbeitungssystem (Axio Vision 3.1, Carl Zeiss

Jena). Folgende Lichtexpositionszeiten wurden fiir die Aufnahmen gewahlt (vgl. Abb. 2-4):
* DAPI 600 ms
* FITC 4000 ms
* Cy3 2000ms

Fiir jeden Probanden wurden insgesamt 12 Fotos angefertigt, wobei hier reprisentative
Bereiche (in 100-facher Vergroferung) mit einer hohen Zellkonzentration, gewahlt wurden.

Aus den Ergebnissen wurde ein Mittelwert der acLDL", Lectin” Zellen gebildet.

Abbildung 2: DAPI-Kernfiarbung
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Abbildung 3: Fiarbung mit FITC-konjugiertem Lectin

Abbildung 4: Firbung mit Dil-konjugiertem acLDL
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2.8 Bestimmung von ADMA im Serum

2.8.1 Grundlagen

Die Messung der ADMA-Konzentrationen erfolgte aus den direkt nach Blutentnahme
aliquotierten und dann bei —-80 °C eingefrorenen Serumproben nach einmaligem Auftauen.
Zur quantitativen Bestimmung von ADMA wurde ein kommerziell erhéltlicher kompetitiver
Enzymimmunoassay (ADMA-ELISA Kit, DLD Diagnostica, Hamburg) angewandt (Schulze
et al. 2004). Dieser ELISA zeichnet sich durch seine hohe Spezifitit aus, so dass
Kreuzreaktivititen zu Arginin, Monomethylarginin (NMMA) und symmetrischem

Dimethylarginin (SDMA) laut Hersteller als vernachléssigbar zu betrachten sind.

Zunichst erfolgt eine Acylierung des ADMA in der zu untersuchenden Probe, ehe diese auf
die ebenfalls mit ADMA beschichtete Mikrotiterplatte gegeben wird. Dann wird ein
Antiserum mit hochspezifisch gegen ADMA gerichteten Antikérpern zugesetzt, so dass das
nachzuweisende ADMA aus Patientenserum mit dem an die Festphase gekoppelten ADMA
um eine definierte Anzahl von Antikérper-Bindungsstellen konkurrieren. Wenn sich das
System im Gleichgewicht befindet, wird der nicht an die Mikrotiterplatte gebundene Antigen-
Antikorper-Komplex durch Waschen entfernt und durch Applizieren eines an eine Peroxidase
(POD) gekoppelten Enzymkonjugats, spezifisch gegen den anti-ADMA-Antikorper, der an
die Platte gebundene Komplex nachgewiesen. Die Peroxidase setzt einen hinzugefiigten
Farbstoff, hier Tetramethylbenzidin (TMB), um, so dass iiber den Umsatz der gebundene
Komplex nachgewiesen werden kann. Durch Hinzufiigen von Schwefelsdure wird die
TMB/POD-Reaktion gestoppt, es folgt ein Farbumschlag von blau zu gelb, und {iiber ein
Photometer kann die Absorption gemessen werden. Die Konzentration des an die Festphase
gebundenen Antigen-Antikorper-Komplexes und somit die Farbintensitidt ist folglich

umgekehrt proportional zur Konzentration des Antigens in der Serumprobe.

2.8.2 Durchfithrung

Im ersten Schritt erfolgte die Probenvorbereitung (Acylierung). Zunédchst wurden jeweils
20 pl von insgesamt 6 Standardreagenzien in definierten Konzentrationen auf die
Reaktionsplatte appliziert. Mit den Werten der Standards liel sich spiter eine Eichkurve
ermitteln, anhand derer die Konzentrationen der Kontrollen und der Patientenproben

abgelesen werden konnten. In die weiteren Wells wurden zwei Kontrollreagenzien und
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jeweils 20 pl Probandenprobe pipettiert. Danach wurden 25 pl Acylierungspuffer und 25 pl
Ausgleichsreagenz hinzugegeben und vorsichtig fiir 10 sec gemischt. Im Weiteren wurden
25 ul Acylierungsreagenz pipettiert und die Platte fiir 30 min auf einem Horizontalschiittler
(Stuart SSL4, Barloworld, Staffordshire, UK) bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl

Ausgleichsreagenz erfolgte erneut eine 45-miniitige Inkubation auf dem Schiittler.

Die vorbehandelten Proben wurden dann im zweiten Schritt in einem kompetitiven ELISA
eingesetzt. Daflir wurden 50 pl der vorbereiteten Proben in die Vertiefungen der
Mikrotiterstreifen appliziert und mit 50 pl Antiserum versetzt. Nach kurzem Mischen auf dem
Schiittler wurde die Platte mit Folie abgedeckt und {iber Nacht fiir 15-20 Stunden bei 5 °C
inkubiert. Anschliefend erfolgten 4 Waschschritte mit 250 ul Waschpuffer, um freie Antigen-
Antikorper-Komplexe zu entfernen. Nach dem Waschen wurden 100 pul Enzymkonjugat in
jede Vertiefung gegeben, nach 60-miniitiger Inkubation bei RT wurden die Mikrotiterstreifen
viermal gewaschen. Danach wurden 100 ul TMB-Losung in die Wells pipettiert, bei RT unter
Schiitteln fiir 30 min inkubiert und die Reaktion durch Hinzugeben von 100 pl Schwefelsaure
in gleicher Reihenfolge und gleichem Zeitakt wie die Substrat-Inkubation gestoppt. Nach dem
Stoppen wurden die Streifen bei einer Messwellenlinge von 450 nm und einer
Referenzwellenldinge von 610 nm im Mikrotiterplattenphotometer (KC4, Bio-Tek
instruments, Vermont, USA) gemessen. Fiir die Auswertung (Kineticalc Version 2.6, Bio-Tek
instruments, Vermont, USA) wurden die optische Dichte der Standards (linear) gegen die
entsprechenden Konzentrationen der Standards (logarithmisch) aufgetragen, und die

Eichkurve zur Konzentrationsbestimmung gebildet.

2.9  Statistik

Die Analyse der Daten und deren grafische Darstellung erfolgte mit dem Statistikprogramm
GraphPad Prism Version 4.0 (GraphPad Software, San Diego, USA). Zur Priifung auf
Normalverteilung wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test verwendet. Die Analyse abhéngiger
Stichproben erfolgte durch den gepaarten t-Test oder den Wilcoxon-Rangsummentest. Fiir
unabhingige Stichproben wurde der ungepaarte t-Test oder der Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Subgruppenanalysen erfolgten mittels der Varianzanalyse (ANOVA) oder des
Kruskal-Wallis-Tests. Bei Normalverteilung wurden die Ergebnisse als Mittelwert mit
Standardabweichung dargestellt, kontinuierliche Variablen ohne Normalverteilung wurden als
Median mit den entsprechenden 25. und 75. Perzentilen angegeben. Statistische Signifikanz

wurde bei p<0,05 angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Studienkollektivs

Initial wurden 115 Teilnehmer des Tabakentwohnungsprogrammes zu Beginn ihres Kurses im
Rahmen der vorliegenden Studie wuntersucht. Nach Beendigung des flinfwdchigen
Tabakentwohnungskurses konnten 79 Teilnehmer reevaluiert werden, von denen 67 die
Einschlusskriterien erfiillten und letztlich in die Studie aufgenommen wurden. Griinde dafiir,
dass Probanden nicht wieder evaluiert werden konnten, waren der Abbruch des
Entwohnungskurses bzw. die fehlende Anwesenheit am letzten Kurstermin. Tabelle 1
zeigt die basisdemographischen Charakteristika dieser 67 Patienten. Die Mehrheit der
Probanden waren Frauen (62,7%). Es fand sich ein mittlerer Body-Mass Index (BMI) von
24,7+3,9 kg/mz. Das Durchschnittsalter lag bei 46,9 + 11,0 Jahren.

Im Mittel wurde das Rauchen mit 17,1 + 5,0 Jahren begonnen und eine geschétzte Rauchdosis
von 30,3 + 15,7 Packungsjahren konsumiert. Der tdgliche Tabakkonsum betrug vor
Entwohnung 19,9 + 7,3 Zigaretten. Nach Beendigung des Kurses war eine hoch signifikante
Reduktion auf 0 = 0,1 Zigaretten pro Tag zu verzeichnen (p<0,0001), wobei 66 Teilnehmer
(98,5%) komplett rauchfrei waren. Ein Teilnehmer gab an, noch eine Zigarette am Tag zu
rauchen; dieser Proband konnte bei einem CO-Gehalt von 1 ppm in die Studie eingeschlossen
werden. Bei Kursende gaben 45 Studienteilnehmer (67,2%) eine Therapie mit
Nikotinersatzprodukten an. Das die Entwohnung unterstiitzende Antidepressivum Zyban®
wurde von 5 Probanden (7,5%) eingenommen. Die oben im Text genannten Daten und

weitere Informationen sind in der nachfolgenden Tabelle 1 zusammengefasst.

Nach 6 Monaten wurden alle bereits eingeschlossenen Teilnehmer telefonisch kontaktiert, von
denen 24 ehemalige Raucher sich nochmals freiwillig vorstellten. In diesem Kollektiv hatten
9 wieder mit dem Rauchen begonnen. Die komplett rauchfreien 15 Probanden, 6 Frauen und 9
Minner, mit einem mittleren Alter von 51,7 £ 12,5 Jahren, wurden erncut evaluiert. Eine
unterstiitzende Nikotinersatztherapie wurde von 8 Teilnehmern angegeben, die diese im
Mittel {iber eine Dauer von 65,6 + 51,2 Tagen nutzten. Das Entwohnungsmittel Zyban®
wurde von 2 Probanden (12,5%) eingenommen, wobei die mittlere Einnahmezeit nicht erfasst
wurde. Statistisch hoch signifikant war eine Erhohung des BMI von 24,7 + 4,1 kg/m* auf
25,7 + 4,6 kg/m* (p=0,0009). Zum Erfassungszeitpunkt lag keine Anderung hinsichtlich neuer

kardiovaskuldrer Erkrankungen oder deren Therapie bei vorbestehender Disposition vor.
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Tabelle 1: Probandencharakteristika

Geschlecht, n weiblich / n mdnnlich 42/25
Alter, in Jahren 469 = 11,0
BMI, kg/m’ 247 +39
Zigaretten pro Tag, n 19,9 =73
Alter zu Beginn des Tabakkonsums, in Jahren 17,1 £5,0
Packungsjahre, in Jahren 30,3 £ 15,7
CO-Konzentration in der Ausatemluft, ppm 18,1 10,6
Nikotinersatztherapie, n (%) 45 (67,2)
Einnahme von Zyban®, n (%) 5(7.5)
Zusitzliche kardiovaskulire Risikofaktoren, n (%) 34 (50,7)

* Arterieller Hypertonus, n (%) 15 (22,4)

* Diabetes mellitus, n (%) 3 (4,5)

* Hypercholesterinimie, n (%) 26 (38,8)
Vorbestehende kardiovaskuldre Erkrankungen, n (%) 7(10,4)

* Koronare Herzkrankheit, n (%) 4 (6,0)

* Schlaganfall, n (%) 4 (6,0)

* Peripher-arterielle Verschlusskrankheit, n (%) 5(7,5)
Medikation, n (%) 15 (22.4)

*  Aspirin, n (%) 5(7,5)

* Statine, n (%) 5(7,5)

* ACE Hemmer / AT1 Blocker, n (%) 6 (9,0)

* Betablocker, n (%) 10 (14,9)

Angaben fiir kontinuierliche Variablen (z.B. Alter, Zigaretten pro Tag) als Mittelwerte = SD, fiir

kategorische Variablen (z.B. Geschlecht, Risikofaktoren) als Anzahl n sowie prozentualer

Anteil.
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Hinsichtlich zusétzlicher kardiovaskuldrer Risikofaktoren gaben 15 Personen (22,4%) einen
arteriellen Hypertonus an, bei 3 Personen (4,5%) lag ein Diabetes mellitus und bei 26 (38,8%)
eine Hypercholesterinimie vor. Diese Risikofaktoren traten auch kombiniert auf. Von den
Probanden mit kardiovaskuldrem Risikoprofil litten 4 (5,6%) an einer KHK mit
pektangindsen Beschwerden oder hatten bereits einen Myokardinfarkt erlitten. Weiterhin
wurde bei 5 Teilnehmern (7,5%) eine pAVK diagnostiziert, und 4 Studienteilnehmer (6,0%)
hatten bereits einen zerebralen Insult oder eine transitorische ischdmische Attacke
durchgemacht. FEine kardiovaskuldre Medikation wurde von 15 Probanden (22,4%)

regelmifig eingenommen.

Die Probanden wurden in Subgruppen unterteilt und somit untersucht, ob Unterschiede
beziiglich des Geschlechts, der tiglichen Rauchdosis, einer Einnahme von Nikotinersatz-
produkten sowie weiterer kardiovaskuldren Risikofaktoren oder Erkrankungen auBler dem
Rauchen bestehen. Aufgrund der geringen Zahl an erfassten Teilnehmern nach 6 Monaten
erfolgte die Gruppeneinteilung lediglich fiir den Vergleich vor Nikotinentwéhnung und 5
Wochen nach Beendigung des Programms. Die vorliegende Arbeit richtete den Fokus dabei
auf den Vergleich von ,,gesunden Rauchern® und ,,Rauchern mit weiteren kardiovaskuléren
Risikofaktoren oder Erkrankungen®. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 2
zusammengefasst. Keine statistischen Unterschiede gab es in diesen Subgruppen beziiglich
der Geschlechterverteilung sowie dem aktuellem Rauchverhalten und der damit verbundenen
CO-Konzentration in der Ausatemluft. Allerdings zeigte sich in der ,,Risikogruppe® ein
hoheres mittleres Alter (p=0,0003) und ein erhohter BMI (p=0.0066) sowie ein stirkeres
Rauchverhalten gemessen in Packungsjahren (p=0,027). Des Weiteren nutzten die Probanden

in dieser Gruppe haufiger Nikotinersatzprodukte (p=0,03) als die ,,gesunden Probanden®.
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Tabelle 2: Epidemiologischer Gruppenvergleich
Probanden mit
kardiovaskuliren
Gesunde Probanden
Risikofaktoren oder D
(n=33)
Erkrankungen
(n=34)
Geschlecht, weiblich /
24/9 18/16 0,097

mdnnlich
Alter, Jahre 42,2 +10,3 51,6 £9,7 0,0003
BMI, kg/m’ 23325 26,0 + 4,6 0,007
Zigaretten pro Tag, n 20,4 = 8,8 19,5 5,7 0,61
Alter zu Beginn des

17,4 £ 6,3 16,8 £ 3,3 0,63
Tabakkonsums, Jahre
Packungsjahre, Jahre 27,1 = 18,7 33,3+11,6 0,027
CO Konzentration in der

19,3 = 10,3 16,7+ 10,9 0,43
Ausatemluft, ppm
Nikotinersatztherapie, n (%) 18 (54.5) 27 (79,4) 0,03

Angaben fiir kontinuierliche Variablen (z.B. Alter, Zigaretten pro Tag) als Mittelwerte = SD, fiir

kategorische Variablen (z.B. Geschlecht, Risikofaktoren) als Anzahl ,n° sowie prozentualer

Anteil. Statistisch signifikante Unterschiede wurden ,,fett” markiert.
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Tabelle 3: Klinische Charakteristika der Probanden aus den vorliegenden Analysen
- = =
dlﬁ > + o [5)
EE | 235 | = E = 5
=) = 0 = 2 = @) = Y
s = @) =3 a =] 7] =
I R ON < 2 = S
> 5 =
Anzahl, n 67 61 59 66 56 58
Geschlecht, % Frauen 62,7 63,9 61,0 62,1 60,7 65,5 >0,99
Alter, Jahre 46,9+11,0 | 45,3+10,3 | 46,5+11,1 | 47,0+11,1 | 46,8+11,6 | 46,0+10,3 | 0,98
BMI, kg/m’ 24,7£3,9 | 24,8+4,0 | 24,8+4,1 | 24,7+4,0 | 24,6+4,2 | 24,7+3.8 0,99
Zigaretten pro Tag, n 19,9£7.3 | 19,8+7,5 | 19,7£7,4 | 20,0+7,3 | 20,2+7,7 | 20,0+7,4 0,99
Alter zu Beginn des
16.8+4.4 | 16.6x54 | 17.0£4.9 | 15.8+2.8 | 16.2+3.5 | 15.3%1.6 0,99
Tabakkonsums, Jahre
Packungsjahre, Jahre 30,3+15,7 | 31,0+15,6 | 29,7+15,6 | 30,4=15,8 | 30,6+16,3 | 29,6+153 [ 0,99
CO Konzentration in
18,1£10,6 | 17,9+9,7 | 18,2+10,8 | 18,4+10,4 | 18,9+10,9 | 17,7+10,9 [ 0,99
der Ausatemluft, ppm
Nikotinersatztherapie, % 67,2 67,2 69,5 68,2 67,9 69,0 0,99
Weitere kardiovaskulire
Risikofaktoren und 50,7 49,2 47,5 51,5 48,2 46,6 0,99
Erkrankungen, %
Kardiovaskulire
22,4 21,3 23,7 22,7 25,0 22,4 0,99

Medikation, %

Angaben fiir kontinuierliche Variablen (z.B. Alter, Zigaretten pro Tag) als Mittelwerte = SD, fiir

kategorische Variablen (z.B. Geschlecht, Risikofaktoren) als Anzahl ,n‘ bzw. prozentualer

Anteil.
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Nicht jede Analyse war bei allen 67 Probanden durchfiihrbar. Deshalb wurden die Probanden
fiir die Versuche randomisiert und ohne vorherige Selektion aufgeteilt. Die Tabelle 3 zeigt die
klinischen Charakteristika der Probanden fiir die jeweils durchgefiihrten Untersuchungen im
Vergleich zu denen des Gesamtkollektives. Es konnte gezeigt werden, dass keine

signifikanten Unterschiede in den Subgruppen im Vergleich zum Gesamtkollektiv bestanden.

3.2  Kohlenmonoxidmessung

Die Messung der CO-Konzentration in der Ausatemluft diente der zusdtzlichen Validierung

der Aussagen zum Rauchverhalten.

Abbildung 5: Validierung des Rauchverhaltens durch exspriratorische CO-Messung
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Die Abbildung 5 zeigt die prozentuale Verteilung der Probanden in 4 Gruppen (0-6 ppm,
7-10 ppm, 11-20 ppm und mehr als 20 ppm) zu Beginn des Programms. Nach fiinfwochiger

Nikotinabstinenz wurden nur Teilnehmer mit CO-Werten bis zu 6 ppm eingeschlossen.

Bei 51 Teilnehmern konnten exakte CO-Werte mit Hilfe des Vitalograph gemessen werden.
Hier war im direkten Vergleich eine statistisch hoch signifikante Reduktion des
Kohlenmonoxidgehaltes von anfangs 18,1 + 10,6 ppm auf 0,3 + 0,9 ppm nach fliinfwochiger
Nikotinkarenz in der Ausatemluft zu detektieren (p<0,0001). Zu Beginn des Kurses
korrelierte die Zigarettenanzahl positiv. mit dem endexspiratorischen CO-Gehalt

(n=51; R?=0,1; p=0,02) (vgl. Abb. 6).

Abbildung 6: Messung des exakten exspiratorischen CO-Gehalts
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33 Auswirkungen einer Tabakentwohnung auf die Anzahl kultivierbarer acLDL",

Lectin® Zellen

3.3.1 Untersuchung des Gesamtkollektivs

Die mittlere Anzahl acLDL", Lectin” Zellen der 67 Studienteilnehmer betrug zu Beginn des
Raucherentwohnungsprogramms 214,2 + 142,6 acLDL', Lectin" Zellen, wihrend nach
5 Wochen nur noch 126,6 + 110,3 acLDL", Lectin” Zellen gefunden wurden. Diese Reduktion
war statistisch hoch signifikant (p<0,0001). Bei Betrachtung der nach 6 Monaten
eingeschlossenen 15 Probanden wurde eine mittlere Zellzahl von 100,9 + 71,8 acLDL",

Lectin® Zellen und somit keine weitere statistisch signifikante Anderung detektiert (p=0,43)

(vgl. Abb.7).

Abbildung 7: Anzahl acLDL", Lectin® Zellen im Gesamtkollektiv
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3.3.2 Subgruppenvergleiche

Einfluss einer Nikotinersatztherapie

Um zu kldren, ob eine Nikotinersatztherapie Auswirkungen auf die Anzahl der acLDL",
Lectin’ Zellen hat, wurden zwei Subgruppen gebildet. Sowohl in der ,,Gruppe der Probanden
ohne Nikotinersatztherapie* (n=22; 231,0 = 170,3 vs. 157,0 = 105,0 Zellen; p=0,033) als auch
in der ,,Gruppe der Probanden mit Nikotinersatztherapie® (n=45; 206,0 = 128,2 vs. 111,7 £
110,8 Zellen; p<0,0001) konnte eine signifikante Reduktion der acLDL", Lectin” Zellen nach
flinfwochiger Entwohnung beobachtet werden. Beim Vergleich beider Subgruppen zeigten

sich keine Unterschiede (Ausgangswert p=0,58; 5 Wochen p=0,085) (vgl. Abb. 8).

Abbildung 8: Vergleich der Probanden ohne und mit Nikotinersatztherapie
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Einfluss der konsumierten Tabakdosis

Eine weitere FEinteilung erfolgte anhand der tédglichen Rauchdosis in ,leichte®
(<20 Zigaretten pro Tag, n=27) und ,,starke* Raucher (>20 Zigaretten pro Tag, n=40). Nach 5
Wochen konnte eine signifikante Reduktion an acLDL", Lectin® Zellen in beiden Gruppen
detektiert werden (,leichte® Raucher: 221,4 + 147,7 vs. 94,7 = 103,6 Zellen; p=0,0005;
,starke® Raucher: 216,0 = 140,9 vs. 1482 =+ 110,6 Zellen; p=0,0028). Im
Subgruppenvergleich der Ausgangswerte gab es statistisch keinen Unterschied (p=0,81),
wihrend zum Kursende ehemalige ,,starke* Raucher signifikant mehr acLDL", Lectin” Zellen

aufwiesen (p=0,017) (vgl. Abb. 9).

Abbildung 9: Vergleich ,leichte* und ,,starke*“ Raucher
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Einfluss des Geschlechtes

Um geschlechtsspezfische Einfliisse einer Tabakentwohnung auf die Zahl kultivierbarer
acLDL", Lectin” Zellen zu priifen, wurden Frauen und Ménnern miteinander verglichen. Nach
Rauchstopp konnten sowohl bei Frauen (n=43; 224,5 £ 141,9 vs. 132,9 + 111,2 Zellen;
p<0,0001) als auch bei den Méannern (n=25; 196,7 + 145,0 vs. 116,0 = 110,0 Zellen; p=0,028)
deutlich weniger acLDL", Lectin” Zellen kultiviert werden. Beide Gruppen unterschieden sich

weder vor Entwohnung (p=0,31) noch nach 5 Wochen (p=0,65) signifikant voneinander (vgl.

Abb. 10).
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Einfluss des zusétzlichen Vorhandenseins eines kardiovaskulidren Risikos

Da ungefdhr die Hailfte der Studienteilnehmer neben Rauchen noch weitere kardiovaskulire
Risikofaktoren sowie Erkrankungen angab, erfolgte eine weitere Einteilung in ,,gesunde
Probanden® und ,,Probanden mit kardiovaskuldren Risikofaktoren oder Erkrankung“. In der
Gruppe der gesunden Studienteilnehmer (n=33) wurde vor Entwohnung eine mittlere Anzahl
von 229,8 + 144,1 acLDL", Lectin" Zellen verzeichnet. Die Entwhnung resultierte in einer
signifikanten Reduktion dieser Zellen im Mittel auf 157,1 + 105,8 acLDL", Lectin” Zellen
(p=0,01) gefunden. Ein dhnlich deutliches Ergebnis war auch in der Gruppe der ,,Probanden

mit kardiovaskuldren Risikofaktoren oder Erkrankungen* zu vermerken.

Abbildung 11: Vergleich der Probanden ohne und mit Risikoprofil
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Ausgehend von einer mittleren Zellzahl von 199,0 = 141,6 acLDL", Lectin” Zellen zu Beginn
des Kurses konnten nach Nikotinentwohnung signifikant weniger Zellen kultiviert werden
(97,0 £ 107,8 Zellen; p=0,0002). Zu Kursbeginn unterschieden sich beide Gruppen nicht
(p=0,34). Dagegen zeigten die Probanden mit Risikoprofil nach 5 Wochen deutlich weniger
acLDL", Lectin” Zellen als die ,,gesunden Probanden* (p=0,02) (vgl. Abb. 11).

3.4  Auswirkungen einer Tabakentwohnung auf die mittels Durchflusszytometrie im

peripheren Blut detektierbare Anzahl an CD 34", VEGFR2" Zellen

3.4.1 Untersuchung des Gesamtkollektivs

Zu Beginn des Raucherentwohnungsprogramms lag der prozentuale Mittelwert der
CD34", VEGFR2" Zellen bei 0,18 + 0,17%. Nach Rauchstopp konnte keine signifikante
Anderung der Zellzahl detektiert werden (n=61; 0,18 + 0,19%; p=0,83) (vgl. Abb. 12).

Abbildung 12: Anzahl zirkulierender CD 34", VEGFR2" Zellen im Gesamtkollektiv
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3.4.2 Subgruppenvergleiche

In den Subgruppenanalysen beziiglich Frauen und Méanner sowie der Rauchdosis konnten
keine Unterschiede in der Anzahl der CD34", VEGFR2" Zellen detektiert werden (Daten
nicht aufgefiihrt).

Einfluss einer Nikotinersatztherapie

Der Vergleich der Probanden ohne und mit Nikotinersatztherapie zeigte, dass nach
Entwohnung signifikant mehr Zellen wihrend der Einnahme von Nikotinersatzprodukten
vorhanden waren (ohne Nikotinersatz 0,15 + 0,18% vs. mit Nikotinersatz 0,29 £+ 0,17%;

p=0,014) (vgl. Abb.13).

Abbildung 13: Vergleich der Probanden ohne und mit Nikotinersatztherapie
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Einfluss des zusétzlichen Vorhandenseins eines kardiovaskulidren Risikos

Die Subgruppenanalyse hinsichtlich des Risikoprofils zeigte in der Anzahl der
CD34", VEGFR2" Zellen weder in der Gruppe der ,gesunden Probanden“ (n=29;
Ausgangswert 0,19 + 0,17% vs. 5 Wochen 0,14 + 0,13%; p=0,20) noch in der Gruppe der
»Probanden mit kardiovaskuldren Risikofaktoren oder Erkrankungen® (n=32; Ausgangswert
0,17 £ 0,16% vs. 5 Wochen 0,21 £+ 0,22%; p=0,47) signifikante Unterschiede. Weiterhin
unterschieden sich die gemessenen Zellzahlen in beiden Gruppen weder zu Beginn der

Raucherentwohnung (p=0,58) noch am Ende des Kurses (p=0,39) (vgl. Abb. 14).

Abbildung 14: Vergleich der Probanden ohne und mit Risikoprofil
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3.5 Auswirkungen einer Tabakentwohnung auf die ADMA-Serumkonzentration

3.5.1 Untersuchung des Gesamtkollektivs

Vor Nikotinentwohnung zeigten die Studienteilnehmer eine mediane ADMA-Konzentration
im Serum von 0,66 [0,61; 0,75] umol/l (n=59) (Abb. 11). Nach 5 Wochen konnte eine
signifikante Reduktion der medianen ADMA-Konzentrationen auf 0,66 [0,56; 0,76] umol/l
(n=59; p=0,040 nach Testung mittels Wilcoxon-Rangsummentest fiir gepaarte Stichproben)
nachgewiesen werden. Die Analyse der evaluierten Studienteilnehmer nach 6 Monaten wies
keinen signifikanten Unterschied zum Ausgangswert auf, hier lag die ADMA-
Serumkonzentration bei 0,85 [0,60; 1,08] umol/l (n=9; p=0,31) (vgl. Abb. 15).

Abbildung 15: Serumkonzentration von ADMA im Gesamtkollektiv
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3.5.2 Subgruppenvergleiche

Auf weitere Subgruppenanalysen wurde verzichtet, da die ADMA-Konzentrationen im

Gesamtkollektiv bereits nur schwach signifikante Unterschiede zeigten.

3.6  Auswirkungen einer Tabakentwohnung auf weitere Biomarker eines erhohten

kardiovaskuliren Risikos

Tabelle 4 zeigt die Konzentrationen von Biomarkern eines erhéhten kardiovaskuldren Risikos
im Gesamtkollektiv zu den Zeitpunkten ,,Kursbeginn®, ,,Kursende* sowie ,,6 Monate spater.
Beziiglich des Lipidstatus konnte nach 5 Wochen gezeigt werden, dass insbesondere das
LDL-Cholesterin signifikant durch Rauchabstinenz abfiel (p=0,002). Die Konzentration des
HDL-Cholesterins war statistisch nicht signifikant verdndert, bei der Betrachtung des
LDL/HDL-Quotienten konnte aber nach Raucherentwéhnung, zumindest nach 5 Wochen, ein
signifikanter Anstieg verzeichnet werden (p<0,006). Wihrend die Konzentration des
Akutphaseproteins Fibrinogen im Plasma sowohl bei Kursende (p=0,008) als auch nach
wiederholter Evaluation nach 6 Monaten (p=0,195) deutlich unter denen der Ausgangswerte

lag, konnte solch ein Konzentrationsabfall fiir hsCRP nicht nachgewiesen werden.

Es konnte beobachtet werden, dass die Konzentrationen der Risikomarker fiir die
Atherosklerose insbesondere in der Gruppe der ,Probanden mit kardiovaskuldren
Risikofaktoren oder Erkrankungen®“ hoher lagen verglichen mit denen der ,,gesunden
Probanden* (vgl. Tabelle 5). Alle Ergebnisse waren, mit Ausnahme der HDL-Konzentration,
nach Nikotinstopp statistisch signifikant veréndert, letztere spiegelte sich jedoch in einem
signifikant hoheren Quotienten aus LDL- und HDL-Cholesterin in der Risikogruppe in beiden

Beobachtungszeitraumen wider.



Ergebnisse

50
Tabelle 4: Laborparameter im Gesamtkollektiv
Ausgangswert Nach 5 Wochen D1 Nach 6 Monaten D2
0,65 1,0
Cholesterin, mg/d! [185; 243] [176; 244] [180; 242]
LDL-Cholesterin, 140 125 118
<0,003 0,41
mg/dl [109:165] [104; 151] [103;159]
HDL-Cholesterin, 57 58 49
0,98 0,31
mg/dl [49; 66] [49; 67] [42; 66]
2,3 2,3 2,7
LDL/HDL-Ratio <0,006 0,23
[1,9;2,9] [1,7; 3,0] [1,9; 3,4]
Fibrinogen, 343 322 264
0,008 0,020
mg/l (290 bis 408) (253 bis 420) (248 bis 322)
hsCRP, 1,36 1,32 1,23
0,41 0,21
mg/l [0,91; 3,88] [0,79; 3,21] [0,67; 2,20]

Py, Vergleich zwischen Ausgangswert und Zeitpunkt 5 Wochen; p,, Vergleich zwischen

Ausgangswert und Zeitpunkt 6 Monate; Werte angegeben als Median, in Klammern die

entsprechenden 25. und 75. Perzentilen. Statistisch signifikante Unterschiede wurden ,,fett*

markiert.
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Tabelle 5: Vergleich der Laborparameter nach kardiovaskulirem Risikoprofil
Probanden mit
Gesunde Probanden kardiovaskuliiren ’
Risikofaktoren oder
Erkrankungen
Gesamt-Cholesterin, | Ausgangswert 197 [173; 224] 235[196; 256] <0,001
mg/di 5 Wochen 185 [173; 209] 239 [200; 270] <0,0001
LDL-Cholesterin, Ausgangswert 121 [99; 145] 164 [121; 183] 0,0001
mg/di 5 Wochen 106 [95:130] 149 [119; 181] <0,0001
HDL-Cholesterin, Ausgangswert 61 [56; 75] 54 [43; 63] 0,01
mg/di 5 Wochen 59 [51; 73] 57 [45; 64] 0.17
LDL/HDL-Ratio Ausgangswert 2,0[1,5;2,4] 2,912,3;3,5] <0,0001
5 Wochen 1,8 [1,4; 2,3] 2,812,1;3,4] <0,0001
Fibrinogen, Ausgangswert 331 [271; 373] 368 [329; 459] 0,03
mg/l 5 Wochen 280 [249; 387] 352 [259; 449] 0,03
hsCRP, Ausgangswert 1,07 [0,55; 2,07] 2,31[1,23; 5,34] <0,002
mg/l 5 Wochen 1,09 [0,54: 2,30] 2,41 [1,04; 3,76] 0,02

Vergleich der Ausgangswerte und zum Zeitpunkt nach 5 Wochen zwischen den Subgruppen;

Werte angegeben als Median, in Klammern die entsprechenden 25. und 75. Perzentilen.

Statistisch signifikante Unterschiede wurden ,,fett” markiert.
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4 Diskussion

Rauchen stellt nach wie vor das bedeutendste einzelne Gesundheitsrisiko und die fithrende
vermeidbare Ursache friihzeitiger Sterblichkeit dar. Zahlreiche vorangegangene Studien
konnten den Tabakkonsum als Risikofaktor fiir die Ausbildung einer Atherosklerose
identifizieren und nachweisen, dass damit ein gesteigertes kardiovaskuldres Risiko verbunden
ist (EZZATI et al. 2005). Lange bevor sich Herz-Kreislauf-Erkrankungen klinisch
manifestieren, zeigen sich bereits Einschriankungen der endothelialen Funktion. Dass der
schidliche Einfluss des Rauchens in einer gestorten Vasomotorik resultiert, ist inzwischen gut
belegt (CELERMAIJER et al. 1993, HEITZER et al. 1996, MAHMUD und FEELY 2003,
NEUNTEUFL et al. 2002, ZEIHER et al. 1995). Dabei wird die beschriebene endotheliale
Dysfunktion infolge von NO-Mangel als frithes Stadium der Atherosklerose angesehen

(VERMA und ANDERSON 2002).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Priifung, inwiefern sich eine systematische
Raucherentwohnung auf Préadiktoren endothelialer Dysfunktion auswirkt. Neben den
bekannten Risikofaktoren Lipidstatus und Akutphaseproteinen Fibrinogen und hsCRP sollte
diese Arbeit zusétzlich den Einfluss von EPC und ADMA als neuere Marker untersuchen. Im
Gegensatz zu vorangegangen Studien wurden nicht nur gesunde Probanden in die Studie
eingeschlossen sondern auch solche mit kardiovaskulirem Risikoprofil, um Hinweise
beziliglich akuter und chronischer Stimuli auf die endotheliale Funktion und Integritdt
aufzuzeigen. Es galt zu iiberpriifen, ob der atherogene Effekt des Rauchens durch eine
Raucherentwohnung beeinflusst werden kann und ob diese Intervention somit ein effektiver

Weg zur Senkung des kardiovaskuldren Risikos darstellt.

Die wesentlichen Ergebnisse dieser prospektiven Arbeit konnen wie folgt zusammengefasst

werden:

1) Durch die Raucherentwdhnung war eine signifikante Abnahme von acLDL", Lectin"
Zellen zu verzeichnen. Vor allem bei Probanden mit bereits bestehendem
kardiovaskuldren Risikoprofil resultierte der Rauchstopp in einer deutlichen Senkung

der EPC-Zahlen.

2) Die Serumkonzentration von ADMA konnte durch Nikotinentwohnung gesenkt
werden, wobei eine signifikante Senkung der ADMA-Spiegel bei Probanden mit

kardiovaskuldrer Anamnese ermittelt werden konnte.
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3) Die Untersuchung der Akutphaseproteine zeigte, dass die fiinfwochige
Nikotinentwéhnung zu keiner deutlichen Anderung der hsCRP-Konzentrationen
fiihrte, jedoch konnte eine signifikante Senkung des Fibrinogens detektiert werden. In
der Analyse des Lipidstatus konnte insbesondere das LDL-Cholesterin nach

Rauchstopp deutlich reduziert werden.

4.1 Erfolg der Tabakentwohnung

Anfang 2002 wurde das Raucherentwéhnungsprogramm, das in dieser Arbeit vorgestellt wird,
im Herzzentrum der Universititsmedizin Gottingen etabliert. Inhaltlich entspricht dieses
Programm dem in Deutschland {iiblichen Ansatz zur Nikotinentwéhnung: einem
standardisierten, verhaltenstherapeutischen Vorgehen mit behavioralen und kognitiven
Aspekten unter Einbeziehung unterstiitzender pharmakologischer Methoden. In einer eigenen
Studie zeigte die Raucherentwohnungsambulanz, dass nach 12 Monaten eine

Nichtraucherquote von 27,1% erzielt werden konnte (FELTEN et al. 2006).

Der Erfolg der Raucherentwohnung wurde anhand der mittleren Anzahl gerauchter Zigaretten
gemessen. In der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikante Reduktion des
Zigarettenkonsums liber den Zeitraum des Programms und noch 6 Monate danach verzeichnet
werden. Der Validierung des Rauchverhaltens diente neben der Selbstaussage der Probanden
die Messung des exspiratorischen CO-Gehaltes. Hier konnte eine deutliche Abnahme der CO-
Konzentration in der Ausatemluft am Ende des Programms detektiert werden. Dabei zeigten
93,6% der Probanden einen CO-Gehalt im Bereich zwischen 0-6 ppm, welcher dem eines

Nichtrauchers entspricht (MIDDLETON und MORICE 2000).

Ohne Zweifel ist unabhidngig von den in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnissen der positive
Effekt einer Raucherentwohnung bewiesen und spielt eine entscheidende Rolle in der

primdren und sekunddren Privention von Herz-Kreislauf-Erkrankungen.

4.2  FEinfluss der Tabakentwohnung auf bekannte Marker endothelialer Dysfunktion

Die in der vorliegenden Arbeit aufgefiihrten Studien konnten bereits Hinweise darauf geben,
inwiefern etablierte Marker der Atherosklerose wie Lipoproteinstatus, hsCRP und Fibrinogen
mit dem Risiko und Ausmal} der Erkrankung korrelieren. Es galt zu priifen, wie sich eine
systematische Raucherentwéhnung auf das proatherogene und inflammatorische Profil der

Probanden anhand dieser Marker auswirkt.
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Die Atherosklerose wird bedeutend verstirkt durch das Vorhandensein abnormer Lipid-
und Lipoproteinkonzentrationen, in Kombination mit Zigarettenrauchen ist der
gesundheitsschiddigende Einfluss erheblich gesteigert. Verschiedene Studien haben diesen
Zusammenhang schon darstellen kénnen (CRAIG et al. 1989, MJOS 1988, YUSUF et al.
2004). Die gewonnenen Proben wurden vor und nach Rauchstopp sowie 6 Monate nach
Beendigung des Entwohnungsprogramms entnommen. Die laboranalytische Bestimmung

erfolgte mittels kommerziell erhéltlicher Reagenzlosungen.

Das wesentliche Ergebnis der Lipoproteinanalytik war die signifikante Abnahme an LDL-
Cholesterin bereits nach 5 Wochen Nikotinentwéhnung sowohl im Gesamtkollektiv als auch
in der Subgruppenanalyse beziiglich des Risikoprofils. Nach 6 Monaten konnten im
Gesamtkollektiv in allen Cholesterin-Fraktionen keine statistisch signifikanten Ergebnisse
gezeigt werden. Es muss hervorgehoben werden, dass Probanden mit kardiovaskuldren
Risikofaktoren oder Erkrankungen signifikant hohere Spiegel an LDL-Cholesterin aufwiesen.
Dem LDL-Cholesterin wird eine besonders ausgepriagte atherogene Wirkung zugeschrieben.
So konnte bereits eine lineare Beziehung zwischen der LDL-Konzentration und dem Risiko
fiir eine KHK nachgewiesen werden (YUSUF et al. 2004). Zwar fiihrte der Rauchstopp in
dieser Arbeit zu keiner signifikanten Erhohung des HDL-Cholesterins im Gesamtkollektiv,
aber im Verhéltnis fand sich eine deutliche Reduktion der LDL/HDL-Ratio. Friihere Studien
konnten eine Verbindung zwischen Rauchstopp und dem damit verbundenen Anstieg des
HDL-Cholesterins herstellen (MOFFAT 1988, STUBBE et al. 1982), wobei in diesen
Untersuchungen keine deutlichen Anderungen der anderen Cholesterinfraktionen resultierten.
Interessanterweise fand sich in dieser Studie durch die Aufteilung der Probanden nach ihrem
Risikoprofil, dass bei Probanden mit Risikoprofil dieser bereits beschriebene Anstieg an
HDL-Cholesterin reproduziert werden konnte, verbunden mit einer deutlichen Abnahme des
LDL/HDL-Quotienten. Da die Datenlage iiber die protektiven Eigenschaften des HDL-
Cholesterins als kontrovers anzusehen ist, kann die Bedeutung des HDL-Anstiegs nur
spekulativ beurteilt werden, da insbesondere Alter und kardiovaskulédres Risikoprofil dessen
Konzentration beeinflussen und demzufolge individuell betrachtet werden sollten
(JELLINGER et al. 2012). Moglicherweise lassen die vorgelegten Resultate bei Menschen
mit kardiovaskuldrer Anamnese eine positive Assoziation hinsichtlich der erfolgreichen

Sekundérpravention und der resultierenden Abnahme des atherogenen Risikoprofils erkennen.

Des Weiteren wird die Atherosklerose nach heutigem Kenntnisstand als inflammatorisches

Geschehen verstanden, in das neben dem Komplementsystem Entziindungszellen, oxidierte
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Lipidpartikel und anderen Akutphaseproteine auch das CRP und Fibrinogen involviert sind.
Frithere Untersuchungen konnten den Zusammenhang zwischen dem Zigarettenrauchen und
den konsekutiv gebildeten CRP und Fibrinogen bereits aufzeigen (FOLSOM 1995,
YANBAEVA et al. 2007). Dabei scheinen erhohte Konzentrationen dieser Marker mit dem
Auftreten kardiovaskuldrer Ereignisse assoziiert zu sein (DANESH et al. 1998, RIDKER
2003). Aufgrund der beschriebenen proatherogenen Eigenschaften von CRP und Fibrinogen,
wurde in dieser Arbeit der Einfluss des chronischen Tabakkonsums und folglich die

Auswirkung einer Raucherentwéhnung untersucht.

Fiir die Messung des CRP wurden hoch-sensitive Assays verwendet, die mittlerweile im
klinischen Alltag zur Anwendung kommen. Wéhrend des gesamten Untersuchungszeitraumes
hatte eine Raucherentwéhnung im Gesamtkollektiv keinen statistisch messbaren Einfluss auf
die hsCRP-Konzentrationen, lediglich eine nicht signifikante Abnahme konnte dargestellt
werden. Dieses Ergebnis steht im Konsens mit Daten fritherer prospektiver Studien, die
zeigen konnten, dass CRP noch 10 Jahre und ldnger nach Rauchstopp deutlich erhoht ist im
Vergleich zu Menschen, die niemals geraucht haben (FROHLICH et al. 2003, LOWE et al.
2001, WANNAMETHEE et al. 2005). Proinflammatorische Prozesse werden angeschuldigt,
eine im Sinne einer endothelialen Dysfunktion atherogene Wirkung zu besitzen, weswegen
einer Senkung der CRP-Spiegel eine hohe Bedeutung hinsichtlich des Risikos fiir zukiinftige
kardiovaskuldre Ereignisse zukommt (RIDKER 2003, VERMA et al. 2005). Insbesondere die
hier dargestellte Risikogruppe wies signifikant hohere hsCRP-Konzentrationen auf,
weswegen gerade bei diesem Kollektiv einer Nikotinentwohnung eine hohe Bedeutung
zukommen wiirde. Denn zusammenfassend blieben die medianen hsCRP-Level der
ehemaligen Raucher im Bereich von 1-3 mg/l, was nach Empfehlung der Centers for Disease
Control und der American Heart Association weiterhin mit einem moderaten

kardiovaskuldren Risiko assoziiert ist.

Bisherige Vergleichsstudien zwischen Rauchern und Nichtrauchern konnten zeigen, dass
Raucher hohere Spiegel an Fibrinogen aufweisen und diese nach Rauchstopp konstant
abfallen, jedoch mehr als 10 Jahre noch erhoéht bleiben (FOLSOM 1995, KROBOT et al.
1992). Die in dieser Studie dargestellten Messungen nach der Methode nach Clauss
untermauern diese Ergebnisse, da eine signifikante Abnahme an Fibrinogen nach bereits
5 Wochen und weiterhin nach 6 Monaten Raucherentwohnung detektiert wurde. Diese
Reversibilitit durch erfolgreiche Nikotinentwohnung konnte einer Reduktion der

prothrombotischen Tendenz und Plasmaviskositit entsprechen und somit in einem
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verminderten Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse resultieren. Im Vergleich mit der Gruppe
der ,,gesunden Probanden“ zeigten die Probanden mit Risikoprofil vor und noch nach
Entwohnung signifikant erhdhte Konzentrationen an Fibrinogen, was besonders das
kumulative Risikoprofil in dieser Gruppe verdeutlicht. Dies widerspiegelt auch hier die
Relevanz der Prdvention, da bekannt ist, dass mit Anstieg des Fibrinogen-Spiegels um
10 mg/dl die Wahrscheinlichkeit fiir ein kardiovaskuldres Ereignis respektive Tod um circa

3% steigt, unabhédngig von anderen relevanten Risiken (PALMIERI et al. 2003).

4.3 Einfluss der Raucherentwohnung auf die Anzahl zirkulierender EPC

Die verschiedenen Methoden zur Gewinnung der EPC sowie unterschiedliche Definitionen,
was als Endothelvorlduferzelle bezeichnet wird, erschweren die Vergleiche mit anderen
Arbeitsgruppen. Die Anzahl der zirkulierenden EPC im peripheren Blut wurde in der
vorliegenden Arbeit durch 2 Methoden bestimmt: Zum einen mittels durchflusszytometrischer
Analyse unter Verwendung der Antikérper CD34 und VEGFR2 und zum anderen durch
Isolierung und Kultivierung von MNC und deren Markierung mit den fiir Endothelzellen

typischen Markern acLDL und Lectin.

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass chronische Raucher eine erhohte Anzahl
acLDL", Lectin" Zellen aufweisen und diese durch einen Rauchstopp bereits nach 5 Wochen
statistisch signifikant reduziert wurde. Die Arbeitsgruppe um MICHAUD et al. untersuchte
ein Studienkollektiv aus 15 chronischen Rauchern und 11 Nichtrauchern, um die Auswirkung
des Rauchens auf die Anzahl und funktionelle Aktivitdt der EPC bei gesunden Probanden
ohne kardiovaskuldre Risikofaktoren nachzuweisen. Nach Isolierung aus dem peripheren Blut
und viertdgiger Kultivierung zeigte sich eine signifikant erniedrigte Anzahl acLDL", Lectin"
Zellen in der Gruppe der Raucher verglichen mit der Kontrollgruppe. Ebenfalls konnte eine
beeintrachtigte Proliferation und Migration der EPC bei Rauchern nachgewiesen werden. Die
Untersuchung adhésiver Eigenschaften der EPC und ihrer Fdhigkeit zur Inkorporation in
Gefalle zeigte bei Rauchern eine deutlich gestorte funktionelle Aktivitdt verglichen mit den
Nichtrauchern (MICHAUD et al. 2006). Den Einfluss einer Raucherentwohnung auf die EPC
untersuchten KONDO et al. als eine der ersten. Auch hier bestand das Kollektiv aus 15,
ebenfalls gesunden, ausschlieBlich ménnlichen Rauchern und 14 Nichtrauchern. Nach
gescheiterter Zellkultur, die damit begriindet wurde, dass isolierte CD34" Zellen von
Rauchern wesentlich kiirzer leben, wurden weitere Untersuchungen mittels FACS

durchgefiihrt. Dabei wiesen Raucher eine signifikant reduzierte Anzahl an PC (definiert als
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CD45"Y, CD34", CD133") verglichen mit denen der Nichtraucher auf, nach vierwochiger
Raucherentwohnung kam es zum Anstieg der PC auf das Niveau der Nichtraucher. Der
erneute Rauchbeginn fiihrte wieder zu einer Reduktion der PC-Anzahl. EPC wurden durch die
Hinzunahme des endothelspezifischen Markers VEGFR2 definiert, wobei dann auch KONDO
et al. keinen signifikanten Effekt mehr erfassen konnten (KONDO et al. 2004). Auch in der
vorliegenden Arbeit fiihrte ein Nikotinstopp zu keinem deutlichen Unterschied in der FACS-
Analyse des Gesamtkollektives.

Moglicherweise stehen die Ergebnisse beider Studien, die vorwiegend den Fokus auf den
Vergleich von gesunden Rauchern mit Nichtrauchern legten, nicht im Einklang mit der
vorgelegten Arbeit, da hier ein verhdltnismédBig grofles, heterogenes Studienkollektiv
untersucht wurde. Ziel war es, die Teilnehmer interindividuell vor und nach Rauchabstinenz
zu betrachten. Weiterhin wurden auch Probanden mit bestehenden weiteren kardiovaskuldren
Risikofaktoren oder Erkrankungen eingeschlossen, mitunter bestand bereits eine
medikamentdse Therapie. Da Anderungen beziiglich Erkrankungen und Medikamenten
wiéhrend des Beobachtungszeitraums zum Studienausschluss fiihrten, lassen die gefundenen
Ergebnisse einen Riickschluss darauf zu, dass Unterschiede auf die Raucherentwdhnung

zuruckzufihren sind.

Um pathologische und physiologische Effekte zu analysieren, wurden weiterhin Subgruppen
gebildet. KONDO et al. untersuchten in ihrer Arbeit nur mannliche Probanden (KONDO et al.
2004). Da bekannt ist, dass Ostrogene die Anzahl der endothelialen Progenitorzellen erhdhen
konnen (STREHLOW et al. 2003), wurde ein moglicher geschlechtsspezifischer Einfluss
untersucht, wobei in dieser Arbeit kein Unterschied in der EPC-Konzentration zwischen

Frauen und Ménnern bestand.

Auch wurde der Aspekt, dass Teilnehmer Nikotinersatzprodukte zur unterstiitzenden
Entwohnung einnahmen, betrachtet. KONDO et al. berichteten iiber erhdhte, jedoch
statistisch nicht signifikante EPC-Level bei den Probanden mit Nikotinersatztherapie
(KONDO et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit nahmen ungefdhr 70% der Teilnehmer
Nikotinersatzprodukte ein. In der FACS-Analyse des Gesamtkollektives wurden signifikant
hohere Konzentrationen an CD34", VEGFR2' Zellen bei den Probanden mit
Nikotinersatztherapie nach Rauchstopp gemessen. Dagegen konnte dieses Ergebnis in der
Zellkultur nicht reproduziert werden. Interessanterweise nahmen die Probanden mit
Risikoprofil signifikant hédufiger eine Nikotinersatztherapie in Anspruch. Im Vergleich

zeigten auch diese Probanden nach 5 Wochen Rauchstopp signifikant héhere Zahlen
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an CD34', VEGFR2" Zellen. Das Zigarettenrauchen gilt als die schnellste
Nikotinapplikationsform, wobei durchschnittlich 1-3 mg Nikotin pro Zigarette freigesetzt
wird. Die Absorption aus Nikotinersatzprodukten ist deutlich langsamer und nicht annédhernd
werden durch die verfligbaren Nikotinersatzprodukte so schnelle Konzentrationen erreicht.
Allerdings konnten mit Nikotinpflastern, die in unterschiedlichen Dosen verfiigbar sind,
Konzentrationen im Blut gemessen werden, die denen eines starken Rauchers entsprechen
(STEAD et al. 2012). Es bleibt spekulativ, ob das freigesetzte Nikotin aus der
Nikotinersatztherapie als Stimulus fiir die gefundene erhohte Anzahl an EPC in der FACS
fungiert haben konnte, wobei aufgrund ungenauer Angaben der Probanden und Wechsel der

Nikotindosen der jeweiligen Priparate auf weitere Analysen verzichtet wurde.

KONDO et al. berichteten weiterhin, dass starke Raucher (>20 Zigaretten pro Tag) deutlich
weniger Endothelzellen aufweisen (KONDO et al. 2004). Dieser Effekt konnte in den
vorgelegten Resultaten nicht reproduziert werden. Zu Beginn des Raucherentwohnungskurses
unterschieden sich die Subgruppen ,leichte® und ,starke* Raucher nicht. Jedoch wiesen
ehemals ,,starke” Raucher nach Nikotinstopp immer noch signifikant mehr acLDL", Lectin"
Zellen auf. Einen Unterschied in der Einnahme von Nikotinersatzprodukten gab es zwischen
beiden Subgruppen nicht. Es gibt trotzdem Hinweise darauf, dass Nikotin allein zu einer
Erhohung der EPC-Zahlen fiihrt. In der Studie von WANG et al. mit gesunden Nichtrauchern
wurden die isolierten Proben vor der Kultivierung mit unterschiedlichen
Nikotinkonzentrationen inkubiert. Dies fiihrte zu einer Steigerung der Anzahl der EPC und
forderte weiterhin die Proliferation, Migration und Adhésion dieser Zellen bei physiologisch
relevanten Konzentrationen bis max. 10® mmol/l Nikotin. Diese Konzentration ist dquivalent
der Nikotinkonzentration im Blut von Rauchern (60-100 nmol/l Nikotin). Eine Zytotoxizitit
wurde bei Konzentrationen iiber 10 mmol/I Nikotin beobachtet (WANG et al. 2004). Auch
in der Arbeit von HEESCHEN et al. zeigte sich in vitro nach Inkubation mit Nikotin eine
dosisabhingige Steigerung der EPC. Ferner konnte hier im Mausmodell demonstriert werden,
dass nach Induktion einer Ischimie des Hinterlaufs die systemische Gabe von Nikotin die
Anzahl der EPC steigerte und diese Erhohung mit einem Anstieg der Angiogenese im
ischamischen Gewebe einherging (HEESCHEN et al. 2006). Eine weitere Arbeit iiberpriifte
die Auswirkungen von Passivrauch auf die EPC bei gesunden Nichtrauchern. Dabei wurde
nach lediglich 30-miniitiger Exposition mit Passivrauch ein Maximum an CD133", KDR"
Zellen nach einer Stunde beobachtet, nach 24 Stunden reduzierte sich die Konzentration

wieder auf das Niveau der Kontrollgruppe. Die zusétzliche durchflusszytometrische
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Bestimmung von CD133", KDR" Zellen erreichte ebenfalls nach einer Stunde die maximale
Konzentration, blieb aber auch noch nach 24 Stunden deutlich erhdht. Dieses Ergebnis konnte
durch Kultivierung und Férbung mit den Markern Lectin und acLDL reproduziert werden.
Des Weiteren konnte demonstriert werden, dass die mit Rauch exponierten EPC eine deutlich
gestorte Chemotaxis in Richtung des Endothelfaktors VEGF zeigten, einhergehend mit einer
gesteigerten EPC-Proliferation (HEISS et al. 2008a). Es wird angenommen, dass diese
Storung durch einen Plasmafaktor vermittelt wird, der bisher noch nicht identifiziert werden
konnte und die durch VEGF stimulierte NO-Produktion durch die EPC vermindert
(CELERMAIJER und NG 2008). Eine frithere Studie der Arbeitsgruppe um HEISS et al.
konnte bereits aufzeigen, dass eine Hemmung der NOS zu einer verminderten Migration und

erhohten Proliferation der EPC fiihrt (HEISS et al. 2008Db).

Frithere Studien demonstrieren bereits, dass kardiovaskuldre Risikofaktoren invers mit der
Anzahl und Funktion der EPC korrelieren. Wird das Rauchen aus diesem kumulativen
Risikoprofil isoliert betrachtet, so zeigen sich kontroverse Ergebnisse: VASA et al. konnten
das Rauchen als stirksten Faktor fiir eine reduzierte Anzahl acLDL', Lectin' Zellen
identifizieren (VASA et al. 2001b), keine Unterschiede in der Anzahl der EPC wurden in der
Arbeit von HILL et al. detektiert (HILL et al. 2003), und WERNER et al. konnten
interessanterweise hohere Level an CD34", KDR" Zellen bei Rauchern finden (WERNER et
al. 2005). Nach Aufteilung des Kollektivs in ,,gesunde Probanden* und ,,Probanden mit
weiteren kardiovaskuldren Risikofaktoren oder Erkrankungen konnte hier eine signifikante
Reduktion von acLDL', Lectin® Zellen nach Nikotinentwohnung in beiden Gruppen
gemessen werden, insbesondere war dieser Abfall bei Probanden mit Risikoprofil deutlicher.
Keine Unterschiede in der Subgruppenanalyse bezogen auf das Risikoprofil fanden sich
dagegen in der FACS-Analyse. Die beobachtete signifikante Reduktion acLDL", Lectin"
Zellen in der Risikogruppe konnte vielleicht durch die Latenz der schiddigenden Stimuli
erklart werden. Betrachtet man das Rauchen bzw. die Exposition mit Nikotin als akuten Reiz,
andere Risikofaktoren wie Hypertonie, Diabetes mellitus und Hyperlipoproteindmie als
chronifizierte Stimuli, so scheinen sich letztere Risikofaktoren in der Latenz ihrer Einwirkung
von der Nikotinexposition zu unterscheiden. Demzufolge konnte der Anstieg der EPC nach
Nikotinexposition als Antwort auf eine akute Gewebeischdmie gedeutet werden. Da
ausgereifte Endothelzellen nur limitierte Moglichkeiten zur Proliferation besitzen, werden
endotheliale Vorlduferzellen aus dem Knochenmark mobilisiert und rekrutiert. Dieser

zusdtzliche Mechanismus konnte eine wesentliche Rolle in der GefdBreparatur spielen. So
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wurde beschrieben, dass nach induzierter Endothelschddigung die EPC zur Regeneration des
geschidigten Areals beitragen (GRIESE et al. 2003, WALTER et al. 2002, WERNER et al.
2003). Dzau und seine Arbeitsgruppe konnten im Kaninchenmodell nach GeféBverletzung
eine beschleunigte Reendothelialisierung durch eine autologe EPC-Implantation aufzeigen,
resultierend in einer Proliferationshemmung der glatten Muskelzellen innerhalb der
Neointima (GRIESE et al. 2003). Interessanterweise konnte bei Patienten mit akutem
Myokardinfarkt ein Anstieg der EPC mit einem Maximum an Tag 7 beobachtet werden
(SHINTANI et al. 2001). Auch Patienten mit nachgewiesener Herzinsuffizienz hatten in den
Stadien NYHA I-II erhohte EPC-Konzentrationen, wiahrend die Stadien NYAH III-IV eine
verminderte Anzahl von EPC zeigten (VALGIMIGLI et al. 2004). Weiterhin fanden sich bei
Patienten mit pAVK im frithen Stadium II nach Fontaine héhere EPC-Konzentrationen als im
spaten Stadium IV (MORISHITA et al. 2012). Dies konnte bedeuten, dass es systemische
Reaktionen auf vielfiltige Situationen der Gewebeschiddigung zu geben scheint und abhingig
vom Grad der endothelialen Schiddigung in einem unterschiedlichen Ausmall in der
Mobilisierung der EPC resultiert. Auch die beobachtete Freisetzung der EPC nach
physiologischem Stress in Form von Sport und korperlicher Aktivitdt konnte hiermit erklért
werden (LAUFS et al. 2004). TOUSOULIS et al. formulierten ebenfalls in ihrer
Ubersichtsarbeit eine Hypothese, dass sowohl Endothelzellen als auch EPC
inflammatorischen Effekten unterworfen sind. So kénnte es einen Zusammenhang zwischen
der EPC-Mobilisation und der Latenz des einwirkenden Inflammationsgeschehen geben.
Moglicherweise fiihrt die anhaltende Entziindungsreaktion zu einer Art Erschopfung des
EPC-Pools im Knochenmark, weswegen nur noch weniger, allerdings auch unreife und

funktionsgestorte EPC ausgeschiittet werden (TOUSOULIS et al. 2008).

EPC spielen eine wichtige Rolle beim Erhalt der endothelialen Integritit durch
Reendothelialisierung von beschddigtem Endothel. Zusammenfassend konnten in dieser
Arbeit zwei mogliche Mechanismen eine Rolle fiir die vorgelegten Resultate spielen: zum
einen fungiert das Rauchen durch Induktion lokaler Gefaschidden als Stimulus fiir die
Mobilisierung der EPC aus dem Knochenmark im Sinne von Reparaturzellen; zum anderen
konnte aber auch die erhohte Anzahl kultivierbarer acLDL", Lectin” Zellen bei Rauchern
durch ein verdndertes Adhésionsverhalten ursédchlich fiir die endotheliale Dysfunktion sein.
Hierfir wiirde die hier unverinderte Anzahl CD34°, VEGFR2" Zellen nach

Raucherentwohnung sprechen.
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4.4  FEinfluss der Raucherentwohnung auf ADMA

Stickstoffmonoxid, welches aus L-Arginin durch die Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) in
endothelialen Zellen synthetisiert wird, spielt eine entscheidende Rolle im Zusammenhalt
vaskuldrer Strukturen und Funktionen. Aus diesem Grund gilt NO auch als ,,endogenes anti-
atherosklerotisches Molekiil“ (COOKE und TSAO 1994). Ein Mechanismus, der das
Vorkommen endothelialer Dysfunktion erklidren konnte, ist die Anwesenheit von erhdhten
Plasmakonzentrationen an ADMA. In fritheren Studien konnte ADMA als unabhdngiger
Pradiktor fiir kardiovaskuldre Morbiditit und Mortalitdt identifiziert werden (SCHNABEL et
al. 2005, VALKONEN et al. 2001). Aufgrund dieser Rolle als unabhingiger Risikofaktor
erhielt ADMA zunehmend Bedeutung als therapeutische ZielgrdB3e.

Das in dieser Studie verwendete Verfahren zur Messung von ADMA stiitzt sich auf die Arbeit
von SCHULZE et al., wobei ADMA aus Patientenserum in einem kommerziell erhéltlichen
Enzymimmunoassay bestimmt wurde (SCHULZE et al. 2004). Die vorliegende Arbeit ist die
erste, die den Einfluss einer Raucherentwohnung auf die ADMA-Spiegel von Aufthérwilligen
untersuchte. Es konnte hier gezeigt werden, dass die systematische Raucherentwéhnung nach
5 Wochen zu einer signifikanten Abnahme der Serumkonzentration von ADMA im
Gesamtkollektiv fiihrt. Klinische Studien erzielten bisher unterschiedliche Resultate {iber die
Wirkung des Tabakkonsums auf die Konzentration von ADMA im Blut, wobei in der Regel
Raucher mit Nichtrauchern untersucht wurden. Zum einen fanden sich bei Rauchern
niedrigere ADMA-Spiegel, die ferner mit einem erhdhten Risiko fiir koronare Ereignisse
einhergingen (MAAS et al. 2007). Andererseits konnten aber auch signifikant hohere Werte
von ADMA im Blut durch chronischen Nikotinkonsum detektiert werden (SCHNABEL et al.
2005, WANG et al. 2006, ZHANG et al. 2006), wie es in dieser Arbeit ebenfalls demonstriert
werden konnte. SOBCZAK et al. fanden ebenfalls erhohte ADMA-Konzentrationen bei
gesunden Rauchern, konnten aber einen deutlicheren Zusammenhang zwischen Rauchen und
reduzierten Plasmaspiegeln an L-Homoarginin herstellen (SOBCZAK et al. 2014). Im
Gegensatz zu ADMA zeigen sich fiir das L-Arginin-Derivat Homoarginin protektive
Eigenschaften bei kardiovaskuldren Erkrankungen, resulteriend aus einer verbesserten NO-
Bioverfiigbarkeit. Momentan sind die grundlegenden Pathomechanismen noch unklar und es
bedarf zur Kldarung weiterer Studien, allerdings gibt es bereits einige Hinweise darauf, dass
ein erniedrigter Homoarginin-Spiegel als potentieller neuer Risikofaktor fiir kardiovaskulare

Mortalitit fungieren kann (MARZ et al. 2010).
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Die AtheroGene-Studie zeigte, dass hohe ADMA-Konzentrationen eine prognostische
Bedeutung fiir das Risiko und Auftreten kardiovaskuldrer Erkrankungen haben und
untermauerte ADMA als Biomarker solcher Ereignisse (SCHNABEL et al. 2005). Die
vorgelegten Resultate zeigten in der Subgruppenanalyse beziiglich des kardiovaskuldren
Risikos, dass Probanden mit Risikoprofil hohere ADMA-Werte aufwiesen, und diese, auch
wenn keine statistisch signifikanten Unterschiede aufzudecken waren, schlussfolgern lassen,
dass eine Sekundérpriavention in einer Senkung von ADMA als Risikomarker fiir endotheliale
Funktionsstorungen resultieren kann, was somit auf vaskuldre Strukturen und Funktionen

einen positiven Effekt haben konnte.

Die Regulation der Konzentration von ADMA im Plasma erfolgt im Wesentlichen durch zwei
Enzyme: Bildung durch die PRMT-1 und Abbau durch die DDAH. Eine Akkumulation von
ADMA konnte folglich ebenfalls in einer gestérten Aktivitdt dieser Enzyme resultieren. Es
konnte bisher gezeigt werden, dass zahlreiche Faktoren Einfluss auf die Expression und
Aktivitdt dieser Enzyme nehmen. In Hinsicht auf die Wirkung des Rauchens konnten
Untersuchungen bei Ratten zeigen, dass eine orale Gabe von Nikotin zu einer verminderten
Aktivitat der DDAH in endothelialen Zellen fiihrt, assoziiert mit einer Abnahme des ADMA-
Metabolismus (JIANG et al. 2006). Auch in der Arbeit von ZHANG et al. wurde infolge des
oxidativen Stresses, induziert durch Rauchextrakt, die Aktivitdt der DDAH inhibiert (ZHANG
et al. 2006). Jedoch wurden bei Versuchen mit dhnlich experimentellem Ansatz auch hier
unterschiedliche Resultate priasentiert. So demonstrierten MAAS et al. anhand von
Zellkulturarbeiten, dass eine 48-stiindige Exposition mit Zigarettenextrakt verminderte
ADMA-Spiegel zur Folge hat. Experimentell schien dies durch eine Hochregulation der
DDAH erkldarbar zu sein (MAAS et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit konnte kein

Zusammenhang zwischen Tabakdosis und ADMA festgestellt werden.

Bisher gibt es keine weiteren Studien iiber den Einfluss einer RaucherentwOhnung auf
ADMA, so dass der Effekt eines Nikotinstopps biochemisch unklar bleibt und es weiterer

Experimente bedarf.
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4.5  Studienkritik

Bei der Beurteilung der Studienergebnisse miissen verschiedene Einschriankungen

beriicksichtigt werden.

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte nach Ankiindigung wéhrend des Erstgespriaches in
der Raucherentwohnungsambulanz am ersten Kurstag und die wiederholte Evaluation nach
5 Wochen. Initial wurden 115 Teilnehmer des Tabakentwohnungsprogrammes zu Beginn
thres Kurses untersucht. Nach Beendigung des flinfwochigen Tabakentwohnungskurses
konnten 79 Teilnehmer reevaluiert werden, von denen 67 die Einschlusskriterien erfiillten und
letztlich in die Studie aufgenommen wurden. Griinde dafiir, dass Probanden nicht wieder
evaluiert werden konnten, waren der Abbruch des EntwOhnungskurses bzw. die fehlende
Anwesenheit am letzten Kurstermin. Auch kann die erhohte Verlustrate damit begriindet
werden, dass die Proben an nur 2 Terminen gewonnen wurden, ndmlich {iber einen konstanten
Zeitraum zu Beginn und am Ende des Raucherentwohnungskurses. Es gibt keine
Untersuchungen dazu, ob 5 Wochen ein geeigneter Zeitraum sind, um den Effekt der

Raucherentwohnung auf die EPC und die weiteren aufgefiihrten Risikomarker zu beurteilen.

Das Kollektiv stellt im Vergleich mit anderen Arbeiten eine grof3e, heterogene Stichprobe dar.
Dennoch ist die Zahl der untersuchten Probanden nicht hoch, weshalb bei stark streuenden
Werten deren Aussagekraft durch die niedrigere Probandenzahl sinkt und eine nicht
ausreichende statistische Power zur Detektion potentieller Verdnderungen verfiigbar war.
Problematisch gestaltete sich auch die Rekrutierung nach 6 Monaten, da unabhingig vom
abgeschlossenen Raucherentwohnungskurs die Probanden hier einzig fiir die Evaluation
und Blutentnahmen dieser Studie eingeladen wurden, weswegen eine sichtlich niedrigere
Beteiligung zu vermerken war. Es kann davon ausgegangen werden, dass die Untersuchungen
hier deutlicher ausgefallen und statistisch zu sichern gewesen wiren. Moglicherweise wiren
weitere statistisch relevante Effekte erkennbar gewesen, wenn die Probanden nicht nur
interindividuell, sondern wie andere Arbeitsgruppen auch mit einer Kontrollgruppe verglichen
worden wiren. Letztlich eigneten sich die 12 Probanden, die am Kursende noch oder wieder
rauchten, nicht als Kontrollgruppe, da diese kein konstantes Rauchverhalten zeigten und somit

der chronische Einfluss des Rauchens fehlte.

Die Selbstaussage zum Rauchverhalten ist als verldsslich anzusehen (BARRUECO et al.
2005). Die Messung der endexspiratorischen CO-Konzentration erfolgte in Zusammenarbeit
mit der Raucherentwéhnungsambulanz, weswegen kein Einfluss auf die Umstellung der

Gerite zur CO-Detektion genommen werden konnte. Aus diesem Grund fand auch keine
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Abstinenzkontrolle mittels CO-Messung nach 6 Monaten statt. In diesem Zusammenhang war
zu Beginn der Arbeit eine Bestimmung der Cotinin-Spiegel im Urin angedacht, jedoch konnte

ein entsprechendes Vorgehen aus methodischen Griinden nicht realisiert werden.

Eine weitere Limitation dieser Arbeit bestand darin, dass nicht jeder Teilnehmer einen
kompletten Datensatz aller Parameter aufweist. Aus diesem Grund wurden die Probanden fiir
die Versuche randomisiert und ohne vorherige Selektion aufgeteilt. Statistisch konnte gezeigt
werden, dass in den Subgruppen keine Unterschiede in den klinischen Charakteristika fiir die
jeweils durchgefiihrten Untersuchungen im Vergleich zu denen des Gesamtkollektives
bestanden. Die Prioritdt in dieser Arbeit lag in der Isolierung mononukledrer Zellen aus
peripherem Blut. Durch deren begrenzte Anzahl im Blut musste bei 6 Teilnehmern auf eine
FACS-Analyse verzichtet werden. Zum anderen konnten Experimente aus logistischen
Griinden nicht gleichzeitig durchgefiihrt werden. So wurde die Methode zur Bestimmung von
ADMA in dieser Arbeit erst zu einem spdteren Zeitpunkt etabliert, weswegen 8 Probanden
keine Messungen aufweisen. Trotz Antikoagulation des Blutes durch Verwendung von Citrat-
Monovetten trat ein Clotting bei 11 Messungen von hsCRP und 9 von Fibrinogen ein,
weswegen die Messungen des Probenmaterials nicht durchfiihrbar waren. Fiir die Messung
des Lipoproteinstatus eines Probanden war das abgenommene Serum nicht ausreichend fiir
die Auswertung im Cell-Dyn. Die vendsen Blutabnahmen konnten dariiber hinaus als
postprandial angesehen werden. Dies diirfte sich vor allem auf die Triglyzeridspiegel

ausgewirkt haben, weswegen diese nicht aufgefiihrt wurden.
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5 Ausblick

Die Resultate der vorliegenden Arbeit dienten als Grundlage fiir weitere Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe (PULS et al. 2011). In den folgenden Untersuchungen sollte gezeigt
werden, dass Mobilisierung und Funktionsstatus der EPC als 2 unabhéngige Prozesse
anzusehen sind. Bei gleichbleibender Anzahl an CD34", VEGFR2" Zellen, jedoch signifikant
reduzierter Kultivierbarkeit von acLDL", Lectin® Zellen nach Raucherentwdhnung, sollten
Griinde im Adhésionsverhalten der Zellen aufgedeckt werden. Der Fokus wurde dabei auf die
Expression von Integrinen sowie das Vorliegen von oxidativem Stress, verursacht durch das
Rauchen, gelegt. Hierfiir wurden weiterhin Teilnehmer des Raucherentwohnungsprogramms

der Universitidtsmedizin Géttingen nach denselben Kriterien wie in dieser Arbeit rekrutiert.

Klinisch konnten zukiinftig fiir eine individuelle kardiovaskulédre Risikoeinschédtzung sowohl
die Anzahl und Funktion der EPC als auch die Hohe der ADMA-Konzentration bestimmt
werden. Als therapeutisches Ziel kommt einer Verbesserung der EPC-Funktion und der
Senkung der ADMA-Spiegel eine hohe Bedeutung zu, was langfristig zu einem verminderten
Auftreten kardiovaskuldrer Erkrankungen fiihren oder Krankheitsverldufe positiv beeinflussen

konnte.
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6 Zusammenfassung

Weltweit stellt der Tabakkonsum eine fithrende Ursache vermeidbarer Todesfélle dar. Dem
Einfluss einer Raucherentwohnung kommt dabei eine hohe Bedeutung zu. Die durch das
Rauchen resultierenden morphologischen und funktionellen Verdnderungen des
Gefaflendothels, die sog. endotheliale Dysfunktion, scheinen eine entscheidende Rolle in der

Entstehung und Progression einer Atherosklerose zu spielen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkung einer systematischen
Tabakentwohnung in einem heterogenen Kollektiv Authorwilliger auf bereits bekannte wie
auch neue Risikomarker und Préadiktoren der endothelialen Dysfunktion zu untersuchen.
Dabei richtete sich hier erstmalig der Fokus der Untersuchung auf die Anzahl der EPC, wobei
gezeigt werden konnte, dass bereits ein fiinfwochiger Rauchstopp zu einer signifikanten
Reduktion der EPC fiihrt. Die EPC-Erhohung bei Rauchern ist am ehesten als reaktive
Regulation auf einen Tabak-induzierten Endothelschaden zu interpretieren und diese scheint
durch die Raucherentwohnung riickfiihrbar zu sein. Ob das Rauchen und weitere
atherosklerotische Risikofaktoren sowie kardiovaskuldre Erkrankungen die Mobilisation und
das Uberleben der EPC direkt beeinflussen oder ob sie vielmehr iiber stindige
Endothelschidigung zu einer Erschopfung des Speichers im Knochenmark fiihren, ist noch

unklar und muss in weiteren Arbeiten gezeigt werden.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das proatherogene, inflammatorische Profil eines
jeden Probanden, insbesondere bei denen, die bereits weitere kardiovaskuldre Risikofaktoren

oder Erkrankungen aufwiesen, durch die Tabakentwéhnung gesenkt werden kann.

Weitere Studien miissen kldren, ob die hier erhobenen Ergebnisse auch iiber groBere
Zeitraume reproduzierbar sind und weitere Hinweise darauf geben konnen, inwiefern
Tabakkonsum und Tabakentwohnung Einfluss auf endotheliale Strukturen und Funktionen
nehmen. Diese Ergebnisse sind wichtig, um die Notwendigkeit der Rauchpridvention noch

starker zu untermauern.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis
acLDL
ADMA
CO
DAPI
ECM
EDTA
ELISA
EPC
FACS
FCS
FITC
HDL
hsCRP
KHK
LDL
MNC
NO
NOS
pAVK
PBS

PE

acetyliertes Low-Density-Lipoprotein
asymmetrisches Dimethylarginin
Kohlenmonoxid

4’ ,6-Diamidino-2-Phenyindol
Endothelzellmedium
Ethylendiamintetraessigsiure
enzyme-linked immunosorbent assay
endotheliale Progenitorzellen
fluorescence-activated cell sorting
fetal calf serum
Fluoreszinisothiocynat
High-Density-Lipoprotein
high-sensitivity C-reaktives Protein
koronare Herzkrankheit
Low-Density-Lipoprotein
mononukledre Zellen
Stickstoffmonoxid
Stickstoffmonoxid-Synthase
peripher-arterielle VerschluBkrankheit
phosphate buffered saline

Phycoerythrin
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PFA

ppm

RT

SC

WHO

Paraformaldehyd
parts per million
Raumtemperatur
smoking cessation

World Health Organization, Weltgesundheitsorganisation
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